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A aterosclerose € uma doencga inflamatdria cronica, complexa, que afeta seletivamente a rede
arterial, resultando de uma agao combinada de fatores genéticos e ambientais, e a ruptura da placa e
a trombose subseqguente sdo eventos desencadeantes das sindromes coronarias agudas.

A biologia molecular, como ferramenta, contribui para o desenvolvimento de estratégias que permi-
tam o reconhecimento da placa vulneravel e promovam sua estabilizac&o. Novas abordagens genémi-
cas tém permitido a identificacéo de grupos de genes que determinam tanto a suscetibilidade como a
resisténcia a aterosclerose e as complicagdes trombéticas. O conhecimento do perfil dos polimorfis-
mos genéticos podera facilitar o rastreamento dos individuos com placas vulneraveis e viabilizar novas
abordagens terapéuticas e melhor prognéstico clinico. Portanto, alguns genes que afetam o metabolis-
mo lipidico, a hemostasia, a inflamacéo, a fungdo endotelial, o sistema renina-angiotensina-aldostero-
na, a resisténcia a insulina e o estresse oxidativo aparecem como novas perspectivas para genes
candidatos.

O estudo da expresséo génica diferencial, por meio de técnicas como DD/RT-PCR, SAGE ou “cDNA
array”, permitirq analisar um painel de genes, cujas interagdes das proteinas por eles codificadas
resultam no desfecho do processo de ruptura da placa. Finalmente, a possibilidade de emprego da
terapia génica para corrigir doencas de heranca mendeliana ou na prevencao de doencas de cunho
degenerativo apresenta-se como uma proposta promissora no advento das novas técnicas que fardo
parte da Medicina do futuro.
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INTRODUCAO

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria
crénica, complexa, que afeta preferencialmente
a arvore arterial em &reas de bifurcacdes e cur-
vaturas, em que o fluxo laminar uniforme € alte-
rado®4. As lesdes iniciais caracterizam-se pelo
acumulo de lipides no subendotélio, que sofrem
modifica¢es oxidativas na intima vascular e ain-
da inibem a produc¢é&o de 6xido nitrico. As célu-
las endoteliais sé@o ativadas e passam a produ-

zir substancias proé-inflamatdrias, incluindo mo-
léculas de adesé&o e fatores de crescimento,
como o M-CSF, que tem participacéo na prolife-
racdo e na diferenciagcdo dos macréfagos. En-
quanto as selectinas (P e E) favorecem o rola-
mento dos mondcitos na superficie endotelial,
ligando-se aos carboidratos de sua superficie,
as integrinas permitem sua firme adesdo ao
endotélio. Os macréfagos, por meio de seus re-
ceptores de varredura, cuja expressao depen-
de de fatores de transcricdo (PPARs g), citoci-
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nas (TNF-a) e interferon, incorporam as parti-
culas de lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
modificadas por peroxidacao, lipélise, protedli-
se e agregacéao, formando as chamadas células
espumosas. Células musculares lisas migram da
média para a intima e passam a sintetizar ma-
triz, formando as les6es fibrosas, com a partici-
pacdo de citocinas e fatores de crescimento.
Reac8es imunes envolvendo linfocitos T e B, com
expressao de CD-40 e de seu ligante CD-40L,
propiciam o desenvolvimento de lesGes avan-
cadas, com producao de varios mediadores da
inflamacao e de metaloproteases de matriz. A
instalacao de um trombo em uma placa que so-
fre ruptura ou erosao e que desencadeia o even-
to coronario agudo depende mais da composi-
¢éo e da vulnerabilidade da placa que de seu
grau de estenose. Assim, placas vulneraveis
geralmente tém conteddo lipidico exuberante,
capa fibrosa delgada e grande nimero de célu-
las inflamatérias. Sua manutencéo reflete os pro-
cessos de sintese e degradacgéo de matriz, in-
fluenciados pelos produtos da inflamacédo. Ma-
crofagos e células musculares lisas sintetizam
proteases, entre elas gelatinases, colagenases
e estromelisina. A ruptura ocorre, freqientemen-
te, nos ombros das lesdes, ricos em células es-
pumosas, expondo o subendotélio, que contém
o fator tecidual, e desencadeando o processo
de trombose®.

O estudo de marcadores genéticos e de abor-
dagens terapéuticas que permitam a identifica-
¢do e o tratamento precoces da placa vulneravel
reveste-se de grande importancia, uma vez que
as doencas cardiovasculares representam altas
taxas de mortalidade e morbidade, sendo um alvo
para o desenvolvimento de tecnologias de ponta.

Este artigo ira abordar o emprego da biolo-
gia molecular como ferramenta diagndstica e te-
rapéutica no manuseio do paciente sob risco de
apresentar uma placa vulneravel. Doencgas ge-
néticas raras com heranca mendeliana e poli-
morfismos genéticos comuns foram descritas em
associacao com eventos coronarios. Os genes
candidatos estdo entre os que regulam a expres-
sdo de lipoproteinas, marcadores da inflamacéo
e hemostasia, o sistema renina-angiotensina-
aldosterona, a funcdo endotelial e o estresse
oxidativo. Expresséo génica diferencial em cé-
lulas vasculares e sanguineas por interagdes
gene-gene e gene-ambiente pode ser conside-
rada a base molecular da doenca. E avaliada
pelo método do “high through-put”, como “cDNA

array”, SAGE e DD/RT-PCR, que sao técnicas
gue permitem visualizar os genes expressos de
forma diferencial quando comparados ao tecido
normal. Finalmente, as estratégias em terapia
génica para promover a prevencao da ruptura e
a estabilizacéo da placa vulneravel terao espa-
¢o num futuro proximo. Entre essas estratégias
incluem-se a reducao dos niveis de LDL-coles-
terol por transferéncia do gene do receptor de
LDL em individuos portadores de hipercoleste-
rolemia familiar tipo llb, que apresentem defici-
éncia nos receptores hepaticos de LDL-coles-
terol, e 0 aumento dos niveis do colesterol de
lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol)
por terapias que aumentem a expressao de apo-
lipoproteina Al, LCAT, ou suprimam a CETP,
entre outras.

POLIMORFISMOS QUE AFETAM
O METABOLISMO DAS LIPOPROTEINAS

Elevacdes do LDL-colesterol
Hipercolesterolemia familiar

E uma condicéo clinica relativamente co-
mum, em que o desenvolvimento da ateroscle-
rose prematura e dos eventos coronarios € pre-
cipitado pelos niveis muito elevados de LDL-co-
lesterol. Esta presente em cerca de 5% dos pa-
cientes com infarto do miocardio. Foram identifi-
cados quatro tipos de defeitos genéticos, cuja
expressao clinica se da pela hipercolesterole-
mia familiar: 1) defeitos no receptor de LDL, com
mais de 600 mutacdes ja descritas, em que a
expressao é variavel, desde a auséncia de sin-
tese do receptor até defeitos funcionais meno-
res; 2) defeitos na apolipoproteina B-100 (apo
B), em que ha alteracéo da afinidade entre a
apo B e o seu receptor B/E, ou ainda no pepti-
deo sinal da apo B, afetando a transcrigéo do
gene apo B; 3) hipercolesterolemia autossémi-
carecessiva; e 4) sitosterolemia®®,
Polimorfismos da apolipoproteina E (apo E)

Variagfes naturais do gene que codifica a
apolipoproteina E originam suas trés isoformas
(€2, 3 e &), cuja afinidade pelo receptor B/E
difere. Consegilientemente, os niveis de coles-
terol séo determinados pela isoforma especifi-
ca. Essas isoformas respondem por 3% a 5%
da variacéo dos niveis de LDL-colesterol na po-
pulagdo geral, e os individuos e4 apresentam
0s maiores niveis de colesterol e risco corona-
rio 40% maior que o observado em €3 ou €2,
além de maior risco de morte e melhor resposta
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terapéutica a sinvastatina®. Por outro lado, os
homozigotos para o alelo E2 podem desenvolver
um disturbio chamado disbetalipoproteinemia, em
gue ha acumulo de particulas remanescentes e
gue resulta em aterosclerose prematura.

Elevacdes dalipoproteina(a)
Polimorfismos da apolipoproteina (a)

Os niveis de lipoproteina (a) [Lp(a)] séo de-
terminados geneticamente e variam amplamente
na popula¢éo (de < 0,1 mg/dl a > 200 mg/dl).®
Estudos epidemioldgicos evidenciaram que ni-
veis acima de 20 mg/dl se associavam ao infar-
to do miocardio, ao acidente vascular cerebral e
a insuficiéncia vascular periférica®», O com-
ponente protéico da Lp(a) contém uma grande
apo (a), cuja funcéo é desconhecida, mas que
guarda semelhanca estrutural com o precursor
do plasminogénio, pela presenca de nimero
variavel de cOpias de seu Kringle IV. A apo (a) é
incapaz de degradar a fibrina; no entanto, com-
pete com o sitio de ligacdo do plasminogénio.
Os niveis de Lp(a) sérica guardam relagéo in-
versa com o tamanho da apo (a), e individuos
com isoformas de baixo peso molecular estéo
sujeitos a risco aumentado de doenca arterial
coronaria®®, A presenca de isoformas de baixo
peso molecular e do alelo E4 da apo E foi asso-
ciada a risco de mortalidade trés vezes maior
no estudo 4S, enquanto o tratamento com sin-
vastatina foi acompanhado de reducéo de 80%
nessastaxas.™

ElevacOes dos triglicérides
Polimorfismos da lipoproteina lipase

A lipoproteina lipase (LPL) é a principal en-
zima do catabolismo das lipoproteinas ricas em
triglicérides (quilomicrons e lipoproteinas de den-
sidade muito baixa — VLDL), situando-se estra-
tegicamente ancorada ao endotélio vascular®.
O gene da LPL é sede de muitas mutacdes (cer-
ca de 40). Algumas situam-se no dominio C ter-
minal, e afetam sua funcéo de ligante; outras,
situam-se na porcdo N terminal, deprimem a
fungéo enzimatica, e ocasionam elevacdes da
VLDL e da lipoproteina de densidade interme-
diaria (IDL) e reducéo da HDL®. Sao conheci-
das trés mutag6es do gene da LPL que afetam
o dominio N: Asp9Asn (D9N), Asn291Ser
(N291S) e Gly188Glu. As duas primeiras ocor-
rem em 3% a 5% em sua forma heterozigota e
associam-se a aumento de 20% a 30% nos tri-
glicérides e a reducao de cerca de 10 mmol/l na

HDL do plasma, e a risco coronario 30% maior.
A Gly188Glu é mais rara (1/1.000), mas depri-
me mais a fungdo enzimatica, havendo aumen-
to de 80% nas taxas de triglicérides, reducao de
25 mmol/l nos niveis de HDL e risco coronario
cinco vezes maior®?, Outro polimorfismo da LPL
(Serd47Ter), que ocorre em 20% da populagéo,
parece ser protetor por promover maior afinida-
de pelo substrato, associando-se a menores ni-
veis de triglicérides, maiores niveis de HDL e
risco coronério 20% menora?.
Polimorfismos da apolipoproteina CllI
Polimorfismos no grupamento génico A-I/C-
IlI/A-IV foram descritos em associagéo com do-
enca arterial coronaria®. A apo C-Ill é o princi-
pal constituinte protéico dos quilomicrons e da
VLDL®9, Os niveis de apo C-IIl correlacionam-
se com a trigliceridemia, tendo-se demonstra-
do, “in vitro”, papel inibitério da apo C-IIl sobre a
LPL e a captac&o hepatica das particulas rema-
nescentes@,

Reducdes do HDL-colesterol
Polimorfismos da apolipoproteina Al

Polimorfismos no gene apo Al que resultam
em auséncia de apolipoproteina Al no plasma
associam-se a niveis extremamente baixos de
HDL-colesterol, xantomas e doenca arterial co-
ronéria. Aqueles que cursam com deficiéncias
parciais de apo Al, porém, como na apo Al Mila-
no, essa associacédo nao é tao clara, apesar de
niveis baixos de HDL®V.
Polimorfismos do gene ABC-1

O transportador ABC-1 foi identificado recen-
temente como o gene responséavel pela doenca
de Tangier®. Os pacientes afetados tém um
defeito na remocéo celular do colesterol, che-
gando a apresentar valores de HDL-colesterol
préoximos de zero no plasma, e um depdsito
macico de ésteres de colesterol nos tecidos,
particularmente nos érgaos linféides. Embora
tenha heran¢ca mendeliana autossémica reces-
siva e rara, foram descritos outros polimorfismos
no transportador ABC-1 (-477T/C), em que 0s
homozigotos (TT) e os heterozigotos (TC) apre-
sentaram reducdes modestas de HDL-coleste-
rol e de apo Al, porém com doencga corondria
grave a angiografia®.
Polimorfismos do gene lecitina:colesterol
aciltransferase

Deficiéncia de lecitina:colesterol aciltransfe-
rase (LCAT) é uma condicado recessiva, que re-
sulta de mutag8es estruturais do gene da LCAT,

682

Rev Soc Cardiol Estado de Sado Paulo — Vol 12 — N2 4 — Julho/Agosto de 2002



IZAR MCO e cols.
A biologia molecular e os avancos na prevencéo da ruptura da placa vulneravel

em que a gravidade das manifestacgdes fenotipi-
cas depende da deficiéncia ser completa (defi-
ciéncia familiar de LCAT) ou incompleta (“fish
eye disease”). Os niveis de HDL s&o muito bai-
x0s (1 mg/dl a 10 mg/dl), sendo a HDL do tipo
nascente, os niveis de apo Al estéo reduzidos
em cerca de 25% e existe associagdo com co-
ronariopatia prematura, insuficiéncia renal e opa-
cidade da cornea®.
Polimorfismos da proteina de transferéncia
de ésteres de colesterol

Foram descritas quatro mutac6es do gene
da proteina de transferéncia de ésteres de co-
lesterol (CETP) entre os japoneses. Uma muta-
¢ao em regido intrbnica presente em 2% da po-
pulacdo acompanhava-se de niveis de HDL aci-
ma de 100 mg/dl nos homozigotos. Em outra,
no exon 14 (D442G), os niveis de HDL néo séo
tao elevados, mas esta associada a excesso de
risco de doenca arterial coronéria. Entretanto,
ajustada para outros fatores de risco e para o0s
niveis de HDL, essa associagao so foi observada
em homens com HDL < 60 mg/dI®. QOutro poli-
morfismo, Taq 1-B do gene CETP, tem efeito pro-
aterogénico. No estudo REGRESS, os portado-
res do gend6tipo B1B1 (35%) tiveram maior pro-
gressédo da doenca arterial coronaria que 0s ou-
tros genotipos e melhor resposta terapéutica. ®®

POLIMORFISMOS QUE AFETAM
O ESTRESSE OXIDATIVO E A
FUNCAO ENDOTELIAL

Polimorfismos da paraoxonase

A paraoxonase é uma aril-esterase associa-
da a HDL, que hidrolisa os peroéxidos lipidicos e
destroi moléculas pro-inflamatorias produzidas
pela oxidagdo das LDL. Embora presente na
parede arterial normal, suas concentracoes ele-
vam-se de foma importante na placa de atero-
ma, possivelmente em resposta ao aumento do
estresse oxidativo®@. Existe variacao interindivi-
dual da ordem de 10% a 40% na atividade enzi-
matica da paraoxonase (PON), a qual é atribui-
da parcialmente a presenca de dois polimorfis-
mos: PON 1-192, com substituicdo de uma argi-
nina por glutamina no coédon 192 (R192Q), e
PON 1-55, em que uma leucina substitui uma
metionina no cédon 55 (L55M). Em estudos ex-
perimentais, demonstrou-se que a capacidade
das HDL em proteger das modifica¢des oxidati-
vas era claramente maior nos individuos QQ/
MM que nos RR/LL®®. Nos diabéticos tipo 2, é

particularmente importante a reducdo da ativi-
dade enzimatica da paraoxonase na presenca
desses polimorfismos®). O estudo REGICOR
confirmou que o alelo R aumentava o risco de
infarto em diabéticos®” e que esse risco chega-
va a 60% em fumantes®©v.

Polimorfismos do sistema NADPH oxidase
A principal fonte de espécies reativas de oxi-
génio (ROS) sdo as enzimas oxidativas, entre elas
NADH/NADPH oxidase. Foi descrito um polimor-
fismo C242T do gene p22phox, um dos elemen-
tos de transporte de elétrons da NADH oxidase
microssémica das células musculares lisas, que
diminui a producgao do &nion superéxido na pare-
de vascular e melhora a funcéo do endotélio co-
ronario, sendo sugerido seu papel protetor®?,

Polimorfismos da 6xido nitrico
sintase endotelial

A capacidade de contrapor-se ao estresse
oxidativo e manter a homeostase endotelial pode
depender de um polimorfismo na 6xido nitrico
(NO) sintase (NOS 3 G894T). Demonstrou-se
gue os homozigotos GG tém a capacidade va-
sodilatadora diminuida as custas da menor pro-
ducdo de NO®, Isso poderia ser um fator de
risco de grande magnitude, particularmente na
angina vasoespastica®.

Polimorfismos da metilenotetraidrofolato
reductase e cistationa 3 sintetase

A hiper-homocisteinemia tem papel aterogé-
nico, pois provoca disfuncéo endotelial, além de
aumentar o estresse oxidativo e o risco tromboti-
c0®. Na variante termolabil da metilenotetraidro-
folato redutase (MTHFR) (C677T), uma meta-ana-
lise demonstrou que os individuos CT e TT tém
risco coronario ligeiramente aumentado, com gra-
dacao dose-efeito com 0 nimero de alelos T®.
Jéa a deficiéncia de cistationa 3 sintetase (CBS),
doenca mendeliana rara, cursa, em sua forma
homozigota, com aterosclerose generalizada e
prematura grave, e complicacfes tromboemboli-
cas arteriais e venosas antes dos 30 anos®.

POLIMORFISMOS DO SISTEMA RENINA-
ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA

Angiotensinogénio, enzima conversora
daangiotensina e receptor ATlda
angiotensinall

O polimorfismo M235T do angiotensinogé-
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nio (AGT) foi descrito como capaz de duplicar o
risco de infarto e de doenca arterial corondria
nos individuos TT®, enquanto para o polimor-
fismo insercao/delecdo de uma sequéncia Alu
no intron 16 do gene da enzima conversora da
angiotensina (ECA) (I/D) os portadores do alelo
D possuem maior atividade enzimatica da ECA
tanto plasméatica como tecidual, e, consequen-
temente, maiores niveis de angiotensina Il. No
genotipo DD, presente em 28% a 31% dos indi-
viduos, os niveis sédo duas vezes maiores que
nos I, e ha excesso de risco de infarto do mio-
cardio®”3®, H4 ainda um polimorfismo do recep-
tor AT1 da angiotensina Il (A1166C), com maior
suscetibilidade a cardiopatia isquémica em pre-
senca do alelo C, sendo descrito efeito sinérgi-
co dos alelos DD da ECA e AT1R-CC®9. Ha ain-
da um polimorfismo descrito para o gene
CYP11B2, que regula a sintese da aldosterona,
associado a extensdo da doenca arterial coro-
nariato.

POLIMORFISMOS DOS GENES
RELACIONADOS A HEMOSTASIA

Fibrinogénio

O fibrinogénio (FNG) é uma proteina diméri-
ca formada por duas subunidades idénticas,
cada qual com trés cadeias (a, 13, g), codifica-
das por trés genes distintos situados no brago
longo do cromossomo 4. As concentragfes de
fibrinogénio dependem, em parte, dos genoti-
pos. Varios polimorfismos séo descritos na ca-
deia B (FNG B), entre os quais 0 -455G/A. No
estudo ECTIM, os portadores do alelo -455A,
que representam 25% da populagéo, tinham ni-
veis maiores de fibrinogénio, com relacéo dose-
efeito para o nimero de alelos A, e associaram-
se ao infarto do miocardio“? e a doenga vascu-
lar periférica®.

Inibidor do ativador do plasminogénio

Polimorfismo determinado pela presenca de
4 ou 5 guaninas (4G/5G) em uma regido promo-
tora do inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-
1) afeta sua transcricdo e seus niveis plasmati-
cos, que séo 50% maiores nos homozigotos 4G/
4G, com diminui¢do da atividade fibrinolitica e ris-
co discretamente aumentado de infarto“z43,

Receptores plaquetarios
Glicoproteina la-lla
E o principal receptor constitutivo para o co-

lageno na superficie plaquetaria, envolvido na
ades&@o a matriz subendotelial*?. Um dimorfis-
mo (C807T) afeta a densidade do receptor nas
plaguetas e sua atividade, associando-se a um
excesso de risco de infarto (1,6 vez), especial-
mente em individuos jovens®),
Glicoproteina Ib-V-X

E o receptor constitutivo para o fator de von
Willebrand (vVWF), que modula a ligac¢éo da pla-
queta ao VWF presente na matriz perivascular®.
Sao descritos dois polimorfismos (C/T 3550, no
sistema aloantigénico, e outra em que ha nu-
mero variavel de repeticdes de uma sequiiéncia
“tandem”), que afetam o fenétipo e se associam
ao risco aumentado de infarto do miocardio®“®,
embora resultados negativos também tenham
sido descritos.
Glicoproteinallb/Illa

E o receptor plaquetario para o fibrinogénio.
Quando em situagéo de repouso, esse receptor
tem baixa afinidade pelo fibrinogénio, porém
apos ativacdo essa afinidade aumenta de for-
ma significativa®¥. Sao descritas variacdes do
gene glicoproteina (Gp) llb/llla, sendo a varian-
te PLA2, resultante de uma substituicao Pro/Leu
no aminoacido 33, associada a maior agrega-
¢do plaquetaria e infarto do miocardio, especi-
almente em idade prematura®.

Os demais polimorfismos, como os do fator
V, fator tecidual, fator VIII, fator de von Willebrand,
TFPI e receptor da proteina C, carecem de mai-
or investigacao para avaliar sua associagéo com
0 risco aterotrombético®?.

POLIMORFISMOS DOS GENES
ENVOLVIDOS NA RESPOSTA
INFLAMATORIA

Varias interleucinas estéo envolvidas na res-
posta inflamatéria da aterosclerose, como inter-
leucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) e fator de
necrose tumoral (TNF-alfa), as quais aumentam
0 risco para eventos coronarios. Outras citoci-
nas sdo descritas como relacionadas com efei-
tos antiinflamatérios na aterosclerose, como in-
terleucina-10 (IL-10), a qual se encontra expres-
sa em placas precoces e avancgadas, inibindo
alguns processos celulares relacionados com
erosao ou ruptura da placa, tais como producao
de metaloproteases ou expressao de fator teci-
dual.

Polimorfismos genéticos de citocinas inflama-
térias tém sido associados com aumento do ris-
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co de aterosclerose, sugerindo que variagbes
genéticas no sistema inflamatério sdo potenci-
almente importantes moduladores de risco vas-
cular#n,

Interleucina-1 (IL-1)

A IL-13 e 0 antagonista do receptor de IL-1
(IL-1Ra) séo citocinas que mediam a inflama-
¢ao, estando envolvidas com a patogénese do
processo aterosclerético. Os polimorfismos C/T
-511 do gene da IL-13 e o polimorfismo do an-
tagonista do receptor IL-1 (IL-1Ra-alelos repeti-
dos no intron 2) podem interferir na progressao
da aterosclerose, apresentando associagdo com
aincidéncia de doenca arterial coronaria®®. Ob-
servou-se, também, correlagdo do polimorfismo
do gene da IL-1 no desenvolvimento da doenca
arterial coronéria associada a infecgdo por Chla-
mydia pneumoniae. Pacientes soropositivos para
essa bactéria tém maior tendéncia a apresentar
infarto do miocardio quando s&o portadores dos
gendtipos IL-1 C/C e/ou IL-1Ra com 2-3 alelos
repetidos®“,

Interleucina-6 (IL-6)

A IL-6 tem papel central na reacéo inflama-
téria sistémica e na resposta de fase aguda, pois
estimula a sintese de varias outras proteinas re-
lacionadas com a resposta inflamatoria®. Altos
niveis de IL-6 podem promover crescimento da
placa e ruptura, aumentando a expresséo de
varios genes. O polimorfismo G/C -174 do gene
da IL-6 diminui sua producéo, reduzindo a res-
posta inflamatdria, e os niveis circulantes de IL-6
no gendtipo CC séo inferiores em 50% aos do
gendtipo GG. Em homens sadios, verificou-se que
polimorfismo no promotor do gene para IL-6 (-
174 G/C) foi associado a maior presséo sistolica
e maior risco de doenca arterial coronaria®v.

Fator de necrose tumoral (TNF)

O TNF-alfa € uma citocina pro-inflamatéria
presente na maioria das lesdes ateroscleréticas,
ativando fatores de crescimento, citocinas e qui-
mioatractantes, e afetando a sintese e a esti-
mulagdo de moléculas de adeséo. Positividade
mais intensa para TNF é observada em locais
de lesd@o endotelial e trombose, podendo tornar
as placas mais suscetiveis a ruptura, estimulan-
do macréfagos a secretar metaloproteases. Os
genes para TNF e linfotoxina alfa (TNF-3 ou LT-
a) estéo localizados na regidao MHC 11l no braco
curto do cromossomo 6. Dois polimorfismos bi-

alélicos tém sido estudados: G/A -308 na regiao
promotora do gene para TNF e G/A +252 no pri-
meiro intron do gene TNF-B (ou LT-a). No en-
tanto, o papel do polimorfismo na progressao
da aterosclerose nao esta definido, uma vez que
a correlacdo de polimorfismos do gene para
TNF-a com doenca arterial coronaria é contro-
versa. Em pacientes avaliados angiograficamen-
te, ndo se observou influéncia do polimorfismo -
863 C/A e -308 G/A de TNF-a e 252 G/A do
TNF-R na ocorréncia de doenca arterial corona-
ria ou infarto do miocardio®?.

Interleucina-10 (IL-10)

IL-10 e TNF-a tém papéis opostos na infla-
macao, havendo um mecanismo auto-regulato-
rio no qual o TNF-a estimula a producéo de IL-
10, que, por sua vez, reduz a sintese de TNF-a.
A IL-10 atua inibindo a fungdo macrofagica em
sua atividade citotdxica e sintese de citocina. O
gene da IL-10 esté localizado no cromossomo
1, entre 1931 e 1g32. Alguns polimorfismos para
0 gene IL-10 (-1082 G/A, -819 C/T e -592 C/A)
foram estudados, ndo se observando associa-
¢do com doenga arterial coronaria ou infarto do
miocardio®?.

Moléculas de adeséo

A aderéncia de linfécitos e mondcitos circu-
lantes ao endotélio ativado é um dos primeiros
eventos na patogénese da aterosclerose. Tem
sido observado aumento na expresséao de ICAM-
1 (“intracellular adhesion molecule-I") e E-selec-
tina interagindo com linfécitos e macréfagos,
além de VCAM-1 (“vascular cell adhesion mole-
cule-1") nas placas ateroscleréticas.

E-selectina

A expresséo de E-selectina é estimulada por
TNF, IL-1 e LPS. Estudando-se polimorfismos
das moléculas de adesao em pacientes com ate-
rosclerose estabelecida angiograficamente, ve-
rificou-se diferenca na freqiiéncia alélica para
mutacgdes na E-selectina, a qual esté localizada
em 1q12. Observou-se troca de serina por argi-
nina (posi¢éo 128), leucina por fenilalanina (po-
sicdo 554) e mutacdo em DNA de guanina por
timina (posicéo 98), cuja freqiiéncia alélica foi
significantemente diferente em pacientes jovens
com aterosclerose grave.®

ICAM-1
E uma glicoproteina de 95 kD, pertencente a
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superfamilia do gene da imunoglobulina. Polimor-
fismo C/T da ICAM-1, com substituicdo do aci-
do glutamico (K) por lisina (E) no exon 6 do c6-
don 469 da proteina ICAM (K469E), pode estar
envolvido na patogénese da aterosclerose co-
ronaria®®®,

P-selectina

Foram descritos 13 polimorfismos para P-se-
lectina, dos quais 5 estéo localizados na regiéo
codificadora do gene (S290N, N562D, V599C,
T715P, T741T), mas somente T715T associou-
se com infarto do miocérdio. Observou-se, tam-
bém, que a presenca de 2 cddons de asparagi-
na na regido S290N e N562D associava-se a
maior risco de infarto do miocardio, mas somente
guando estes apresentavam o mesmo haplati-
po, mostrando a complexidade da interacdo en-
tre a variabilidade genética e o desenvolvimen-
to de doengas®.

TLR-4

Recentemente, uma familia de receptores,
“toll like receptors 4” (TLR-4), foi descrita, rela-
cionando imune estimulantes produzidos por
microrganismos e resposta de defesa. A ativa-
¢ao desses receptores resulta no aumento de
peptideos antimicrobianos, citocinas inflamato-
rias e moléculas co-estimuladoras, que iniciam
aimunidade adaptativa para bactérias Gram-ne-
gativas, incluindo Chlamydia pneumoniae e He-
licobacter pylori, dois patdgenos que parecem
estar relacionados com aterogénese. Verificou-
se que a presenca do polimorfismo de TLR-4
Asp 299Gly codifica baixos niveis de moléculas
inflamatérias circulantes e confere risco aumen-
tado para infeccbes mas reduzido para ateros-
clerose®,

Receptor CD14

O receptor CD14 é uma glicoproteina locali-
zada na superficie celular de mondcitos, sendo
um importante mediador para a ativacéo de mo-
nécitos/macréfagos por endotoxinas de bactéri-
as Gram-negativas. O gene para o receptor
CD14 consiste de aproximadamente 3.900 bp,
organizados em dois éxons, e codifica uma pro-
teina de 375 aminoéacidos. Um polimorfismo foi
identificado no promotor do gene, -270 C/T, ob-
servando-se maior frequéncia em pacientes in-
fartados que em controles, sugerindo sensibili-
dade a infeccao como eventual fator de risco para
aterosclerose®”.

Metaloproteases

As metaloproteases (MMPs) constituem uma
familia de endopeptidases que tém em comum
presenca de zinco em seu sitio ativo, dependén-
cia de célcio para sua atividade e capacidade
de reagir com inibidores teciduais de metalopro-
teases especificos (TIMPs), formando comple-
X0S enzimaticamente inativos. Pelo menos 20
MMPs foram identificadas como sendo capazes
de degradar proteinas do tecido conjuntivo, o
que indica que essas enzimas podem ter papel
na destruicdo e no remodelamento associados
com Varios processos patolégicos, entre eles a
ruptura da placa aterosclerética. A capacidade
de certas MMPs, tais como MMP-2, MMP-3,
MMP-9 e MMP-12, em hidrolisar elastina é de
particular importancia, pela sua acéo na parede
vascular. Polimorfismos tém sido identificados
em varios genes de MMPs®,

MMP3

A estromelisina é uma metaloprotease en-
volvida com a renovacéo dos componentes da
matriz extracelular: E capaz de degradar prote-
oglicanos, colagenos llI, IV, V e IX, laminina, fi-
bronectina, gelatina e elastina, além de ativar
outros membros da familia MMP, como as cola-
genases. O polimorfismo do gene promotor 5A/
6A foi analisado, em relagdo a aterosclerose, em
estudos genéticos epidemiolégicos, e a freqiién-
cia do alelo 5A foi significantemente maior em
pacientes com infarto do miocardio que em con-
troles®. Por outro lado, a expresséo do alelo
6A associa-se com o crescimento acelerado de
ateromas coronarios, sugerindo que sua presen-
ca leva a expressao insuficiente de MMP-3 pela
menor atividade promotora desse alelo®.

MMP-9

Possui atividade proteolitica em colageno tipo
IV, um componente importante da membrana
basal, facilitando a migracao de células muscu-
lares lisas, associando-se o polimorfismo C-
1562T com a gravidade da aterosclerose coro-
néria®y,

MMP-12

E uma metaloelastase. Polimorfismo no
gene promotor, por substituicdo de A para G,
sendo o alelo A mais prevalente, associou-se
ao estreitamento de artérias coronarias em
pacientes com doenca arterial coronaria e di-
abetes®?,
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EXPRESSAO GENICA NA PLACA
VULNERAVEL

Aceita-se que a extensao e a expressao tém-
poro-espacial de centenas de genes esteja al-
terada durante o desenvolvimento e a progres-
sdo da aterosclerose, quando comparada a si-
tuacdo normal. Expressdo génica diferencial em
células vasculares e sanguineas foi descrita, e
gracas aos avangos tecnolégicos é possivel re-
alizar-se grande inventario de genes diferenci-
almente expressos com as técnicas de “DNA ar-
ray”, DD/RT-PCR e SAGE, em laboratérios es-
pecializados. Diversos fatores de transcricao sao
diferencialmente expressos em células endote-
liais, células musculares lisas e mondcitos/ma-
créfagos durante o processo de mudanga feno-
tipica dessas células. O conhecimento dessas
mudancas no processo de aterogénese e rup-
tura da placa possibilitara intervencdes terapéu-
ticas, visando a sua reverséo quer por meio de
terapia génica quer utilizando drogas que inter-
firam com a expresséo génica aberrante®,

TERAPIA GENETICA

Uma abordagem genética e terapéutica ade-
guada requer conhecimento aprofundado dos
componentes envolvidos na patogénese da do-
enca estudada, bem como de suas alteragdes
mais comuns e dos locais de acéo, que deter-
minaréo o sucesso ou o fracasso da terapia. Em
linhas gerais, trata-se da utilizacdo de técnicas
de manipulacgdo de acidos nucléicos, que visam
a superexpressar ou inativar quaisquer genes-
alvo, causando altera¢cdes metabdlicas especi-
ficas, normalmente utilizadas no tratamento de
deficiéncias genéticas hereditarias, e, no pano-
rama atual, como alternativa para 0 manejo mais
efetivo de doencas degenerativas crénicas, como
hipertenséao, infarto e aterosclerose, referindo-
se ao sistema cardiovascular®,

O correto desenvolvimento desse tipo de te-
rapia segue uma estrutura protocolar, controla-
da e rigida, que envolve: identificacdo da doen-
¢a cujo tratamento existente prova-se ineficaz
ou inadequado; desenvolvimento de modelos
animais de doenga; determinagéo do gene-alvo
mais apropriado; criagdo de um vetor de trans-
feréncia efetivo que tenha especificidade ao te-
cido escolhido e permita boa expressao do ale-
lo; provas de atenuagao da doenca estudada nos
referidos modelos; e atestados de seguranca da

utilizacéo do gene e estudos clinicos controla-
dos para determinacdo da dose terapéutica,
aspectos de tolerabilidade e eficacia a longo pra-
z0o®),

O gene utilizado como agente terapéutico,
entretanto, nem sempre corresponde ao bene-
ficio esperado, e, em grande parte, essa teoria
se confirma pelas dificuldades técnicas que se
apresentam como fator limitante de sua aplica-
bilidade préatica. A maximizagao da eficiéncia da
transducdo genética ndo representa, em sua
maioria, o desfecho desejado quando da intro-
ducao do vetor contendo o gene escolhido, no-
tadamente no momento em gque essa magnitu-
de leva a efeitos colaterais, como é o caso da
utilizacéo do “vascular endothelial growth factor”
(VEGF) no estabelecimento de neoangiogéne-
se®+% O estudo VIVA (“VEGF in Ischaemia for
Vascular Angiogenesis”) promoveu a adminis-
tracdo controlada por placebo de VEGF-A165
em 178 pacientes com isquemia cardiaca, can-
didatos a revascularizacdo do miocéardio ou a
angioplastia. Nos pacientes tratados, ndo hou-
ve melhora (sem atingir o desfecho primario do
estudo no teste ergométrico) nem alteragdo an-
giografica ou de perfusdo apés 30 e 60 dias®.
Outro estudo fase Il, controlado com placebo,
duplo-cego (FIRST), com 337 pacientes, ava-
liou 3 doses intracoronarias diferentes de FGF-
2 em solugéo protéica, sem melhora na area de
isquemia e no teste de esforco num seguimento
de 90 dias®®. Atualmente existem protocolos em
humanos com a utilizacédo de VEGF sem relatar
piora clinica, apesar de alguns efeitos deletéri-
os terem sido descritos em animais, como for-
macao de angiomas e piora da aterosclerose
no modelo de rato com “knockdown” do gene da
apo E®9. Nessa situacao particular, pode-se ob-
servar que o0s avancgos desse tipo de interven-
¢do dependem, em grande parte, da forma mais
adequada de se utilizar o gene escolhido e a
perfeita e modulada transmissao deste, a fim de
se controlarem os efeitos deletérios sem mas-
carar a efetividade desejada.

Outra dificuldade classica que se repete em
diversos modelos experimentais diz respeito ao
método utilizado para transfec¢éo do gene-alvo
no tecido de escolha. A preferéncia atual tem
sido dada aos vetores virais, como 0s retrovi-
rus, os adenovirus e os adenovirus-like. Estu-
dos “in vitro” de células humanas, nesse caso,
tém auxiliado na compreenséao dos fatores in-
trinsecos existentes na aplicabilidade da tera-
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pia génica.

Rekhter e colaboradores®, por meio de um
vetor adenoviral, infectaram cultura celular de
vasos humanos com e sem aterosclerose com
o gene da fosfatase alcalina placentaria e ob-
servaram algumas peculiaridades. Nos vasos
ndo acometidos, 0 gene recombinante expres-
sou-se em 100% de suas células endoteliais,
grande quantidade nas células adventicias e em
propor¢ao bem reduzida nas células da muscu-
latura lisa, com comportamento semelhante nos
vasos ateroscleréticos com placas complicadas.
Apés tratamento com elastase e colagenase, a
presenca da expressdo do gene inserido aumen-
tou na razéo de sete vezes (p < 0,001), inclusi-
ve nas células que sofreram baixa expressao
inicial, sugerindo que o modelo de resposta ge-
nética fora afetado pela quantidade da matriz
extracelular circunvizinha, o que reflete na ex-
posicao do vetor utilizado, e, portanto, com con-
seqliéncia direta no desfecho da terapia. Os re-
sultados também demonstraram que as placas
mais suscetiveis a transfeccao sédo as mais vul-
neraveis e prestes a romper, o que reforca gran-
des possibilidades futuras de utilizagdo desse
tipo de abordagem. Entretanto, houve o questi-
onamento acerca da eficicia do vetor, em de-
corréncia das reag0fes de hipercelularidade por
sua natureza de antigeno, portanto, agressor, 0
gue pode, em muitos casos, piorar a afeccéo
gue se deseja tratar®,

No campo da aterosclerose, alguns avangos
foram obtidos, principalmente em relagéo a hi-
percolesterolemia familiar, com a utilizagcéo de
terapia “ex vivo” (implantagdo de gene “in vitro”
em tecido-alvo, com reintrodugéo deste ao or-
ganismo do paciente portador da entidade no-
solégica)® em hepatdcitos geneticamente mo-
dificados, contendo um retrovirus recombinan-
te portador do cédigo para o receptor de LDL,
resultando em reducéo de 6% a 23% do LDL-
colesterol em 3 dos 5 pacientes tratados ™. Ou-
tros trabalhos realizados com HDL e “knock-
down” de seu receptor SR-B1 ou por superex-
pressao do gene responsavel pela apo Al de-
terminaram resultados timidos, mas promisso-
res®. O transporte reverso, dessa maneira, vem
aparecendo como uma das principais metas de
pesquisa cientifica, e muito se tem trabalhado em
suas nuancas, dentre elas o papel da enzima
CETP e suas possibilidades de terapia genética.

Hirano e colaboradores™, por meio da utili-
zacao de um oligonucleotideo anti-senso anti-

CETP ligado a uma glicoproteina, demonstra-
ram diminuicéo significativa do colesterol ndo-
HDL, com subseqiiente aumento deste por meio
da reducdo do RNAm da CETP hepética. Em
testes posteriores a partir desse modelo, verifi-
cou-se reducédo de 25% da placa ateroscleréti-
ca em ratos com dieta aterogénica. Esse e ou-
tros dados que referem a utilizacdo de drogas
anti-CETP demonstram que a inibicdo desse
gene poderia atestar melhora no perfil da ate-
rosclerose como um todo, parecendo haver dis-
crepancia, por outro lado, entre a deficiéncia de
CETP humana e sua contraparte de coelhos
geneticamente modificados em relacdo a sua
aterogenicidade, apresentando efeitos antago-
nicos quando de sua analise em relacédo a suas
acOes nos niveis lipidicos, refletindo possivel
alteracdo de via metabodlica entre as duas espé-
cies e prejudicando sobremaneira a progressao
dos estudos relacionados. Esse fato corrobora
a necessidade da escolha correta do gene a ser
utilizado e do modelo mais adequado, que pos-
sa refletir ao menos com alguma exatidao os
efeitos mais provaveis da terapia empregada™.

Com o advento de inUmeras pesquisas rela-
cionadas ao endotélio, a terapia genética acaba
por se tornar uma grande perspectiva a estabili-
zagao da placa e a atenuagao do risco trombé-
tico, com a abertura, portanto, de diversas linhas
de trabalho baseadas em componentes meta-
bélicos relacionados a formagdo desta e sua evo-
lucéo, tendo, em linhas gerais, como fator limi-
tante, as barreiras ja citadas anteriormente.
Channon e colaboradores, num artigo de re-
visdo a respeito do NO, postularam as possibili-
dades de utilizacao de vetores genéticos na su-
perexpressao de alguns genes especificos de
seu metabolismo. Esses autores perceberam
que, pelo grande nimero de fatores que impli-
cam aregulacdo da NOS, a expressao aumen-
tada dessa enzima poderia ndo apenas ser an-
ténimo do aumento de producao do NO, como
também geraria efeitos deletérios dada a intima
relacdo da bioatividade deste com a producéo
de espécies reativas de oxigénio, dentre elas o0s
fons peroxinitrito (OONO") e superoxido, sabi-
damente danosos ao endotélio vascular e cruci-
ais para a desestabilizacdo da placa ateroscle-
rética. Os determinantes dessa relacéo placa/
Oxido nitrico vém de seu efeito na inibicdo da
proliferacéo celular, demonstrada em diversos
estudos com angioplastia em ratos e cdes e em
modelos de coelho submetidos a “bypass”, nos
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guais, por meio da transferéncia de genes-alvo,
houve significante melhora no processo de for-
macao de colageno e reducédo da lesdo.

Outros fatores importantes da relagdo do NO
a aterosclerose residem em suas ac¢des antia-
terogénicas, reduzindo a expressao de molécu-
las de adeséo e a infiltragdo de macrofagos e
linfocitos T, todas demonstradas “in vivo” em mo-
delos animais. Qian e colaboradores™), em es-
tudo experimental com 30 ratos submetidos a
dieta hipercolesterolémica por 11 a 13 sema-
nas, demonstraram claramente a melhora dos
niveis de diversos marcadores da aterosclero-
se com a utilizagdo de genes especificos da pro-
ducéo de NO. Utilizando-se de vetores adenovi-
rais recombinantes que expressavam a enzima
NOS neuronal e a 3-galactosidase (Ad.nNOS e
Ad.nBGal, respectivamente), transfundiram-nos
a artéria carétida das cobaias e verificaram, apds
1 + 2 dias o comportamento de fatores inflama-
térios e aspectos histoldgicos, como ICAM-1,
VCAM-1, linfécitos CD43(+) (como marcadores
da infiltracdo linfocitaria) e células RAM-11(+)
(como marcadores da infiltracdo de mondcitos).
Todos os ratos tratados com NOS apresenta-
ram melhora em relacéo aos tratados com 3Gal,
demonstrando, inclusive, o impacto maior e mais
rapido do primeiro sobre a infiltragdo monocita-
ria nas primeiras 24 horas™. Ainda em relagéo
aos monacitos, Egashira e colaboradores ™ de-
monstraram, em ratos portadores de deficién-
cia crénica de NOS, que uma terapia genética
efetiva anti-MCP-1 resulta na diminui¢éo do di-
ametro vascular da camada média arterial, sem
reduzir, entretanto, a fibrose perivascular. Refe-
rindo-se a MCP-1 como fator de estimulo a rup-
tura da placa, esses autores reforgcam a valida-
de da utilizacdo dessa técnica e seu valor no
entendimento da fisiopatologia da aterosclero-
se “in vivo"™,

Outro fator estudado recentemente é o fator
tecidual e suas relacfes na coagulacdo e nos
aspectos da placa pés-ruptura, que € superex-
presso apds o dano vascular em estados ate-
roscleréticos. Zoldhelyl e colaboradores®™ de-
monstraram que a administracdo sistémica de
um inibidor da agéo do fator tecidual, o “tissue
factor pathway inhibitor” (TFPI), diminui a hiper-
plasia intimal pds-injlria e suprime os mecanis-
mos sistémicos de coagulacéo e trombose. Em
19 ratos com hiperlipidemia genética (modelo
de Watanabe), 10 deles tratados com TFPI re-
combinante (9 placebos), submetidos a angio-

plastia com baldo, houve redu¢do da extenséo
da hiperplasia em 43% dos casos (p < 0,05),
comparados ao controle com a mesma titula-
¢do de dose. Sete dias ap6s a infuséo do gene-
alvo, ndo houve melhora da hemostasia sisté-
mica; quatro semanas apos a leséo, perfez-se o
sacrificio e constatou-se que as artérias caréti-
das das cobaias com TFPI estavam livres de
trombo, enquanto duas artérias controles esta-
vam ocluidas, apesar de o valor de p nédo ter
sido significante. Sugeriu-se, entdo, que a su-
perexpressao do TFPI pode regular a resposta
hiperplasica na auséncia de altera¢gdes no sis-
tema de hemostasia, tornando o fator tecidual
um possivel candidato a manipulacéo genética
na prevencao da estenose e da ruptura da pla-
ca™,

Decerto, todos esses avancos relatados co-
laboram para alicercar o que se pode esperar
do futuro da terapia em Medicina, mas admite-
se, com propriedade, que estes, por mais ela-
borados que sejam, ainda sdo timidos ante a
problematica oferecida pela falta de dominio da
técnica, de conhecimento da estrutura e de
manejo dos resultados. O estudo em humanos,
embora precoce, € muito reduzido e limitado por
guestdes éticas, criadas, em grande parte, pela
prépria inépcia do método utilizado. Apesar dos
esforgos dos pesquisadores envolvidos, ainda
nao trazem seguranga gue sustentem uma apli-
cacgdo sem riscos. Os estudos com VEGF, por
exemplo, sdo pioneiros nessa area, 0os quais,
apesar de nao terem relatado grandes resulta-
dos satisfatérios, podem estimular uma viséao
mais segura dos modelos animais, exaustiva-
mente testados antes da utilizacdo dos mesmos
pelo “homo sapiens”. Isso, de certa forma, as-
segura que novos modelos fardo parte da cer-
teza em utilizar-se novamente esse tipo de abor-
dagem com outros genes e outras finalidades.

O advento de novas terapias cardiovascula-
res e médicas dependera muito da racionalida-
de da escolha da droga ou do gene-alvo, do
modelo que atesta a eficiéncia dessa proposta,
e da melhor e mais especifica forma de expres-
sdo desses genes. Isso é crucial ao sucesso da
terapia por meio de técnicas que ndo venham a
trazer efeitos colaterais, quaisquer que sejam,
como no caso de alguns vetores virais, ou que
permitam manutengéo do efeito desejado por
mais tempo, sem a necessidade de nova aplica-
¢ao. O desenvolvimento consciente de crité-
rios sérios e inteligiveis que possam estabele-
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cer 0s pontos positivos e negativos do tratamento
de doencas degenerativas lentas e progressi-
vas como a aterosclerose é condicao indispen-
savel para o estabelecimento de metas que re-
flitam o correto modo de se tratar a doenca, prin-
cipalmente pelo seu carater multifatorial, portan-
to, com inUmeras vertentes que podem contribuir
para a supressao do sucesso que uma Unica es-
trutura teria num ambiente mais controlado.

Qual a real importancia de apenas uma en-
zima num patamar gigantesco de outras subs-

tancias que exercem fungdes intimamente rela-
cionadas? Qual o grau de resposta que se deve
esperar de um reagente organico para que sua
acdo nao se torne deletéria? Que especificida-
de desejar de um vetor para que este ndo sim-
plesmente desapareca do tecido escolhido ou
se desenvolva acima do esperado e cause efei-
tos colaterais ou indesejados? Evoluindo de for-
ma vertiginosa, essas respostas provavelmente
fardo parte de um futuro préximo e, se possivel,
ainda mais promissor.

MOLECULAR BIOLOGY AS A TOOL IN THE PREVENTION
OF VULNERABLE PLAQUE RUPTURE

Maria CRisTINA DE OLIVEIRA IzAR, FrRancisco ANTONIO HELFENSTEIN FONSECA,
Sitvia Sauu Miki IHARA, WALDIR GaABRIEL MIRANDA RELVAS

Atherosclerosis is a complex and chronic inflammatory disease that affects the arterial vessel wall
at selected locations as a result of both genetic and environmental factors, where plaque rupture and
thrombosis are triggers for coronary syndromes.

Molecular biology, as a tool, contributes in the development of strategies to determine individuals
whose plaques are prone to rupture and to promote stabilization. New genomic approaches have allo-
wed identification of grouping of genes that determine either the susceptibility or the resistance to
atherosclerosis and to its thrombotic complications.

Genetic polymorphism profile would thus facilitate the screening of individuals with vulnerable pla-
gues and provide new therapeutic options and a better clinic outcome. Some genes which affect lipo-
protein metabolism, hemostasis, inflammation, endothelial function, renin-angiotensin-aldosterone sys-
tem, and oxidative stress, appear as attractive candidate genes. Gene expression techniques such as
DD/RT-PCR, SAGE or cDNA array will enable to analyze a panel of differentially expressed genes in
the plague and the interactions between and among their gene products. Finally, novel modalities of
treatment using gene therapy approaches emerge to both correct Mendelian inherited diseases and to
reverse an acquired phenotype.

Key words: atherosclerosis, vulnerable plaque, genetic polymorphisms, gene therapy.
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