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RESUMO

A expressdo aterosclerose deriva do grego afero, que quer dizer caldo ou
pasta, e esclerose, refere-se ao endurecimento, sendo caracterizada por lesdes
na tunica intima dos vasos, denominadas ateroma ou placas ateromatosas
obstruindo o lumen vascular e enfraquecendo a tunica média subjacente. Ja
foram descritos outras série de fatores de risco para a génese da
aterosclerose, podendo ser divididos em modificaveis, como por exemplo,
hipertens&o arterial, tabagismo, obesidade, niveis elevados de colesterol LDL,
niveis diminuidos de HDL, sedentarismo, estresse, e ndo modificaveis como:
diabetes mellitus, hipertensdo familiar, trombofilias, sexo, idade, fatores
genéticos e historia familiar prematura para doengas cardiacas A associacao
de polimorfismos do gene glutationa-S-transferase (GST) com a doenca arterial
coronariana tem sido objeto de estudos. Ja que o polimorfismo pode afetar a
atividade enzimatica contribuindo para o desenvolvimento da aterosclerose.
Este estudo teve como objetivo analisar o polimorfismo do gene GSTM1 nos
grupos de individuos com diagnéstico de aterosclerose e no grupo controle.
Foram coletadas amostras de sangue periférico de 200 pacientes, com
diagnostico prévio de doenca aterosclerética baseado em exame clinico e
confirmada através de método de imagem, e 100 amostras para o grupo
controle. Os gendtipos para o polimorfismo GSTM1 foram determinados por
PCR. Foi verificada uma diferenga significativa nos grupos (aterosclerose x
controle) em relagdo polimorfismo do gene GSTM1. A frequéncia do gene
GSTM1 presente no grupo aterosclerose foi 1,2 vezes maior quando
comparado ao grupo controle. Nao foi encontrada nenhuma diferenga
significativa quando analisados os gendtipos presente e nulo associado a
variavel género sexual, bebida alcodlica e tabagismo.Contudo quando
analisamos os genotipos presente e nulo associado a variavel habito de fumar
relacionada com a quantidade de tabaco consumido detectou-se que o
gendtipo GSTM1/presente foi mais frequente, 52,6%, no grupo caso para os
individuos que relataram fumar 20 ou mais cigarros e de 60,0% no controle
para os individuos que fumam entre 10 a 20 cigarros (p= 0,0035).Quando
analisamos a variavel habito de fumar relacionada com os anos de tabagismo,
0 gendtipo presente foi mais frequente nos individuos que relataram ser ex-
fumantes. Sendo no grupo caso de 45,5%, no periodo maior que 20 anos e no
grupo controle de 50,0% para menores que 10 anos e 50,0% entre 10 a 20
anos (p=0,0240).

Palavras-Chave: Aterosclerose, Polimorfismo, GSTM1, PCR.

Xi



ABSTRACT

The word Atherosclerosis comes from the Greek words athero that means gruel
or paste and sclerosis that means hardness. The disease is characterized by
lesions in the inner layer of the blood vessels called atheroma or atheromatous
plaques. Those plaques block the vascular lumen and weaken the underlying
tunica media. Several risk factors for the development of atherosclerosis have
been described in the scientific literature. They are divided into modifiable and
non-modifiable. The former includes hypertension, smoking, obesity, elevated
levels of LDL cholesterol, decreased HDL levels, sedentary lifestyle and stress
and the latter includes diabetes mellitus, family hypertension, thrombophilia,
sex, age, genetic factors and premature family history of heart disease. The
association of polymorphisms in the GST gene with coronary artery disease has
been target of studies since polymorphisms may affect the enzyme activity and
contribute to the onset of atherosclerosis. This present research aimed to
analyze the polymorphism of GSTM7 in individuals diagnosed with
atherosclerosis and in healthy individuals composing the control group. We
collected peripheral blood samples from 200 patients with a previous diagnosis
of atherosclerotic disease based on clinical examination and confirmed by
imaging methods. The control group was composed by 100 samples. The
GSTM1 polymorphism genotypes were determined by PCR. A significant
difference was observed between the groups (atherosclerosis x control)
regarding the GSTM1 polymorphism. The frequency of the GSTM1 present
genotype in atherosclerosis group was 1.2 times higher compared to the control
group. We found no significant difference between the present and null
genotypes associated with variables such as gender, alcohol and smoking.
However when we compared the present and null genotypes associated with
smoking habits we found that the GSTM17 present was more frequent, a
frequency of 52.6% in the case group for individuals who reported smoking 20
or more cigarettes per day and 60.0% in the control for individuals who smoke
10 to 20 cigarettes per day (p = 0.0035). When we analyze the variable smoking
regarding years of smoking, the GSTM1 present genotype was more frequent in
individuals who reported being former smokers. The frequency of the GSTM1
present genotype in the case group was 45.5% in individuals who have smoked
for more than 20 years and 50.0% in the control group for those who have
smoked less than 10 years and 50.0% between 10 to 20 years (p = 0.0240).

KEYWORDS: Atherosclerosis, Polymorphism, GSTM1, PCR.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Doengas cardiacas

As cardiopatias estdo entre as principais causas de mortalidade. Dentre
elas podemos destacar. a angina de peito, o infarto do miocardio e
aterosclerose (ALVES et al, 2010; PARPINELLI E CAMPIOLO, 2010;
MOREIRA et al., 2010).

A angina de peito se deve a uma isquemia miocardica que leva a dor ou
desconforto no peito, uns dos fatores sao devido ao esforgo fisico ou anemias
hemoliticas que proporcionam uma reducdo no numero de hemacias,
responsaveis pelo transporte de oxigénio para os tecidos (ALVES et al., 2010).

Quando o fluxo sanguineo coronariano rapidamente reduz apos ocluséo
trombdtica de alguma artéria coronaria localizada externamente ao coragéo,
desenvolve o que conhecemos como infarto do miocardio, sendo considerado a
segunda mais frequente causa de morte (DATASUS 2010; MOREIRA et al.,
2010).

Com grande relevancia em todo mundo a aterosclerose € uma doenca
cronica nao transmissivel (DCNT), que pode causar a obstrugdo das artérias,
sendo este processo patolégico cardiovascular relacionado a idade avangada
uma vez que desenvolve em criangas e adolescentes (PARPINELLI E
CAMPIOLO 2010; MOTTA, 2013).

1.2 — Aterosclerose
1.2.1 Histéricos da Doencga

Existe relatos com mais de 3.500 anos e estudos que buscam compreender
o histdrico natural e as causas envolvidas na patogénese da aterosclerose. Sua
existéncia foi descrita em mumias egipcias sendo o primeiro sintoma clinico de

angina pectoris, relatado por Hipdcrates (460 370 a.C.) (MARTELLI, 2014;
KUMAR et al., 2005; FAVARATO et al., 2003).
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Em 1904, o patologista Felix Marchand, proferiu o termo aterosclerose para
narrar as grandes e médias lesdes das artérias com depdsitos na tunica intima
de placas amarelas que continham colesterol e matéria lipdide, Herrick, em
1912 fez a primeira correlacdo da sindrome dolorosa com estudo
anatomopatoldgico (KUMAR et tal., 2005; GOTTIEB et al., 2005 ).

Por meio de fatores como a erradicacdo das doengas infecciosas e
modificacbes nos estilos de vida a doenca aterosclerética passou a ser um
problema significativo de saude, o que proporcionou maior conhecimento das
doencas ateroscleroticas e dos disturbios cardiovasculares (KUMAR el tal.,
2005; MARTELLI, 2014).

Segundo a V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevengdo da
Aterosclerose de 2013, as doencas cardiovasculares integram uma importante
causa de morte nos paises desenvolvidos e também nos que estdo em
desenvolvimento. Estudos demonstram que o processo aterosclerdtico esta
presente desde a fase intra-uterina até a morte, podendo ser causa ou
meramente coadjuvante (HIGUCHI et al., 2002; PELLANDA, 2014).

1.3 Definigao/Causa

Aterosclerose pode ser entendida como uma doencga inflamatdria crénica,
degenerativa, de base multifatorial que em sua maioria € formada por um
nucleo acelular de lipideos e substancias necréticas, circundado pelas
chamadas células espumosas (células que englobaram grandes quantidades
de lipidios, correspondendo a macrofagos) e, também, por uma capa fibrosa
composta de fibras musculares lisas e tecido conjuntivo fibroso (XAVIER et al.,
2013 ; CASELLA et al., 2003).

A expressao aterosclerose deriva do grego atero, que quer dizer caldo ou
pasta, e esclerose, refere-se ao endurecimento, sendo caracterizada por lesées
na tunica intima dos vasos, denominadas ateroma ou placas ateromatosas
obstruindo o lumen vascular e enfraqguecendo a tunica média subjacente
(MARTELLI, 2014; GOTTLIEB et al., 2005).

O depdsito dessas placas na parede arterial sdo fatores fundamentais para
a aterogénese. Ainda que qualquer artéria possa ser afetada, o deposito

dessas placas pode ter outros alvos como a aorta e as artérias coronarias e
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cerebrais, tendo como principais consequéncias o infarto do miocardio, a
isquemia cerebral e o aneurisma aédrtico (MARTELLI, 2014; KUMAR et al.,
2005; GOTTLIEB et al., 2005).

As dislipidemias, também conhecidas como alteragdes no metabolismo
lipidico, elevam os riscos de doenca arterial coronariana, os quais estao
intimamente ligados a concentracdo das lipoproteinas na corrente sanguinea
(CYMBRON, 2011; CORREIA et al., 2010).

O colesterol substancia do tipo lipidio-esteréide é fundamental para o
organismo, desempenhando papel importante nas estruturas das membranas
celulares, atuando como precursor de compostos como os acidos biliares e os
horménios esterdides, é sintetizado endogenamente em particular pelas células
do figado e do intestino sendo também provenientes da alimentagdo (ROCHA
et. al, 2012; SCHERR et al., 2009; CAULA et al., 2008).

Existem varios tipos de lipoproteinas que transportam o colesterol no
plasma sanguineo, sao elas: Quilomicron (QM), Lipoproteinas de densidade
muito baixa (Very Low-Density Lipoproteins, VLDL), lipoproteina de baixa
densidade ("Low Density Lipoproteins”- LDL) e de alta densidade (’High
Density Lipoproteins”™-HDL) atuando diretamente na evolugao da aterosclerose
(CYMBRON, 2011; CORREIA et al., 2010; LUDKE et al., 1999).

A LDL é um apo lipoproteina (apo B100), composta principalmente por
colesterol. Sao capturadas pelas células hepaticas ou periféricas por meio dos
receptores de LDL (LDL-R). Enquanto a HDL e composta pelos apos Al e All
sendo formadas no figado, no intestino e na circulagdo (XAVIER et al, 2013;
CYMBRON, 2011).

Qualquer alteracdo no metabolismo do colesterol pode acarretar o aumento
da sua concentragdo no sangue e, como consequéncia, doengas coronarianas
como aterosclerose, além de causar hipertensao arterial, problemas de diabete
mellitus e formacgao de calculos biliares (ROCHA et al., 2012; SCHERR et al.,
2009).

A constituicdo da placa aterosclerética e devida a elevagao de lipoproteinas
aterogénicas (LDL, VLDL, remanescentes de quilomicrons). Com o depésito
das lipoproteinas na parede arterial, inicia-se o processo de agressdo ao

endotélio vascular (revestimento interno dos vasos), na qual ocorre de maneira
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proporcional a concentragao dessas lipoproteinas no plasma sanguineo (figura
1) (MARTELLI, 2014; XAVIER et al., 2013).

Monocito Plaquetas o
LoL
C o~ e Sppd= oo
- ) Células
.——— endoteliales

]
G L [ Ero | ' I
1 Citotoxicidade
Monocito LDL -0x 5?::2:
.r) 1
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subendotelial
<3
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Células
O ey |
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Figura 1. Fagdcitos mononucleares em aterogénese. Penetragdo na intima por
diapedese, captacdo de lipideos modificados LDL-oxidado e a transformagdo em
células espumosas. Fonte: modificado de Roche e Sanchez, 2013.

Uma vez desenvolvida, a placa aterosclerdtica possui elementos celulares,
componentes da matriz extracelular e nucleo lipidico e necrético, formado
principalmente por debris de células mortas. As placas estaveis caracterizam-
se por predominio de colageno, organizado em capa fibrosa espessa, escassas
células inflamatérias e nucleo lipidico e necrético de proporgcbes menores
(XAVIER et al., 2013).

Dentre os agravos causados pela presenga dessas placas, destacam-se: a
calcificagcdo da lesdo que mais tarde origina esclerose local; fissura ou
ulceragado da placa com formagdo de trombos, com consequente ocluséo
vascular; hemorragia intravascular, aumentando o tamanho da placa e a
obstrugdo da luz do vaso com a perda da elasticidade vascular (ZAT et al.,
2005).

Dentre os marcadores moleculares envolvidos nesses processos,
destacam-se: LDL-oxidado (LDL-ox); citocinas pro-inflamatérias, como a
interleucina 1 (IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa); moléculas de
adesao intercelular (ICAM-1); proteinas da estimulagdo hepatica, como
proteina C reativa ultrassensivel (PCR-us) e proteina A amiloide sérica (PAAS)
e contagem de leucécitos (MARANHAO et al., 2014).

16



Diversos estudos realizados nos ultimos anos mostram que no inicio do
processo aterogénico ocorre a expressao de varias moléculas de adesdo na
superficie de células endoteliais, as quais sdo responsaveis por modular as
interacdes do endotélio vascular com os leucécitos. A presenca desses
leucécitos mononucleares para a camada intima dos vasos é um fendbmeno
celular precoce que ocorre na génese do ateroma desencadeando reacdes
celulares especificas (MARTELLI, 2014; RABELLO, 2001).

Por outro lado, ja foram descritos outras série de fatores de risco para a
génese da aterosclerose, podendo ser divididos em modificaveis, como por
exemplo, hipertensao arterial, tabagismo, obesidade, niveis elevados de
colesterol LDL, niveis diminuidos de HDL, sedentarismo, estresse, e nao
modificaveis como: diabetes mellitus, hipertensdo familiar, trombofilias, sexo,
idade, fatores genéticos e historia familiar prematura para doengas cardiacas
(figura 2) (MARTELLI, 2014; SANTOS et al., 2008).

Enddécrino Hinaripidemia Téxico Mecdnico Gendético
(Diabetes Mellitus) perllp (Nicotina) {Hipertensao) {Homecisteina)

| Combinagdo destes Fatores

’ ‘ [+ timento funci I do endotéli ‘

‘ Aumento do Influxo de LDL ou outros lipides % ‘
1 “ Acredita-se que estes passos

I possam ocorrer em ordem inversa

| Inicio da inflamagio/influxoe de mondcitos * |
'l

Cicatrizagio Inadequada
Proliferagio de Células do Miscule Liso
Deposicie de Matriz
Formagio de Ateroma
Fermagio de Trembo

OCLUSAO TERMINAL ‘

Figura 2. Fatores primarios na formacéo da lesao aterosclerética. Fonte: Gottieb et al., 2005.

Em relacdo ao sexo, os homens apresentam maior risco de uma ocorréncia

cardiovascular; porém, as mulheres estdo com grande tendéncia a se igualar
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devido a perda do efeito protetor estrogénico, na menopausa (SANTOS et al.,
2011).

O sedentarismo e a inclusdo da mulher no mercado de trabalho, devido a
urbanizacdo no século XX no Brasil, e também as mudancgas nos habitos
alimentares viabilizaram um aumento no consumo de gorduras, acidos graxos,
agucares e reducdao da ingestdo de alimentos ricos em fibras, levando
alteragdes do comportamento das familias por muitas das vezes ter o habito de
fazer refeicbes fora de suas casas, indicando uma diminuicdo da alimentacao
saudavel (MACHADO et al., 2014; FILHO et al., 2013).

Com isso, aumenta-se o risco de haver complicacbes cardiovasculares
tendo muita das vezes relagdo com a hipertensao arterial sistémica juntamente
com a obesidade (PELLANDA, 2014; RABELO, 2011).

Portanto o incentivo a pratica de exercicios fisicos ativos deve ser precoce,
ja que a realizagao de atividade fisica ajuda no controle do peso, reduzindo a
gordura e aumentando a massa muscular e também aumentando a
sensibilidade a insulina com consequente redugdo da insulinemia, o que pode
desempenhar papel importante sobre as lipoproteinas; previne ou retarda o
desenvolvimento de hipertensao arterial sistémica e ajuda a reduzir os niveis
de pressao arterial em adolescentes hipertensos, além de reduzir os
sentimentos de depressao e ansiedade, reduzindo, no futuro, a morbidade e
mortalidade (MACHADO et al., 2014)

De acordo com Rozanski e colaboradores 1999, existem alguns fatores
psicolégicos que favorecem a patogénese da doenga arterial coronariana,
como: depressao, ansiedade, caracteristicas da personalidade, isolamento
social e o stress cronico (SANTOS et al.,2011; LIPP et al., 2006).

Classificado como um dos possiveis fatores contribuintes para o
desenvolvimento da aterosclerose, o estresse intenso induz ativacao
plaguetaria favorecendo maior risco de suceder ndao s6 as doengas
cardiovasculares, mas também a depressao e obesidade. O que, segundo o
autor Steptoe e colaboradores (2003), esclarece a alta prevaléncia encontrada
em individuos com classe econdmica menos favoravel. (SANTOS et al., 2011;
SCHMIDT et al., 1999)

Considerado como um disturbio enddcrino por apresentar um defeito de

secrecao e/ou acado da insulina produzida pelo pancreas, o que leva a
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utilizacdo inadequada de glicose pelos tecidos resultando na hiperglicemia, o
Diabetes Mellitus (DM) esta associada ao risco relativo de morte por eventos
cardiovasculares, ajustado para a idade, em diabéticos é trés vezes maior do
que o da populagdao em geral (SANTOS et al., 2008; MACHADO et al., 2014;
VIANA et al., 2011).

Estudos demonstram que os provaveis mecanismos téxicos da glicose
direta sobre a vasculatura, a resisténcia a insulina e a associagdo do DM a
outros fatores de risco contribuem para o desenvolvimento da doenca
aterosclerotica (SANTOS et al., 2008; RABELLO, 2011; VIANA et al., 2011)

Evidencia-se o tabagismo entre os fatores de risco mais importantes para o
desenvolvimento da aterosclerose. Além de ser determinante para o baixo peso
ao nascer, para o descolamento prematuro da placenta e para doencas
pulmonares, o cigarro diminui as concentragcdes sanguineas de HDL o que esta
associado a uma disfungéo endotelial significativa, sendo fortemente associado
a prevaléncia de lesdes ateroscleréticas avangadas, principalmente na aorta
abdominal de jovens necropsiados (RABELO, 2001; SANTOS et al., 2008).

Um estudo iniciado em Framingham, em 1948, de extrema relevancia
populacional acerca das doencas cardiovasculares observou-se que das 1.423
mulheres analisadas as quais apresentavam aterosclerose subclinica ao
padrdao de dieta e tabagismo, tiveram reducao significativa da aterosclerose
(OR 0.17; p =. 00011) quando mantinham dieta saudavel e ndo fumavam
(SANTOS et al, 2011).

1.4 Tratamento

O tratamento adequado para essa patologia deve ser individualizado para
cada paciente, visto que é necessaria uma abordagem mais complexa para o
tratamento da aterosclerose. Presume-se que 70 a 80% dos pacientes
cardiopatas, que se submeteram a terapia apresentam o risco residual de um
segundo evento cardiovascular adverso principal, isso porque muitas vezes
nao incluem o componente inflamatério da doenca nas terapias atuais.
Pacientes que utilizam drogas como as estatinas, cuja agao é antiinflamataria,
apresentam reducdo da sintese de colesterol. Uma vez que o0 uso dessas

drogas em individuos que apresentam alto risco para o desenvolvimento da
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aterosclerose tem demonstrado uma reducdo dos indices de mortalidade e
morbidade (MOTTA et al., 2013; RIOS, 2009).

1.5 Prevaléncia

No Brasil, a aterosclerose acomete com maior freqliéncia a populagao
adulta sendo nos dias atuais, como a mais frequente causa de 6bito. Segundo
dados da Organizagao Mundial da Saude (OMS), as doencgas cardiovasculares
sdo as principais causas de mortes no mundo todo. (MARTELLI, 2014; OMS,
2011)

Avalia-se que 17,5 milhdes de pessoas morreram por essas doengas em
2012, o que representa 30% de todas as mortes do mundo, destes, 7,4 milhdes
morreram de doenca isquémica do coracao e 6,7 milhdes de acidente vascular
cerebral (OMS, 2011; TAVARES, 2000).

Para o ano de 2015 presumi-se que 20 milhdes de pessoas morrerdo a
cada ano por doenga cardiovascular. Em torno de 80% dessas mortes estédo
ocorrendo em paises de renda média e baixa, e as principais causas sao o
tabagismo, a inatividade fisica e a dieta inadequada (OMS, 2011; MARANHAO
et al., 2000).

Apesar de nao poder ser considerada a Unica causa para o
desenvolvimento de eventos agudos, em 50% dos casos a aterosclerose é
considerada a causa. Em paises ocidentais, essa doenga progressiva, pode
afetar 50% da populagédo mais velha acima de 55 anos (ASCENSAO, 2012;
ANJANA et al., 2010).

Verificou-se em varios estudos a prevaléncia de placas ateroscleréticas
aproximadamente superiores a 40% das autopsias nos adultos jovens,
demonstrando que o processo aterosclerdtico desenvolve precocemente, tanto
na infancia ou adolescéncia (PELLANDA, 2014; ANJANA et al., 2010).

De acordo com o Ministério da Saude, em uma pesquisa realizada sobre a
freqiéncia de diagndstico médico de hipertensédo arterial, sendo maior em
mulheres, 25,5%, do que em homens 20,7%, dentre as 27 cidades brasileiras
analisadas. Segundo a Sociedade Brasileira de Hipertensao — SBH, a

hipertenséo e responsavel por 40% dos infartos, 80% dos derrames e 25% dos
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casos de insuficiéncia renal terminal (SANTOS et al., 2011; PARPINELLI E
CAMPIOLO, 2010)

As causas cardiovasculares atribuiveis a aterosclerose foram responsaveis
por 193.309 mortes, as neoplasias por 166.036 mortes, as causas respiratorias
responderam por 106.927 mortes, as causas externas por 77.503, as doencgas
do aparelho digestivo por 53.754 mortes e as do aparelho geniturinario por
21.527 mortes. Devido ao grande impacto social, a comunidade cientifica tem
dedicado suas pesquisas visando compreender melhor os fatores, a
fisiopatologia e o desenvolvimento de métodos preventivos para a doenga
aterosclerotica (ANJANA et al., 2010; SANTOS et al., 2011).

Dados do IBGE afirmam que 24,6 milhdes de brasileiros de 15 anos ou
mais de idade fumavam derivados de tabaco em 2008 (17,2% da populagao
nessa faixa etaria). O tabagismo é outro fator importante que favorece o
aparecimento das DCV, pois além da acdo da nicotina sobre o calibre dos
vasos, ele atua na formacédo de carboxihemoglobina (unido do mondxido de
carbono com a hemoglobina), impossibilitando que a hemoglobina transporte
oxigénio (ASCENSAO, 2012; PARPINELLI E CAMPIOLO, 2010).

1.6 Genética da doenga

Dentre os fatores ja citados, existe também a possibilidade do fator genético
estar envolvido no desenvolvimento das doencas cardiovasculares.
Recentemente estudos avaliaram a relagdo dos componentes genéticos e a
doenca aterosclerdtica, contribuindo para melhorar os modelos de predicao
estabelecidos (BOURBON, 2008; GONCALVEZ, 2011).

A analise genética vem sendo investigada desde tempos passados e
algumas descobertas referentes a essas caracteristicas foram associadas a
patogénese dessa doenga, bem como a metodologia e interpretacdo dos
resultados destes estudos (MANSUR, 2000).

Segundo o Programa Nacional de educagao sobre o Colesterol, a HF é o
principal causa das DCV, porque as particulas de LDL contém 70% de
colesterol no sangue, sendo o principal alvo de intervencdo médica. As

ferramentas para o rastreamento genético nas familias com HF estao

21



disponiveis e vem sendo usadas em clinicas especializadas. (XAVIER et al,,
2013; FORTI et al., 2003).

Segundo a | Diretriz Brasileira de Hipercolesterolemia familiar (HF) (2012), a
HF €& uma doenca genética grave de heranga autossémica codominante sendo
responsavel por 5-10% dos casos de eventos cardiovasculares em pessoas
com menos de 50 anos, caracterizada por defeitos genéticos que afetam o
receptor da LDL resultando na diminuicdo da endocitose da lipoproteina
(FORTI et al.,2003; SANTOS 2008).

Os fatores genéticos como os polimorfismos também podem contribuir para
a patogénese da doenga, para isso € necessario analisar a interagcdo de
multiplos polimorfismos em multiplos genes responsaveis por codificarem
varias proteinas envolvidas na etiopatogenese molecular das DCV. Contudo
esse € um processo considerado complexo, que conta com a ajuda de novas
tecnologias que proporcionam o desenvolvimento de chips de DNA capazes de
responder a um teste de susceptibilidade para as DCV (BOURBON, 2008).

Os polimorfismos genéticos interagem de modo a maximizar ou minimizar o
efeito patogénico total e ao mesmo tempo a expressao fenotipica final estara
sendo modulada por outros fatores nao genéticos (ambientais ou
comportamentais). Porém, a heterogeneidade originada das diferentes
suscetibilidades genéticas de cada individuo implica em fazer uma analise
determinante incluindo todos os polimorfismos (BOURBON, 2008; MANSUR,
2000).

A analise das relagbes entre genes e o ambiente podera levar a uma melhor
percepcao da patologia em questdo. Como no caso de exposi¢gao a poluentes
como dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP), sendo produzidos em
fungéo da queima de combustiveis fosseis (MARINKOVIC et al., 2013).

Os polimorfismos de genes que codificam enzimas de HAP podem alterar a
resposta celular especifica final e produzir metabolitos que se encontram
envolvidos em processos aterosclerdticos, como por exemplo, o CYP1AT,
GSTT1 e GSTM1. Denotando relagdo entre esses genes o tabagismo e o
desenvolvimento de doencas malignas e a aterosclerédticas (MARINKOVIC et
al, 2013).

A associagao de polimorfismos do gene glutationa-S-transferase (GST) com

a doenca arterial coronariana tem sito objeto de estudos. Ja que o polimorfismo
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pode afetar a atividade enzimatica contribuindo para o desenvolvimento da
aterosclerose (GIRISHA et al.,2004).

Sao varios genes que demonstram participacao e influenciam no processo
aterosclerético, tais como, o da enzima conversora de angiotensina, o
angiotensinogénio, receptor AT1 da angiotensina e das apolipoproteinas Al, B
e E (MANSUR, 2000; DALLANORA, 2013).

Observou-se o polimorfismo da enzima de conversdo da angiotensina
relacionado com o infarto agudo do miocardio, isso porque os diferentes
gendtipos expressavam diferentes atividades da enzima de conversdo da
angiotensina o que influenciava o tdénus vascular e a pressao arterial
(MARANHAQO et al., 2014; MANSUR, 2000).

O primeiro polimorfismo estudado que apresentava relagdo com a doenca
coronariana foi o da apolipoproteina E, responsavel por modificacbes
essenciais no perfil lipidico (MANSUR, 2000; FORTI et al., 2003; DALLANORA,
2013).

A apolipoproteina E (APOE) localizada no cromossomo 19 € um gene que
desempenha papel significativo no catabolismo das lipoproteinas ricas em TG e
no transporte reverso do colesterol, atuando como mediador do receptor de
LDL. A afinidade pelo receptor depende do polimorfismo Hhal (exon 4) no gene
APOE. Para a formacao de 6 gendtipos, existem 3 alelos (€2, e3 e e4): E2E2,
E2E3, E2E4, E3E3, E3E4 e E4E4. Além disso, varios estudos mostraram que o
alelo e4 esta associado a maior risco de DAC, pelo fato da elevacao das taxas
de LDL-c (MANSUR, 2000; FORTI et al., 2003).
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Figura 3. Gene ApoE mapeado no cromossomo humano 19 (19913,2).Fonte: Ojopi et al., 2004

1.7 Gene Glutationa S-Transferase (GST)

A detoxificacdo e metabolizacao de xenobidticos referente as herancgas dos
polimorfismos de genes, seja com a vida ou morte celular, exercem relevante
atribuicao na susceptibilidade as doengas (Koch et al., 2010; Pinheiro, 2012).

Por conseguinte, os radicais livres sao formados continuamente no
organismo, sendo mantidos por acdo de defesa pelos antioxidantes, contudo,
diversas condicbes podem desfavorecer esse equilibrio ocasionando danos a
lipidios, proteinas e acidos nucléicos. Estas situacbes acarretam disfungdes
celulares que estdo descritas em varias fisiopatologias de doengas como
aterosclerose, neoplasias e diabetes (WEST, 2000; RAHAMN, 2007;
PINHEIRO, 2013).

A familia Glutationa S-Transferases (GSTs) apresenta uma formacéao
multigénica contendo produtos de /oci génicos diferentes, baseado no ponto
isoelétrico, na similaridade da sequéncia de aminoacidos e na especificidade
por substrato. Sao conhecidas 8 classes de GSTs citosdlicas humanas: a
(GSTA), u (GSTM), 0 (GSTT), n(GSTP), ¢ (GSTS), k (GSTK), w (GSTO) e { (GSTZ)
(MCILWAIN et al., 2006; PINHEIRO, 2013).
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Estudos publicados relacionando a identificacao da suscetibilidade genética
a aterosclerose e o polimorfismo do gene glutationa S-transferase (GST)
GSTM1, demonstram ser relevante na desintoxicagao dos produtos do estresse
oxidativo (GIRISHA et al., 2004; ZI et al., 2014; SILVA, 2011).

Os dados obtidos em um estudo realizado no Brasil sugerem que a
presenca de uma dupla delegcédo dos gendtipos do gene GSTM1 esta associada
com niveis de hipertrigliceridemia e baixo HDL-colesterol nos seres
humanos. Podendo ser mais um campo para o estudo entre o metabolismo
lipidico e a homeostase da GST (MACIEL et al., 2009).

A superfamilia y (M) apresenta no minimo 5 genes distintos, sao eles:
GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 e GSTM5 sendo esses mapeados no braco
curto do cromossomo 1. Localizado no cromossoma 1p13.3, o gene de estudo
GSTM1 altamente polimérfico possui dois alelos funcionais (GSTM71*A e
GSTM1*B) provando ser eficiente na atividade metabdlica (REIS, 2010; KOCH
et al., 2010; DIAS, 2011).
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Figura 4. Desenho esquematico ilustrando a delecdo de GSTM1. Sao mostradas as posigdes
relativas dos genes da classe Mu de GST, no cromossomo 1p, e a representagdo do alelo
selvagem e nulo do gene GSTM1. Fonte: Pinheiro, 2013.

O gene GSTM1, consiste em 8 exdes, os quais tém entre 36 a 112 pb,
enquanto que os intrées variam entre 87 a 2641 pb. O GSTM1 esta “encaixado”
numa regido com extensas homologias sendo flanqueado por 2 regides
idénticas com 4,2 Kb (caixas cinzentas) (MANFRED: et al., 2009)

O gendtipo nulo do GSTM1 resultado da delegéo de 16 Kb deste gene em
ambos os alelos, acarretando na completa auséncia e fungdo do gene, e
consequentemente da sua atividade enzimatica (DIAS, 2011; COSTA, 2010).

25



Relatos sugerem que a enzima GSTM71 ativa € responsavel pela
detoxificacdo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) presente no
cigarro, em solventes como o0 benzeno, uma vez que a auséncia destas
enzimas pode potencializar a susceptibilidade ao cancer devido a diminuicao
da eficiéncia em desintoxicar cancerigenos (ZI et al., 2014; MARINKOVIC et
al., 2013).

Embora o desenvolvimento da aterosclerose tenha um cunho genético, o
uso de técnicas genotipicas ainda ndo é utilizado como método diagnostico.
Véarios estudos sugerem que, futuramente, essas técnicas poderao ser
utilizadas para a identificagdo de individuos com alto risco de desenvolver a
aterosclerose (XAVIER et al, 2013; CORREA-CAMACHO et al, 2007).

Atualmente o seu diagnéstico é feito através da avaliagéo clinica e estudo
das artérias do paciente, utilizando métodos n&o invasivos, como o Eco
Doppler, para artérias periféricas, e invasivos como a angiotomografia e
cateterismo, tanto para artérias periféricas como artérias centrais (coronarias e
cerebrais), porém sem possibilidade de avaliagao progndstica.

Alguns trabalhos apresentaram resultados conflitantes quanto a correlagao
da aterosclerose e os polimorfismos genéticos, esse fato pode ser devido a
estudos com metodologias inadequadas, numero reduzido de pacientes e a
auséncia de um painel de polimorfismos, sendo estudados de forma isolada
(MANSUR, 2000).

Dentre as técnicas moleculares destaca-se a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR). Por ser um método muito sensivel, rapido, eficiente e por
necessitar de pequenas quantidades de DNA, essa técnica ganhou
rapidamente extensivo uso para a detecgao de varias patologias (FERNANDES
et al., 2004).

Neste estudo avaliamos o polimorfismo do gene GSTM1 em pacientes com

aterosclerose em Goiania.

26



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar o polimorfismo do gene GSTM1 nos grupos de individuos com

diagnostico de aterosclerose e no grupo controle.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar o polimorfismo dos genes GSTM17 nos grupos caso e controle.

e Verificar a distribuicdo do polimorfismo do GSTM1 em relagdo aos
grupos caso e controle, além dos fatores género, tabagismo e o

consumo de alcool.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

Foram coletadas amostras de sangue periférico (15 mL) de 200 pacientes
com diagndstico prévio de doencga aterosclerética baseado em exame clinico e
confirmado através de método de imagem, e 100 amostras para o grupo
controle baseado nas manifestagdes clinicas e método de imagem né&o
invasivo. As amostras foram de pacientes do servico de cardiologia e cirurgia
vascular periférica, da Clinica Angiogyn no municipio de Goiania, no periodo de
outubro de 2014 a fevereiro de 2015. As amostras de sangue periférico foram
coletadas e submetidas a testes moleculares a fim de detectar o polimorfismo
do gene GSTM1. Como controle positivo para reacao de PCRs foi utilizado
DNA de individuo com a presenca confirmada dos polimorfismos para o gene
GSTM1.

Os critérios de inclusao para o grupo caso foram pacientes maiores de 38
anos, diagnosticados com aterosclerose em tratamento medicamentoso e/ou
submetidos aos procedimentos vasculares intervencionistas, que aceitaram
responder ao questionario e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (em anexo Il e Ill). Os exames de imagem usados como métodos
de diagnostico baseados na clinica foram: Eco color Doppler, angiotomografia
elou angiografia digital, angiotomografia e/ou cine-angiocoronariografia. Os de
exclusdo foram os pacientes menores de 38 anos e/ou que nao aceitaram a
participar da pesquisa.

Os critérios de inclusdo para o grupo controle foram idade superior a 38
anos, e que nao apresentaram diagnostico de doenga aterosclerética baseados
em critérios clinicos (anamnese, exame clinico, auséncia de sintomas, sem
alteragdes vasculares periféricas e diagnostico clinico laboratorial) e/ou exames
de imagem ndo invasivos - Eco color Doppler de carétidas sem evidéncia de
placa ateromatosa e sem espessamento mio-intimal (Complexo mio-intimal< 1
mm) e que aceitaram responder ao questionario e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (em anexo | e lll). Os de exclusao sao

pacientes menores de 38 anos e/ou que nao aceitaram participar da pesquisa.
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O projeto foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa/Sistema
Nacional de Informacdes Sobre Eticas em Pesquisas envolvendo Seres
Humanos CEP/PUC GOIAS. (Numero: 35321614.3.0000.0037)

Em relagdo ao habito de fumar, os pacientes do grupo caso responderam
um questionario (anexos |) sendo que tanto o grupo caso e controle foram
dispostos em trés grupos: fumantes atuais, nunca fumaram, e Ex- fumantes.
Entende-se como fumante (tabagista) toda pessoa que faz uso regular de pelo
menos um dos produtos do tabaco fumado, independentemente do tempo em
que fuma, e ex-fumante (ex-tabagista), o individuo que, no passado, fez uso de
pelo menos um dos produtos do tabaco fumado e, no momento, ndo fuma.
Sendo que o individuo que compdem o grupo dos ex-fumantes foram aqueles
que cessaram de fumar no periodo maior ou igual 15 anos, baseado no Projeto

Diretrizes da Associacdo Médica Brasileira de 2013.

3.2Extracdao de DNA gendémico

A extragdo do DNA genbémico de sangue periférico foi obtido por meio do kit
Kaswi® (Genomic DNA Purification Kit), no Laboratério do Nucleo de
Pesquisas Replicon da Pontificia Universidade Catélica de Goias, conforme
recomendacbes do fabricante. Por conseguinte, foram submetidas a
quantificacdo no espectrofotdbmetro NanoVue™ Plus, tendo relevancia apenas
as amostras cujo o resultado da quantificacdo em relagdo a concentracao de
DNA foi superior a 5ng/ul. O DNA foi mantido a temperatura de -20°C até a

amplificacdo pelo método da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

3.3Reagdo em Cadeia da Polimerase — PCR

Posteriormente a quantificagdo das amostras, essas foram analisadas por
meio da amplificagcdo por Reagdo em Cadeia da Polimerase (do inglés,
Polymerase Chain Reaction — PCR) para detectar o polimorfismo dos genes
GSTM1, em capela de fluxo laminar buscando a minimizagao da contaminacao,
sendo o volume final foi de 25uL, de acordo com o protocolo proposto por Frare
(2011).
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Para o estudo do polimorfismo dos genes GSTM171 a auséncia de
amplificagcéo indica gendtipo nulo e a presenga da amplificagdo confirma que o
individuo possui pelo menos um dos genes alelos presente, sempre em
duplicata, e s6 foi considerado gendtipo nulo apds 3 vezes de repeticdo com o
mesmo resultado.

O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 2% em
solugéo Tris-borato de EDTA (TBE) a 1x. Os géis foram corados com brometo
de etidio (5ug/mL) e visualizados no Sistema de Video Documentagcédo VDS®
(Image Master VD® - Amersham Pharmacia Biotech, EUA).(Figura 5).

400pb
300pb
200pb
100pb

215pb

Figura 5. Gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo,

indicando o resultado da genotipagem do gene GSTM1(215pb). PM:
peso molecular de 100pb; C+: controle positivo; Pogo 1 e 5: GSTM1
nulo; Poco 2, 3 e 4: GSTM1 presente.

Na tabela | temos as sequéncias de oligonucleotideos iniciadores (Primers)

utilizados para a amplificacdo da regiao.

Tabela I: Seqiiéncia nucleotidica dos primer GSTM1

F: 5 GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC 3’
GSTMI R: 5> GTTGGGCTAAATATACGGTGG 3’ 215pb

Abdel-Rahma et al, 1996; Simoni et al, 2004

A PCR para o gene GSTMT1 foi realizada contendo 1,5 mM de cloreto de
magnésio, 1,25 U/uL de cada deoxinucleotideo trifosfato, 2,5U/uL de Taq
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polimerase, 20 pmol de primer e aproximadamente 200ng/uL de DNA

genbmico. (Tabela Il). Para o protocolo de termociclagem do gene GSTM1

utilizou-se 94°C por 5 minutos na primeira etapa de desnaturagéo, seguido de

35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e uma

extenséo final a 72°C por 7 minutos (Tabela II).

O protocolo utilizado para amplificagdo do polimorfismo do GSTM1 foi

especificado na tabela Ill e o protocolo de termociclagem especificado na

tabela lll.
Tabela Il - Protocolo para a amplificacdo do polimorfismo do GSTM1 para
PCR.
REAGENTES [] UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Tampao (10X) 1X 2,5uL
MgCl, (50 mM) 1,5 mM 1,0 L
dNTPs 1,25 mM de cada 0,5 uL de cada=2,0 uL
Taq polimerase 5 U/uL 2,5U/uL 0,3 uL
Primer sense 20 pM 0,5 L
Primer antisense 20 pM 0,5 L
H,O Mili Q 17,2 uL
DNA amostra 200 ng/ L 1,0 Ml
Volume final 25,0 MI

Tabela Ill - Protocolo de termociclagem para amplificacao dos primers GSTM1
para técnica de PCR.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacgéo inicial 94°C 5 1
Desnaturacao 94°C 1
Anelamento 56°C 90 seg 35
Polimerizagao 72°C 1
Extenséo final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C o0
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3.4 Analise de dados

Os resultados do polimorfismo do gene GSTM1 foram tabulados em
planilhas Excel, constituindo um banco de dados. Foi utilizada a analise
estatistica de odds ratio, Teste G e qui-quadrado para analisar a relagao do
polimorfismo e a doenca aterosclerética. O valor de p < 0,05 foi considerado
estatisticamente significante. Estes testes estatisticos foram feitos com o

auxilio do software Bioestat versido 5.3.

4. RESULTADOS

O grupo caso foi constituido por 200 individuos, sendo que a média de
idade dos pacientes foi de 61,1 anos e o grupo controle composto por 100
individuos apresentando uma media de 50,2 anos.

A frequéncia encontrada para a presenga do gene GSTM1, foi de 72,5%
(145/200) sendo que 27,5% (55/200) dos pacientes apresentaram o genoétipo
nulo. No grupo controle, detectou-se 60% (60/100) para a presenga do gene
GSTM1 e 40% (40/100) dos pacientes apresentaram o gendtipo GSTM1 do tipo
nulo. (Tabela 1V)

No que se refere a relagdo do polimorfismo do gene GSTM1 com a doenga
aterosclerdtica, nos 300 pacientes analisados, observou-se que o gendtipo
presente foi 1,2 vezes maior no grupo caso (n=200) em relagdo ao grupo
controle (n=100) (p= 0,0282).

Tabela IV- Distribuicdo do Polimorfismo do gene GSTM17 nos grupos caso e
controle.

Presente Nulo Total
p*
n % n % n %
Caso 145 72,5 55 27,5 200 100,0
Controle 60 60,0 40 40,0 100 100,0 0,0282

* Teste Qui-Quadrado
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Nos pacientes do sexo masculino do grupo caso, foi constatado que 75,8%
(69/91) foi presente para o gene enquanto que 24,2% (22/91) apresentou o
gendtipo nulo. Ja nos pacientes controles, verificamos que 60,4% (32/53) do
gene GSTM1 é do tipo presente, € 39,6% (21/53) nulo. A diferenga entre o
gendtipo presente ou nulo do gene GSTM1 nos pacientes do sexo masculino
de ambos os grupos nao foi estatisticamente significante (p= 0, 7816) (p=
0,0508). (Tabela V)

Ao analisarmos o grupo caso das pacientes do sexo feminino, a frequéncia
de GSTM1-presente e GSTM1-nulo foram de 70,6% (77/109) e 29,4% (32/109),
respectivamente. Entre as pacientes do grupo controle, foi observado que,
59,6% (28/47) era gendtipo presente e 40,4% (19/47) dos pacientes gene
GSTM1 nulo, sendo que esta diferenga ndo foi estatisticamente significante
(p=0,1763). (Tabela V)

Quanto a distribuicdo do polimorfismo do gene GSTM171 em relagdo ao
género dos pacientes dos grupos caso e controle, observamos que no grupo
caso de ambos os sexos a frequéncia do genotipo presente foi maior, sendo

75,8% e 70,6% no sexo masculino e feminino, respectivamente.

Tabela V- Distribuicdo do polimorfismo GSTM1 em relagdo ao sexo nos grupos
caso e controle.

Presente Nulo Total
Sexo n % n % n % p*
Masculino
Caso 69 75,8 22 24,2 91 100,0
Controle 32 60,4 21 39,6 53 100,0 0,0508
Feminino
Caso 77 70,6 32 294 109 100,0
Controle 28 59,6 19 40,4 47 100,0 0,1763

* Teste Qui-Quadrado

Quanto ao habito de ingerir bebida alcodlica, 19 (9,5%) pacientes do grupo
caso relataram ingerir e 181(90,5%) a nao ingestdo. Sendo que dos pacientes

consumidores de bebida alcodlica, detectou-se 68,4% (13/19) presente para o
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gene GSTM1. Nos pacientes que relataram ndo consumir do grupo caso
observou-se que 72,9% (132/181) apresentaram o genotipo presente e 27,1%
(49/181) nulo para o GSTM1, nao sendo estatisticamente significante (p=
0,8819 e OR = 0,8043 (0,2896 a 2,2336)). (Tabela VI)

Dos pacientes controles, 20 (20%) relataram ingerir bebidas alcodlicas e
80 (80%) relataram a ndo ingestdo. No presente estudo dentre os pacientes
que disseram que consomem, foram encontrados 65% (13/20) e 35" % (07/20),
para o tipo GSTM1 presente e nulo, respectivamente. Encontramos uma maior
freqiéncia em relagado ao gendtipo presente do gene GSTM1 no grupo controle
dos pacientes que ndao consomem bebida alcodlicas de 58,75% (47/80) e
41,25% (33/80) para o gene nulo, ndo sendo estatisticamente significante
(p=0,7986 OR = 1,3040 (0,4697 a 3,6198)). (Tabela VI)

Verificou-se que no grupo caso o gene GSTM1 presente foi mais elevado
72,9% nos individuos que ndo fazem o uso de bebida alcodlica, contudo no
grupo controle o gendtipo presente foi mais alto 65% nos individuos que

consumiam bebida alcodlica.

Tabela VI — Associagao da bebida alcodlica com o polimorfismo GSTM1 nos
grupos caso e controle.

Bebida alcodlica

Variaveis / Grupos

Sim Néo
n % n % pa*  OR* Mini
*max.
Caso
Presente 13 68,4 132 72,9
Nulo 06 31,6 49 27,1 0,8819 0,8043 0,2896 —
2,2336
Total 19 100,0 181 100,0
Controle
Presente 13 65,0 47 58,8
Nulo 07 35,0 33 41,2 0,7986 1,3040 0,4697 —
3,6198
Total 20 100,0 80 100,0

*Teste de OddsRatio
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Ao analisarmos o polimorfismo GSTM1 do grupo caso nos individuos com o
habito de fumar, foi encontrado 71,4% (50/70) de presenga para o gene
GSTM1 enquanto 28,6% (20/70) para o gendétipo GSTM71/nulo. Dos 85
pacientes com aterosclerose que relataram nunca ter fumado 71,8% (61/85)
apresentaram o gene GSTM1 presente e 28,2% (24/85) GSTM1 nulo. No grupo
caso, dos pacientes que foram considerados ex-fumantes, ou seja, aqueles que
cessaram de fumar no periodo igual ou superior 15 anos, detectou-se que a
frequéncia de GSTM17-presente e GSTM17-nulo sao de 74,4% (32/43) e 25,6%
(11/43), respectivamente. Nao sendo esta diferenca estatisticamente
significante (p=0, 9351). Contudo, dois pacientes do grupo caso nhao
informaram ha quanto tempo cessaram de fumar € também um paciente
relatou ser fumante passivo durante toda sua vida. (Tabela VII)

Quanto ao grupo controle, dos pacientes com habito de fumar constatou-se
que 56,0% (14/25) foram presente para o gene e 44,0% (11/25) apresentaram
o0 gene GSTM1 do tipo nulo. A frequéncia encontrada nos 62 individuos que
nunca fumaram, do grupo controle, em relagdo a presenca do gene GSTM1 foi
de 63,0% (39/62) sendo que 27,0% (23/62) dos pacientes apresentaram o
gendtipo nulo. Para o grupo dos ex-fumantes (= de 15 anos), o gendtipo
presente foi encontrado em 54,5% (06/11) dos individuos e o gendtipo
GSTM1/nulo em 455% (05/11), sendo que esta diferenca nao foi
estatisticamente significante (p=0, 7720). Dos pacientes do grupo controle, dois

néo informaram o periodo em que cessaram de fumar. (Tabela VII)

Tabela VII- Associacdo do tabagismo com polimorfismo GSTM1 nos grupos
caso e controle. (= de 15 anos)

Tabagismo

Variaveis/ Fuma Nunca Ex
Grupos Fumou Fumante

n % n % n % p
Caso
Presente 50 71,4 61 71,8 32 74,4
Nulo 20 28,6 24 28,2 11 256 0,9351*
Total 70 100,0 85 100,0 43 100,0
Controle
Presente 14 56,0 39 63,0 06 54,5
Nulo 11 44,0 23 27,0 05 455 0,7720*
Total 25 100,0 62 100,0 11 100,0

*Qui-quadrado; ** Teste G
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Foram analisadas as frequéncias genotipicas do gene GSTM7 em
individuos fumantes e ex-fumantes (= 15 anos) relacionado com a carga
tabagica, tanto no grupo de individuos com aterosclerose como no grupo
controle. (Tabela VIII)

Dos individuos fumantes do grupo caso, que apresentaram o gendtipo
GSTM1/presente 13,2% (05/38) informaram que consomem de 5 a 10 tabacos,
34,2% (13/38) de 10 a 20 tabacos e 52,6% (20/38) 20 ou mais. Enquanto que
no grupo controle, observou-se que nenhum individuo fumante relatou o uso de
5 a 10 tabacos, enquanto que 90,0% (09/10) relataram o uso de 10 a 20 e
10,0% (01/10) 20 ou mais tabacos, sendo esses GSTM1/presente (p= 0,0035).
(Tabela VIII)

Em relacédo a analise sobre a quantidade de tabaco e o gendtipo
presente no grupo de individuos que sao ex-fumantes, ndao houve diferenca

significativa em ambos os grupos caso e controle (p=0,3915). (Tabela VIII)

Tabela VIII- Associacdo do tabagismo com o genoétipo presente do gene
GSTM1 nos grupos caso e controle relacionado com a quantidade de tabaco.

GSTM1 PRESENTE

FUMANTES

Grupos CASO CONTROLE

n % n % p*
05-10 05 13,2 00 0,0
10-20 13 34,2 09 90,0 0.0035
20 ou mais 20 52,6 01 10,0
Total 38 100,0 10 100,0

EX-FUMANTES
CASO CONTROLE

n % n % p*
05-10 11 34,4 01 20,0
10-20 09 28,1 03 60,0 0.3915
20 ou mais 12 37,5 01 20,0
Total 32 100,0 05 100,0

**Qui-quadrado; ** Teste G

Para o gendtipo do tipo nulo em pacientes do grupo caso e controle
associado com a carga tabagica, ndo houve diferencga significativa no grupo de
individuos fumantes (p= 0, 8537) e ex-fumantes (p=0, 2130). (Tabela 1X)

Dentre os pacientes analisados do grupo caso, das tabelas VIII e IX,

quinze individuos que se declararam fumantes n&o relataram o numero de
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cigarros fumados por dia e outros dois pacientes declararam usar 2 cigarros de
palha por dia. Dos individuos estudados que compde o grupo controle, onze
pacientes nao informaram o numero de cigarros fumados por dia e um paciente

relatou que faz uso de cachimbo.

Tabela IX- Associagcado do tabagismo com o gendtipo nulo do gene GSTM1 nos
grupos caso e controle relacionado com a quantidade de tabaco.

GSTM1 NULO
FUMANTES

Grupos CASO CONTROLE

N % n % p*
05-10 02 13,3 01 16,7
10 - 20 06 40,0 03 50,0 0.8537
20 ou mais 07 46,7 02 33,3
Total 15 100,0 06 100,0

EX-FUMANTES
CASO CONTROLE

N % n % p*
05-10 03 30,0 00 0,0
10-20 02 20,0 02 66,7 0.2130
20 ou mais 05 50,0 01 33,3
Total 10 100,0 03 100,0

*Qui-quadrado; ** Teste G

Na tabela X temos a associagao da variavel habito de fumar e o tempo
em que o individuo fuma ou deixou de fumar (ex-fumantes) com os genotipos
do gene GSMT1 no grupo com aterosclerose e controle.

Em relacdo aos pacientes do grupo caso e controle com o gendtipo
GSTM1/presente e com o habito de fumar, ndo foi encontrado diferencga
significativa (p= 0,4869). (Tabela X)

Entre os pacientes que sdo ex-fumantes (= 15 anos) do grupo caso e
que apresentam o gendtipo presente, 15,1% (05/33) fumam a < 10 anos 39,4%
(13/33) de 10 a 20 anos e 45,5% (15/33) > 20 anos. Enquanto que a frequéncia
encontrada nos individuos ex-fumantes com o mesmo genétipo GSTM1 do tipo
presente foram 50,0% (03/06) para os que fumavam < 10 anos, 50,0% (03/06)
de 10 a 20 anos e nenhum paciente relatou ter fumado por > 20 anos, sendo

esta diferenca estatisticamente significante (p= 0, 0240). (Tabela X)
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Tabela X- Associagao do tabagismo com o genotipo presente do gene GSTM1

nos grupos caso e controle relacionado com os anos de tabagismo.

GSTM1 PRESENTE

FUMANTES

Grupos CASO CONTROLE

n % n % p*
<10 anos 02 4,0 01 7,7
10 a 20 anos 03 6,0 02 15,4 0.4869
> 20 anos 45 90,0 10 76,9
Total 50 100,0 13 100,0

EX-FUMANTES
CASO CONTROLE

n % n % p*
<10 anos 05 15,1 03 50,0
10 a 20 anos 13 39,4 03 50,0 0.0240
> 20 anos 15 45,5 00 00,0
Total 33 100,0 06 100,0

*Qui-quadrado; ** Teste G

Quanto a distribuicdo do polimorfismo do gene GSTM1 do tipo nulo nos
grupos caso e controle relacionado com os anos de tabagismo, ndo houve
diferenga significativa nos individuos classificados como fumantes (p= 0, 0762)
e ex-fumantes (p= 0, 0471). Dos pacientes do grupo controle, trés nao
informaram o periodo em que fumaram. (Tabela XI)

Tabela XI- Associagcado do tabagismo com o gendétipo nulo do gene GSTM1 nos

grupos caso e controle relacionado com os anos de tabagismo.

GSTM1 NULO
FUMANTES

Grupos CASO CONTROLE

n % n % p*
<10 anos 00 0,0 02 22,2
10 a 20 anos 03 16,7 02 22,2 0.0762
> 20 anos 15 83,3 05 55,6
Total 18 100,0 09 100,0

EX-FUMANTES
CASO CONTROLE

n % n % p*
<10 anos 01 15,1 02 40,0
10 a 20 anos 03 39,4 03 60,0 0.0471
> 20 anos 05 45,5 00 00,0
Total 09 100,0 05 100,0

*Qui-quadrado; ** Teste G
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5. DISCUSSAO

Segundo Marques e Sa (2011) nés ultimos 20 anos, publicacbes sobre a
patogénese da doenca cardiovascular relacionada com a genética aumentaram
em cinco vezes. Visando compreender melhor os polimorfismos dos genes e
marcadores de inflamacgéo, a fim de elucidar os aspectos intrinsecos envolvidos
na aterosclerose e na doenga coronaria.

Os polimorfismos genéticos sdo caracterizados por variagdes na sequéncia
do DNA, proteina ou cromossomo originando proteinas com atividades
alteradas e com diferentes capacidades metabdlicas, quando ocorre numa
freqiéncia igual ou superior a 1% na populagdo geral. Esses polimorfismos
ajudam a explicar as diferencas nas evolugdes clinicas e nas respostas
terapéuticas entre os pacientes com a mesma patologia e mesmo tratamento
farmacologico (Willard, 2000; Marques e Sa, 2011).

Sendo aterosclerose uma doenca de base multifatorial, os fatores genéticos
atuam como determinantes de risco para o desenvolvimento da mesma.
Considera-se que mais de 400 genes possam estar envolvidos nos processos
de regulacdo da fungcdo endotelial, hidratos de carbono, inflamagéo,
coagulacdo e o metabolismo dos aminoacidos e lipidos. (Doevendans et al,
2001; Marques e Sa, 2011).

A associagdo do polimorfismo das GSTs (enzimas de detoxificagao)
aumenta ou diminuem a sensibilidade de um organismo a processos
inflamatorios envolvidos no desenvolvimento de aterosclerose, sendo esse
assunto abordado por diferentes estudos (Hayes, 2005; Marinkovi¢, 2013;
Wilson et al, 2000; Izzoti et al., 2001)

Em um estudo feito na populagéo no Norte da india sobre o polimorfismo de
presente/nulo da glutationa S-transferase GSTM17 relacionado com a doencga
arterial coronariana, demonstrou-se que em ambos 0s grupos caso e controle o
gendtipo presente foi maior, sendo 76,65% e 79,29% respectivamente (Girisha
et al., 2004).

Bem como no presente estudo, o qual encontrou uma maior frequéncia do
GSTM1 presente tanto no grupo caso (72,5%) como no grupo controle (60,0%),

(p= 0,0282). Além disso, constatou-se que no grupo caso o genotipo presente
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foi 1,2 vezes maior quando comparado com o grupo controle. Assim como,
Taspinar e colaboradores (2012) mostram em seus estudos na populagcao
Turca, uma maior prevaléncia do genétipo presente, sendo essa 58,2% para o
grupo caso e 53,5% no grupo controle.

Estudos realizados por Wilson e colaboradores (2000) no Reino Unido,
demonstraram maior freqiiéncia do gendétipo GSTM1 presente nos pacientes do
grupo caso, 52,0%. Em contra partida, uma menor prevaléncia desse gendétipo
foi relatada no grupo controle, de 42,8%.

Grignoli e colaboradores (2009), ao analisarem o polimorfismo do gene
GSTM1 e sua relagdo com outras patologias dentre elas a aterosclerose, na
populagdo da regido de Araras, relataram que o GSTM1/presente foi mais
prevalente (57,0%) em relagéo ao gendtipo GSTM1/nulo (43,0%), assim como
no presente estudo.

Diferentemente dos nossos resultados os quais foram avaliados individuos
diagnosticados de aterosclerose, Turkanoglu e colaboradores (2010)
descreveram em seu trabalho realizado na populagdo caucasiana, sendo o
grupo caso composto por individuos que sofreram de acidente vascular
cerebral isquémico, uma menor prevaléncia para o gendtipo presente do
GSTM1 sendo ela 49,4% (n=172) e 43,8% (n=105), para o grupo caso e
controle respectivamente.

Também uma revisdo de meta-analise realizada por Zhang e Zhan (2014),
com a finalidade de investigar a associagao entre o gendtipo nulo do gene
GSTM1 e a doenga arterial coronariana (DAC), sugerindo que esse gendtipo é
um fator de risco para DAC, sendo estatisticamente significante.

Manfredi e colaboradores em 2007 ao analisar a populagcao lItaliana,
encontraram que apenas 41,4% dos pacientes casos apresentaram o gene
GSTM1 do tipo presente ao contrario do grupo controle, onde 54,7% também
eram GSTM1/presente.

No presente estudo quando analisado o género foi encontrada uma maior
freqliéncia do gendtipo GSTM1 presente em ambos os grupos controle e caso
e para ambos os géneros (masculino e feminino).

Também Maciel e colaboradores em 2009, analisou 1577 individuos da

populacao geral, destes, 50,5% dos homens eram GSTM1/presente e 49,4%
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das mulheres, também para o mesmo gendtipo. Corroborando com os nossos
resultados.

Assim como Schreiber e colaboradores (2013) em um estudo na populagao
brasileira, observaram uma freqiéncia semelhante, sendo 50,0% dos pacientes
do sexo masculino e 47,9% dos individuos do sexo feminino gendtipo GSTM1
presente.

Entretanto, Olshan e colaboradores (2003) detectaram em seus estudos na
Carolina do Norte, que o gendtipo presente do gene GSTM1 foi mais frequente
nos pacientes do sexo masculino (55,5%) comparado com o sexo feminino
(44,5%).

Do mesmo modo, Wang e colaboradores (2012) em seus estudos
realizados em um grupo de chineses, sobre a relagdo do polimorfismo GSTM1
e a aterosclerose, encontraram também uma menor frequéncia de
GSTM1/presente entre individuos masculino do grupo caso (48,5%) e do
controle (48,3%). Assim como no género feminino, onde a frequéncia do
genotipo GSTM1 presente foi de 45,0% e 45,6%, para o grupo caso e controle
respectivamente.

A frequéncia do gendtipo GSTM1 presente no nosso estudo foi mais
elevada 72,9% nos individuos do grupo caso que nao fazem o uso de bebida
alcodlica, ao contrario do grupo controle onde a maior frequéncia foi
encontrada em pacientes que relataram consumir bebida alcodlica (65,0%),
nao sendo esta diferenga estatisticamente significante em ambos os grupos
estudados.

Também estudos conduzidos na populagéo brasileira por Pinheiro (2013),
estao de acordo com nossos resultados. Eles estudaram associacédo entre os
gendtipo nulo e presente do gene GSTM7 em pacientes brasileiros com
diabetes mellitus tipo 2 (DMZ2), contudo ndo foram encontraram diferenca
significativa com relagao ao habito de consumir bebida Alcodlica no grupo caso
e controle.

Assim como, Girisha e colaboradores (2004) estudando a populagéao
indiana observaram que nao foi significante (p= 0.0826) para polimorfismo do
gene GSTM1 associado ao risco de desenvolvimento da doenga coronariana.

Entretanto, outra pesquisa realizada com individuos da india por Syed e

colaboradores (2010), encontrou diferenca significativa (p< 0.001) para o gene
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GSTMT1 relacionado com a doenga arterial coronariana e o habito de ingerir
bebida alcodlica.

Pan e colaboradores (2011) ao analisarem a populagao Chinesa associada
ao histérico do consumo de bebida alcodlica em pacientes declarados
detectaram maior frequéncia do gendtipo nulo (70,5%) quando comparado aos
individuos que nao fazem o uso de bebida alcodlica (59,8%). Ao contrario do
nosso estudo o qual encontrou maior freqliéncia para o gendtipo presente do
gene GSTM1 tanto no grupo caso como no grupo controle.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) o tabagismo é
considerado como o fator de risco mais importante associado a morbidade e
mortalidade cardiovasculares. Sendo que todas as formas de consumo do
tabaco, sejam ou nao produtoras de fumaca, favorecem a instalagdo de
dependéncia a nicotina. Com relagéo ao fumante passivo, caracterizado por ser
um individuo que nao fuma, ao conviver com o fumante inala a fumaca
resultante da queima de derivados do tabaco, o que também €& considerada
nociva a saude.

Dentro do nosso estudo, foi observada uma alta frequéncia do gendtipo
GSMT1/presente entre pacientes com a doencga arterial e pacientes controles,
independente da classificacdo quanto ao habito de fumar. Também, estudos
realizados na populacdo brasileira sobre alteragcdes bioquimicas clinicas e
variaveis dentre elas o tabagismo, comparando com genétipos presente e nulo
do gene GSTM1, observou-se que nao ocorreu diferenga significativa para a
variavel analisada (Pinheiro, 2013).

Em 2011 Sultana e colaboradores também relataram em seus estudos
que, individuos indianos do grupo controle com o gendtipo presente para o
gene GSTM1 apresentaram um papel protetor nos pacientes com o habito de
fumar. Além disso, nos grupos caso (91,2%) e controle (83,3%) dos individuos
que informaram ser ex-fumantes foram detectadas uma maior frequéncia para
0 gendtipo presente.

Wang e colaboradores (2015) avaliaram os polimorfismos do gene
glutationa S-transferase (GSTM17) associado ao acidente vascular cerebral
isquémico na populacéo chinesa, os resultados encontrados nos pacientes que
afirmaram fumar do grupo caso demonstraram uma frequéncia semelhante
para o genotipo GSTMf1/presente e GSTM17/nulo, sendo 50,0% e 50%,
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respectivamente. Dentre os individuos que relataram nao fumar do grupo caso
observou-se que 45,7% apresentaram presente e 54,3% gendtipo nulo. Em
relacdo ao grupo controle nos individuos fumantes foram detectados que
47,5% sao para a presenga do gene e 52,5 para o tipo nulo, sendo essas
frequéncias bastante préximas das encontradas nos individuos nao fumantes
tanto para o genétipo presente, 47,0%, como para o nulo, 53,0%.

Evidéncias adicionais sobre o processo da inflamacdo e a exposicao a
fumacga do tabaco como uma importante condicao para o desenvolvimento de
varias doengas crénicas relacionada com os gendétipos do gene GSTM1 é tema
para diversos estudos (Hayes et al., 1995; Schmidt et al., 1999; He et al., 2004;
Hakim et al., 2004).

Dentre eles, Kim e colaboradores (2006), analisando individuos saudaveis
da Coreia, observaram que 41,1% dos individuos que relataram nao ser
fumantes apresentaram o gendtipo presente para o gene GSTM1 e 55,9% para
0 gendtipo nulo. E para os individuos fumantes, considerando o habito de
fumar por pelo menos 5 anos, encontraram freqiéncias de 50,0% e 50,0% para
0 gendtipo presente e nulo, respectivamente.

Diferente dos nossos resultados, estudos realizados na Arabia Saudita
verificaram que o gendtipo nulo do gene GSTM1 é considerado fator de risco
para a doenca arterial coronariana independente do habito de fumar. (Amero et
al, 2006). Pesquisas demonstram que a associagcdo de GSTM17/nulo com a
aterogenese depende de diferentes fatores e incluem outros polimorfismos
(interacbes gene-gene), habitos de vida, assim como a influéncia do ambiente
(Basic et al., 2012; Manfredi et al., 2007; Marinkovic et al., 2013).

Contudo, em um estudo conduzido por Wilson e colaboradores (2000)
quando os individuos submetidos a angiografia foram classificados quanto ao
habito de fumar, observaram que a associagao entre gendtipo GSTM1 e o
infarto agudo do miocardio (AMI) foi observada apenas em fumantes, sugerindo
que o polimorfismo é mais significativo nos individuos que fumam.

Foi encontrado em nosso estudo associacgao significativa entre o habito de
fumar relacionada com a quantidade de tabaco consumido e o gendtipo
GSTM1/presente, sendo que no grupo caso foi observado uma maior

freqiéncia nos individuos que relataram fumar mais que 20 cigarros por dia
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enquanto que no controle foi nos individuos que fumam entre 10 a 20 cigarros
(p=0,0035).

Diferentemente de Pan et al., (2011) que ao investigarem as associagdes de
polimorfismos genéticos do gene GSTM1 na populagcao Hakka do sul da China
com histéria familiar de certas doengas cronicas dentre elas a doenga arterial
coronariana, nao encontraram diferengas significativas com relacdo aos
gendtipos presente/nulo do gene GSTM1 e a quantidade de tabaco consumida
( <10 cigarros; 10-20 cigarros; >20 cigarros por dia), sendo considerado como
tabagista o individuo com habito de fumar um cigarro por dia por pelo menos
seis meses.

De acordo com Associagdo Médica Brasileira (2013), a ocorréncia e
gravidade de muitas doengas causadas pela fumaga do tabaco séo
diretamente relacionadas com idade de inicio do tabagismo, duracdo e numero
de cigarros fumados diariamente. Os derivados do tabaco sao nocivos a saude,
tanto na forma industrializada de cigarros, charutos, cachimbos e rapé, como
na forma artesanal de narguilé, tabaco mascado ou fumo de corda com palha.

O fumo causa o estreitamento das artérias periféricas, dificultando o fluxo
sanguineo, aumentando o risco dos fumantes desenvolverem doencas
vasculares periféricas. Mesmo em baixos niveis de exposicdo a fumaca do
tabaco, ocasiona um rapido e intenso aumento da inflamacao e disfuncéo na
parede que reveste os vasos sanguineos (endotélio), que sdo determinantes
para desencadear o infarto do miocardio e o acidente vascular cerebral (Olin,
2000).

Também tem sido demonstrado que variantes genéticas podem interagir
com o fumo aumentando a peroxidacao de lipidios, proporcionando assim um
grande efeito aterogénico. O tabagismo ocasiona alteragcbes do DNA no
coragao e vasos sanguineos, o que leva ao desenvolvimento de CAD. (Taylor
et al., 2007)

A variabilidade individual de desenvolvimento de CAD em fumantes de
cigarro resulta dos polimorfismos genéticos das enzimas envolvidas no
metabolismo de xenobidticos (Hayek et al., 2006).

Observou-se que em relacdo a variavel habito de fumar relacionada com
0s anos de tabagismo e o gendétipo GSTM1/presente, encontrou-se uma maior

freqiéncia no grupo caso para os individuos que relataram fumar em um

44



periodo maior que 20 anos e no grupo controle detectou-se que as maiores
freqiéncias foram tanto para os individuos que relataram fumar no periodo
menor que 10 anos e entre 10 a 20 anos, sendo essa diferenca significativa
para aqueles individuos que se declararam ex- fumantes (p= 0, 0240).

Entretanto, Olshan et al, ndao encontrou nenhuma interagdo entre o
tabagismo (= 20 anos) e os genoétipos do GSTM1 na populagdo americana.

Em outro estudo realizado por Grignoli et al, (2008) no Brasil, verificou-se
que o gene GSTM1 do tipo nulo foi mais frequente (58,0%) em individuos que
fumam ha mais de dez anos , o que leva a deficiéncia na atividade de
detoxificagdo do organismo, provocando o acumulo de substancias reativas
que ocasionam mutagdes no DNA e, consequentemente, modulando a
susceptibilidade para o desenvolvimento de canceres e outras doengas como a
aterosclerose relacionados ao tabagismo.

O gendtipo nulo pode estar mais associado ao aumento de diversas
patologias devido a maior suscetibilidade a substancias cancerigenas, podendo
também relacionar a menor resposta ao tratamento medicamentoso, por afetar
a eficacia de certas drogas (Turkanoglu et al., 2010; Marinkovi¢ et al., 2013;
Zhang e Zhan, 2014).

Dentre as substancias presentes no tabaco, o0s xenobibticos sao
metabolizados por um complexo enzimatico composto por enzimas ativadoras
da fase | e detoxificadoras da fase Il. A fase | consiste na metabolizacao de
compostos estranhos ao organismo. Ja na fase Il da biotransformagédo, as
enzimas conjugam compostos hidrofilicos, como o acetil ou a glutationa,
tornando mais hidrossoluveis a fim de facilitar a eliminagdo pelo organismo
(Melo, 2014).

O gene GSTM1 codificam enzimas de fase Il, sendo polimérfico na
populagdo humana. A enzima GSTM1 é codificada pelo gene GST. O principal
papel da GSTM1 reside na desintoxicagdo de xenobidticos como o
benzo(a)pireno diol epoxido (BPED), compostos eletrofilicos, hidrocarbonetos,
compostos aromaticos policiclicos e outros mutagénicos que sido altamente
reativos com capacidade de formar ligacbes covalentes com o DNA
desencadeando mutagdes. (Bourbon, 2008; Melo, 2014; Marinkovic et al.,
2013).
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CONCLUSAO

Foi verificada uma diferenga significativa nos grupos (aterosclerose x
controle) em relagao polimorfismo do gene GSTM1;

A frequéncia do gene GSTM1 presente no grupo aterosclerose foi 1,2 vezes
maior quando comparado ao grupo controle;

Nao foi encontrada nenhuma diferenca significativa quando analisados os
genotipos presente e nulo associado a variavel género sexual, bebida
alcodlica e tabagismo sendo classificado entre individuos que relataram
fumar, que nunca fumaram e para os ex-fumantes, sendo considerado
como ex-fumantes os pacientes que consumiram cigarro durante um
periodo maior ou igual a 15 anos.

Quando analisamos os genotipos presente e nulo associado a variavel
habito de fumar relacionada com a quantidade de tabaco consumido
detectou-se que o gendtipo GSTM1/presente foi mais frequente nos grupo
caso para os individuos que relataram ser fumantes, e fumam 20 ou mais
cigarros por dia enquanto que no controle foi nos individuos que fumam
entre 10 a 20 cigarros.

Quando analisamos a variavel habito de fumar relacionada com os anos de
tabagismo, o genodtipo presente foi mais frequente nos individuos que
relataram ser ex-fumantes. Sendo no grupo caso mais freqliente no periodo
maior que 20 anos e no grupo controle nos periodos menores que 10 anos
e entre 10 a 20 anos, sendo essa diferenca significativa.
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APENDICE |

QUESTIONARIO - PROJETO DE PESQUISA POLIMORFISMOS DE GENES
ENVOLVIDOS NO PROCESSO DE ATEROGENESE PRIMARIA

N° PRONTUARIO: INICIAIS- N°
TUBO

NOME:

DATA DE NACIMENTO:__ / / IDADE: (__ )

SEXO: ()M ; ()F COR DA PELE: ( Branco, negro ou pardo)

FILHOS: () SIM () NAO.
QUANTOS: HOMENS ( ) MULHERES

(____)ABORTO: QTOS NATURALIDADE:
RESIDE EM:

TELEFONE: TEL. CONTATO:

PROFISSAO

1.ATUALMENTE FUMA: () SIM () NAO

QUANTO TEMPO: ( ) MAIS 10 ANOS () MENOS 10 ANOS INICIOU

COM ANOS

2. EX-FUMANTE () INICIOU COM QUANTOS ANOS (___ ) PAROU COM
QUANTOS ANOS ()

QUANTOS CIGARROS: 5-10/DIA () 10-20/DIA( ) 20 OU MAIS (), CARGA
TABAGICA: MACOS/ANOS

2. BEBE () SIM () NAO FREQUENCIA
VINHO () CERVEJA () CACHACA( ) OUTROS
1 COPO( ) 2-3 COPOS() 3 OU + COPOS ()

DIAGNOSTICO:

INICIO DOS SINTOMAS AOS: ANOS

SINTOMAS:

DATA DO DIAGNOSTICO: . INiCIO DO TRATAMENTO

CO-MORBIDADES: HAS () DM () DISLIPIDEMIA ()
HIPERHOMOCISTEINEMIA( ) IRC () DIALITICO (___)

D. ISQ. CORONARIANA () IAM()___/ AVE()__/
OUTRAS:

MEDICAMENTOS EM
USO:
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EXAMES REALIZADOS: ECO DOPPLER ARTERIAL PERIFERICO( )
ARTERIOGRAFIA () ANGIOTOMOGRAFIA( ) ECO CARDIOGRAMA ()
CATETERISMO CARDIACO ()

REALIZOU INTERVENCAO CIRURGICA? SIM( )/ NAO( ) QUAL E
QUANDO?
COMPLICACOES?

REINTERVENCAO? SIM ( ) NAO (). QUANTAS VEZES E

QUANDO? -

FAZ USO DE CLOPIDOGREL? SIM ( ) DOSE: MG NAO (). POR
QUANTO TEMPO? PAROU? () QUANTO TEMPO? INICIO
ANTES DE INTERVECAO () APOS INTERVENCAO () TRATAMENTO
CLINICO: SIM( ) NAO()

OBSERVACOES:
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APENDICE II

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do Projeto
de Pesquisa sob o titulo POLIMORFISMOS DE GENES ENVOLVIDOS NO
PROCESSO DE ATEROGENESE PRIMARIA.

Meu nome é , Sou pesquisador (a) responsavel pelo
projeto. As informagdes e esclarecimentos a respeito da pesquisa serao
repassados e caso aceite participar do estudo, este documento devera ser
assinado em duas vias. A primeira sera de guarda e confidencialidade do
pesquisador (a) responsavel e a segunda ficara sob sua responsabilidade para
quaisquer fins. Vocé pode se recusar a participar ou se retirar deste estudo a
qualquer momento, sem sofrer nenhum tipo de penalizacao.

Qualquer duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a
coordenadora responsavel Dra. Katia Karina Verolla de Oliveira Moura no
telefone: 62-3946-1385 ou através do e-mail kkverolli@pucgoias.edu.br. Em
caso de duvida sobre a ética aplicada a pesquisa, vocé podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catolica de Goias, telefone: (62) 3946-1512.

I. O paciente que estarad sob consulta e com o diagndstico de aterosclerose
(acumulo de placas de gordura nos vasos sanguineos) sera contatado e
informado da pesquisa. Caso aceite devera assinar o TCLE e caso se recuse
ou desista em qualqguer momento da pesquisa o seu atendimento tera
continuidade normal.

[I. A pesquisa consiste na analise laboratorial de amostras de sangue para
deteccdo da variacdo das doengas genéticas de cada paciente que possam
estar relacionadas a altera¢des vasculares.

[ll. O objetivo da pesquisa € a detec¢ao da variagao das doengas genéticas de
cada individuo bem como a deteccdo de pacientes com alto risco de
desenvolver a doenga.

IV. As amostras de sangue coletadas serdo analisadas para verificar a
presenca das variacbes de cada paciente. Os critérios de inclusdo sao:
pacientes maiores de 38 anos, diagnosticados com aterosclerose em
tratamento medicamentoso e/ou submetidos aos procedimentos vasculares,
que aceitem responder ao questionario e assinar o termo de consentimento
livre e esclarecido. Os de exclusdao sao: pacientes menores de 38 anos e/ou
que nao aceitem participar da pesquisa.
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V. Nenhuma pesquisa com seres humanos é livre de riscos. Contudo, os
procedimentos envolvidos no presente estudo oferecem riscos aos
participantes, estando relacionados a acidentes bioldgicos e/ou complicagdes
no local da coleta que podera ficar dolorido, avermelhado ou arroxeado. Caso
ocorra qualquer tipo de dano a saude e a integridade fisica e/ou psicolégica do
paciente em decorréncia dos procedimentos da pesquisa, este teraatendimento
integral e irrestrito garantido pelo pesquisador responsavel.

VI. Os resultados da pesquisa serdo enviados para vocé e permanecerao
confidenciais. Caso o resultado seja positivo, vocé sera informado pelo médico
responsavel, que ja atua no diagnostico e tratamento dos pacientes com
aterosclerose. Seu nome ou o material que indique a sua participagao nao sera
liberado sem a sua permissao e vocé nao sera identificado (a) em nenhuma
publicacdo que possa resultar deste estudo.

VII. O material sera utilizado somente para fins de pesquisa, além de autorizar,
pelo presente estudo, que os testes e os resultados sejam utilizados em
estudos cientificos, publicacdo de artigos, ressalvando o sigilo quanto ao meu
nome, reservando-me o direito de conhecer ou n&o os resultados da referida
pesquisa. O material apds realizagao dos exames sera descartado.

VIIl. E assegurada a assisténcia do participante durante toda pesquisa e o
médico Dr. Fabio Campedelli continuara a dar todo o suporte para qualquer
intercorréncia que ocorra decorrente da coleta de sangue, durante o periodo da
pesquisa. E garantido o livre acesso a todas as informacdes e esclarecimentos
adicionais sobre o0 estudo e suas consequéncias. Para qualquer outra
informacdo, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com o pesquisador no
endereco: Rua 9A n 160, sala 202- setor Aeroporto, Goiania, Goias ou pelo
telefone: (62) 30912979.

IX. Esta garantido o direito de retirar o consentimento a qualquer momento,
sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu
acompanhamento/assisténcia/tratamento. Em caso de recusa vocé nao sera
penalizado de forma alguma sem qualquer prejuizo a sua pessoa € que sera
mantido o total sigilo dos resultados, que serdo entregues apenas a vocé ou
responsavel.

X. A participacdo na pesquisa ndo acarretara custos para vocé, assim como
nao sera disponibilizado nenhum ressarcimento financeiro adicional.

XIl. Nao esta previsto indenizacdo por sua participagcdo, mas em qualquer
momento se vocé sofrer algum dano, comprovadamente decorrente desta
pesquisa, tera direito a indenizacio requerida em termos legais.

Eu , RG , abaixo assinado, discuti com o Dr. Fabio
Campedelli, sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Declaro ter
recebido e compreendido todas as informacdes referentes aos propdsitos do
estudo, procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participagao € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente
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em participar deste estudo e poderei retirar o0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
neste Servico.

Goiania, , de , de 201 _.
/ /

Assinatura do participante Data
/ /
Assinatura do responsavel pelo estudo Data
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APENDICE il

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO-GRUPO
CONTROLE

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do Projeto
de Pesquisa sob o titulo POLIMORFISMOS DE GENES ENVOLVIDOS NO
PROCESSO DE ATEROGENESE PRIMARIA.

Meu nome é , Sou 0 pesquisador (a) responsavel pelo projeto. As
informacdes e esclarecimentos a respeito da pesquisa serdo repassados e
caso aceite participar do estudo, este documento devera ser assinado em duas
vias. A primeira serda de guarda e confidencialidade do pesquisador (a)
responsavel e a segunda ficara sob sua responsabilidade para quaisquer fins.

Vocé pode se recusar a participar ou se retirar deste estudo a qualquer
momento, sem sofrer nenhum tipo de penalizagao.

Qualquer duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a
coordenadora responsavel Dra. Katia Karina Verolla de Oliveira Moura no
telefone: 62-3946-1385 ou através do e-mail kkverolli@pucgoias.edu.br. Em
caso de duvida sobre a ética aplicada a pesquisa, vocé podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catolica de Goias, telefone: (62) 3946-1512.

I. O paciente que esta sob consulta sem diagnostico de aterosclerose baseado
em resultados de exames que procuraram o consultério médico para outros
tipos de consulta, como varizes, onde foi informado da pesquisa e caso aceite
assinara o TCLE-grupo controle. Caso nao aceite, ou desista no meio da
pesquisa o seu atendimento tera continuidade normal.

[I. A pesquisa consiste na analise laboratorial de amostras de sangue para
deteccdo da variagdo das doengas genéticas de cada paciente que possam
estar relacionadas a alteragdes vasculares.

[ll. O objetivo da pesquisa € a detecgao da variagao das doencgas genéticas de
cada individuo bem como a deteccdo de pacientes com alto risco de
desenvolver a doenca.

IV. As amostras de sangue do grupo controle coletadas serdo analisadas para
verificar a auséncia das variagcbes de cada paciente. Os critérios de inclusao
sdo: pacientes maiores de 38 anos, e que ndo apresentem diagnostico de
aterosclerose baseado em resultados de exames de imagem. Os de exclusao
sdo: pacientes menores de 38 anos e/ou que ndo aceitem participar da
pesquisa.
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V. Nenhuma pesquisa com seres humanos é livre de riscos. Contudo, os
procedimentos envolvidos no presente estudo oferecem riscos aos
participantes, estando relacionados a acidentes bioldgicos e/ou complicagdes
no local da coleta que podera ficar dolorido, avermelhado ou arroxeado. Caso
ocorra qualquer intercorréncia o paciente recebera auxilio/assisténcia no
momento da coleta.

VI. Os resultados da pesquisa serdo enviados para vocé e permanecerao
confidenciais. Caso o resultado seja positivo, vocé sera informado pelo médico
responsavel, que ja atua no diagnostico e tratamento dos pacientes com
aterosclerose. Seu nome ou o material que indique a sua participagao nao sera
liberado sem a sua permissao e vocé nao sera identificado (a) em nenhuma
publicacdo que possa resultar deste estudo.

VII. O material sera utilizado somente para fins de pesquisa, além de autorizar,
pelo presente estudo, que os testes e os resultados sejam utilizados em
estudos cientificos, publicagéo de artigos, ressalvando o sigilo quanto ao meu
nome, reservando-me o direito de conhecer ou ndo os resultados da referida
pesquisa. O material apds realizacdo dos exames sera descartado.

VIIl. E assegurada a assisténcia do participante durante toda pesquisa e o
médico Dr. Fabio Campedelli continuara a dar todo o suporte para qualquer
intercorréncia que ocorra decorrente da coleta de sangue, durante o periodo da
pesquisa. E garantido o livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos
adicionais sobre o estudo e suas consequéncias. Para qualquer outra
informacdo, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com o pesquisador no
endereco: Rua 9A n 160, sala 202- setor Aeroporto, Goiania, Goias ou pelo
telefone: (62) 30912979.

IX. Esta garantido o direito de retirar o consentimento a qualquer momento,
sem, e que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu
acompanhamento/assisténcia/tratamento. Em caso de recusa vocé nao sera
penalizado de forma alguma sem qualquer prejuizo a minha pessoa e que sera
mantido o total sigilo dos resultados, que serdo entregues apenas a mim ou
responsavel.

X. A participacdo na pesquisa ndo acarretara custos para vocé, assim como
nao sera disponibilizado nenhum ressarcimento financeiro adicional.

Xl. Nao esta previsto indenizacdo por sua participagdo, mas em qualquer
momento se vocé sofrer algum dano, comprovadamente decorrente desta
pesquisa, tera direito a indenizacio requerida em termos legais.

Eu , RG , abaixo
assinado, discuti com o Dr. Fabio Campedelli, sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Declaro ter recebido e compreendido todas as
informacoes referentes aos propdsitos do estudo, procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacao é
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
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poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu
possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Goiania, , de , de 201 _.
/ /

Assinatura do participante Data
/ /

Assinatura do responsavel pelo estudo Data
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