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RESUMO

A aterosclerose é um processo patolégico multifatorial, durante o qual a morfologia e
funcdo das paredes arteriais sdo alteradas. O crescimento do ateroma, leva ao endurecimento
dos vasos e ao estreitamento do limen, limitando o fluxo sanguineo. Essa placa pode se
romper levando a exposicdo de material altamente trombogénico, com a ativagdo plaquetéria e
posterior formacdo de trombos que podem bloquear o fluxo de sangue in loco, ou romper e
entrar na corrente sanguinea, obstruindo outros vasos com didmetro menor. Este processo €
um dos principais determinantes das manifestacdes clinicas da aterosclerose: como por
exemplo doenca arterial coronariana, AVC isquémico e doenca arterial periférica. Embora a
teoria inflamatéria da aterosclerose é o mais proeminente, observacGes apontam para
caracteristicas biologicas comuns entre cancer e aterosclerose, essas caracteristicas sugerem
possivel associacdo de p53 com doencas ateroscleréticas. Foram Coletadas amostras de
sangue periférico de 200 individuos portadores de algum tipo de doenca aterosclerotica e 100
individuos livres da doenga para formar o grupo controle. DNA foi submetido a analise
molecular (PCR) para pesquisa do polimorfismo do gene p53. N&o foi encontrado nenhuma
relacdo entre o polimorfismo do gene p53 e a aterosclerose na populagdo estudada (p=0,36).
N&o houve relacdo entre a DA, o polimorfismo do gene p53 e as variantes estudas: género
(p=0,78 masculino e 0,37 feminino), tabagismo (p= 0,72, 0,51 e 0,62 para fumantes, ndo
fumantes e ex fumantes respectivamente), etilismo (p=0,17 para etilista e 0,38 para nédo
etilista), hipertensdo arterial sistémica (p=0,60), diabetes mellitus (p=0,34) e dislipidemia
(p=0,89). Acredita-se que esses resultados seja em funcdo da miscigenacdo da populacéo
estudada, o que favorece uma alta taxa de heterozigotos e, segundo estudos, a variante
arginina esta mais relacionada com a formacdo da placa por ter maior poder de apoptose
quando comparada a variante prolina.

Palavras-chave: Aterosclerose. Polimorfismo. p53.
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ABSTRACT

Atherosclerosis is a multifactorial pathological disease that alter the morphology and function
of arterial walls. The atheroma growth leads to vessel hardening and lumen narrowing,
limiting the blood flow. The atheroma plagque can eventually break, exposing highly
thrombogenic material and leading to platelet activation and subsequent formation of
thrombus that may block blood flow in loco, or even leading to obstruction of other vessels
with a smaller diameter. This process is one of the main determinants of the clinical
manifestations of atherosclerosis such as coronary artery disease (CAD), ischemic stroke, and
peripheral arterial disease. Although the inflammatory theory about atherosclerosis is the most
renowned one, observations point to common biological characteristics between cancer and
atherosclerosis suggesting a possible association between p53 and atherosclerotic diseases.
We collected peripheral blood samples from 200 individuals with clinical manifestations of
atherosclerotic disease and 100 individuals without manisfestation of the disease to form the
control group. DNA was subjected to molecular analysis (PCR) in order to identify the
polymorphism of the p53 gene. We have not find any relationship between the polymorphism
of the p53 gene and atherosclerosis in the population studied (p=0.36). There was no
relationship among AD, polymorphism of the p53 gene and variants studied: gender (p = 0.78
male and 0.37 female), smoking (p = 0.72, 0.51 and 0.62 for smokers, (P = 0.17 for alcoholic
and 0.38 for non-alcoholic), systemic arterial hypertension (p = 0.60), diabetes mellitus (p =
0.34), and dyslipidemia (p = 0.34). = 0.89). Our population has a high rate of miscegenation
and heterozygotes and, according to studies, the arginine variant is more related to plague
formation because it induces apoptosis more frequently when compared to the proline variant.
According to our results there is no association between the polymorphism of the p53 gene,
atherosclerosis and its risk factors in the population studied.
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1. INTRODUCAO

A Doenca Aterosclerética (DA) e as doencgas cardiovasculares (DCV) fazem parte do
grupo das doengas crbnicas ndo-transmissiveis que comp8em a sindrome plurimetab6lica
(obesidade, hipertensdo, diabetes mellitus e dislipidemia); Essas doengas sdao causadas por
fatores de risco resultantes de mudancas de habitos de vida (CORONELLI et al. 2003).

Em geral, as manifestagdes clinicas dessas doengas, como infarto do miocardio (M),
acidente vascular encefalico (AVE) e doenca vascular periférica (DVP), sdo causadas por um
processo de aterosclerose que tem inicio a partir da meia-idade (SODERSTROM et al. 2014;
SANTOS et al. 2008). A probabilidade de alguma dessas doengas ocorrer aumenta na
presenca de multiplos fatores de risco estabelecidos para aterosclerose (SANTOS et al. 2008).

A doenca arterial coronariana (CAD) aterosclerdtica compreende um amplo espectro
de entidades clinicas que incluem aterosclerose subclinica assintomatica e suas complicagdes
clinicas, tais como angina de peito, infarto do miocardio (MI) e morte subita cardiaca
(XUMING et al. 2016).

Na prética clinica o risco de aterosclerose é estabelecido através da identificacdo de
fatores de risco para doenca cardiovascular (DCV). A avaliacdo da fungdo endotelial
(dilatacdo fluxo-mediada; FMD) e a medicdo da espessura intima-média da artéria carotida
(IMT) também podem ser Uteis na avaliagdo da progressdo da aterosclerose e previsao de
resultados futuros (SODERSTROM et al. 2014).

Dentre as doencas cardiovasculares, destacam-se também as cardiopatias, as quais
levam, em carater temporario ou permanente, a reducdo da capacidade funcional do coracéo, a
ponto de acarretar risco a vida ou impedir o individuo de exercer as suas atividades (NETO et
al. 2006). Na fisiopatologia da cardiopatia isquémica dois processos estdo implicados: a
oferta e a demanda de oxigénio pelo miocardio. A isquemia ocorre quando ha desequilibrio
nesses dois processos (CARVALHO et al. 2001).

Apesar da contribuicdo de inameros fatores na determinacdo da isquemia, a doenca
aterosclerotica é o substrato anatbmico mais importante na sua fisiopatogenia. A partir de
estudos da literatura, sabemos hoje da importancia do processo aterotrombético ndo sé no
desencadeamento da isquemia aguda como também na progressdo da doenca aterosclerética

com relacdo a gravidade da obstrucdo da luz vascular (CARVALHO et al. 2001).
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REVISAO DE LITERATURA
2.1 ATEROSCLEROSE
2.1.1 HISTORICOS DA DOENCA

O século XX testemunhou uma extraordinaria evolucdo nos conceitos relacionados a
patogénese dessa doenca. Aparentemente incomum na antiguidade, a aterosclerose tornou-se
epidémica com o aumento da sobrevivéncia da populacdo as doencas infecciosas, além disso,
varias sociedades adotaram habitos alimentares que propiciam o desenvolvimento de
aterosclerose, como excesso de gorduras saturadas e diminuicdo das praticas de atividades
fisicas (BEZERRA, 2008).

Em 1904, Felix Marchand introduziu o termo aterosclerose e sugeriu que seria
responsavel por quase todos os processos obstrutivos nas artérias (KONSTANTINOV et al.
2006), mas a investigacdo sobre as causas dessa doenca s6 comecou em 1907, quando
Alexander Ignatowski fez uma experiéncia com coelhos, estes eram alimentados com uma
dieta a base de leite, ovos e carne, onde verificou-se o desenvolvimento da placa de
aterosclerose na aorta (KONSTANTINOV et al. 2013). Outro sinal de que o colesterol
poderia estar envolvido na patogénese da aterosclerose veio dois anos mais tarde, quando
Adolf Windaus mostrou que as lesdes ateromatosas continham seis vezes mais colesterol livre
e vinte vezes mais colesterol esterificado quando comparado a uma parede arterial normal
(MEHTA et al. 2002).

Experiéncias pioneiras tornam-se classicas e foram reproduzidas por muitos cientistas
de todo o mundo, o que levou a compreensdo atual do processo aterosclerdtico
(KONSTANTINOV et al. 2013).

A elucidacdo do papel do colesterol na patogénese da doenca foi referido como uma
das maiores descobertas do século XX (MEHTA et al. 2002), mas o estudo de Framingham
mostrou que além dos niveis elevados de colesterol, a hipertensdo e o tabagismo também séo
fatores importantes para o desenvolvimento de doencas do coracdo (KANNEL et al. 1961). O
estudo de Framingham forneceu informacdes cruciais para o reconhecimento e manejo da
aterosclerose, as suas causas e complicac@es, além disso, introduziu os conceitos de fatores de
risco bioldgico, ambiental e comportamental para a doenca (MEHTA et al. 2002; KANNEL et
al. 1995).

2.1.2 CARACTERISTICA DA DOENCA

A aterosclerose é um termo genérico que se refere ao espessamento e enrijecimento

das artérias, independentemente do seu tamanho. E um processo inflamatério crénico que
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afeta as artérias de diferentes leitos vasculares e é caracterizada por um espessamento da
camada intima e média com perda de elasticidade. A lesdo basica € a placa de ateroma
constituida predominantemente por lipidios, tecido fibroso e células inflamatorias (STARY et
al. 1995), que invadem e obstruem o limen vascular e enfraquece a tinica média subjacente
(MARTINELLE et al. 2014). Embora qualquer artéria possa ser afetada, a aorta e os sistemas
vasculares cerebral e coronarios sdo os alvos principais (LINDEN et al. 2014; SPOSITO et al.
2007).

E uma doenca cronica multifatorial, lenta e progressiva, resultante de uma série de
respostas celulares e moleculares altamente especificas (MARTINELLE et al. 2014). Tem
mostrado uma caracteristica heterogénea ao longo do tempo, sendo uma doenca com
manifestacdes tanto agudas quanto crénicas (MOTTA et al. 2013; STEIN et al. 2010).

Doenca sistémica que afeta artérias em diferentes locais simultaneamente, mas com
diferentes graus de progressao, ela tende a instalar-se nas artérias que irrigam o coragdo
(artérias coronarias), cérebro (cardtidas, vertebral e cérebro) e as extremidades inferiores
(iliacas e femoral). Portanto, a presenga de envolvimento vascular num local em particular
esta associada com um risco aumentado de desenvolvimento em outros leitos vasculares
(GONZALEZ et al. 2004). A obstrucdo da luz vascular resulta em sindromes isquémicas
agudas, que compreendem os quadros de doenca arterial coronariana, doenca cerebrovascular
e doenca vascular periférica (FRANCOSO et al. 2002).

Suas manifestacdes clinicas dependem do leito vascular afetado. Na coronaria
manifesta pelo aparecimento da sindrome coronaria aguda, enfarte agudo do miocéardio ou
morte subita. No cérebro atende clinicamente como acidente vascular cerebral agudo ou
ataque isquémico transitério, e episodios repetidos podem levar a uma deméncia multi-
enfarte. Nas artérias periféricas, a expressao clinica € a claudicacdo intermitente ou isquemia
aguda dos membros inferiores. Estas manifestacdes clinicas podem ocorrer estenose
cronicamente do lumen arterial e angina estavel ou claudicacdo intermitente, ou de forma
aguda por ruptura abrupta da formacdo de placa e trombo como nas sindromes coronarias
acidente vascular cerebral agudo ou isquémico (LAHOZ et al. 2007; GONZALEZ et al.
2004).

Com grande relevancia em todo mundo a aterosclerose é uma doenca ndo
transmissivel (DCNT), sendo este processo patolégico mais relacionado a idade avancada,
apesar de, em muitos casos, se desenvolver em criangas e adolescentes (MOTTA, 2013;
PARPINELLI et al. 2010).
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E um processo insidioso, iniciando-se na infancia e progredindo para complicacdes
tromboticas na idade adulta e na populacdo geriatrica (CIMADON et al. 2010; CARVALHO
et al. 2001) inclusive existem evidéncias anatomopatoldgicas de que a formacdo da placa
aterosclerdtica inicia-se na infancia e progride lentamente até a vida adulta (FRANCOSO et
al. 2002).

2.1.3 CAUSA /| GENETICA DA DOENCA

Por muito tempo, a fisiopatologia da aterosclerose foi considerada meramente um
acumulo de lipidios na parede arterial. No entanto, nas Gltimas duas décadas, o crescente
desenvolvimento no campo da biologia vascular tem esclarecido que as lesdes ateroscleréticas
sdo de fato uma série de respostas celulares e moleculares altamente especificas e dindmicas,
essencialmente inflamatorias por natureza (GOMES et al. 2010; ROCHA et al. 2009).

Investigaces epidemiologicas indicam que a doenca aterosclerotica deriva de uma
complexa interacdo de multiplos fatores de risco e cada uma das doengas cardiovasculares
ateroscleroticas é claramente multifatorial e envolve uma variedade de fatores de risco de
predisposicdo metabolicamente ligados (KANNEL et al. 1995).

Embora permaneca incerta a etiologia da doenca, as evidéncias indicam que o evento
fundamental para o inicio das lesdes € o acimulo de lipoproteinas derivadas do plasma na
intima arterial (MARTINELLI et al. 2014; CASELLA et al. 2003). Desencadeia reagdes
celulares especificas, das quais a disfuncdo endotelial e o estado inflamatorio séo o0s
componentes principais associados a ativacdo do sistema imunolégico (REVISTA DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE HIPERTENSAO 2003; JANCZURA et al. 2015,
CASELLA et al. 2003), em que ha uma interacdo entre as células endoteliais ativadas,
lipoproteinas de baixa densidade modificada (LDLm), macrofagos, derivados de mondcitos,
células T, e a parede do vaso (MOTTA et al. 2013; CASELLA et al. 2003 ).

Células endoteliais ativadas expressam moléculas de adesdo que atraem e recrutam
monacitos e linfocitos sanguineos. Apds a ligacdo a camada endotelial, estes mondcitos
transmigram para o espaco sub intimal, e diferenciam-se em macrofagos. Macréfagos de
placas interagem com as células linfaticas, principalmente as células T, ingerem LDL
modificada via receptores de varredura e tornam-se células espumosas, promovendo, assim, a
formacdo de placas (MOTTA et al. 2013; CASELLA et al. 2003).

O inicio da doenca localiza-se preferencialmente em juncdes e curvas de artérias, em
que o fluxo € turbulento e as forgas oscilam, o que provoca uma diminuicdo da producdo de

oxido nitrico (NO), com um consequente aumento na permeabilidade endotelial, expressdo de
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moléculas de adeséo e citocina inflamatdria como fator de necrose tumoral (TNF-o). Nessas
areas, as condi¢des hemodinamicas junto com fatores de risco cardiovasculares causam
disfuncdo endotelial vascular, sendo a primeira fase da formacdo de lesdes ateroscleroticas
(BERK et al. 2001).

O processo-chave para o inicio da aterogénese € o deposito de lipoproteinas na parede
arterial e isso ocorre de maneira proporcional & concentragdo dessas lipoproteinas no plasma
(HANSSON, 2005; ROSS, 1999).

A injaria causada no endotélio também aumenta a adeséo de leucdcitos e plaquetas no
local da lesdo, bem como a sua permeabilidade, favorecendo a infiltracdo dessas células no
espaco subendotelial além de fazer com que o endotélio exerca propriedades pré-coagulantes
ao invés de anticoagulantes (SPOSITO et al. 2007; CASELLA et al. 2003).

Vaérias teorias foram propostas para explicar o inicio do processo inflamatério, a mais
aceita é a unido da hipotese de resposta a lesdo endotelial (SPOSITO et al. 2007) somada a
hipdtese oxidativa ( HANSSON, 2005).

O evento inicial também pode ser caracterizado pela diminui¢do da producdo de oxido
nitrico (NO) concomitante a liberacdo de varios mediadores inflamatérios e moléculas quimio
atraentes em resposta a injuria tecidual (SPOSITO et al. 2007).

Niveis altos de lipoproteina de alta densidade HDL-C s@o considerados como
importante bio-marcador de prevencdo ao desenvolvimento e evolucdo da doenca
aterosclerotica (BUCKLEY et al. 2015). A elevacdo dessa lipoproteina auxilia na remocéo de
LDL-ox da parede vascular, inibe a fixagcdo de moléculas de adesdo, diminuindo a passagem
de monadcitos para a camada sub intimal, além disso, estimula a liberacdo de NO. (BUCKLEY
et al. 2015).

A morte celular também €& um evento importante que ocorre durante o
desenvolvimento da placa aterosclerética e pode ser associado com a proliferacdo celular.
Apos décadas de pesquisas sobre 0os mecanismos de proliferacdo de células do musculo liso
vascular (VSMC), estudos tém sido realizados para compreender 0s mecanismos e papéis da
sobrevivéncia / apoptose das células do musculo liso no desenvolvimento normal de vasos e
patologia. O crescimento VSMC é agora visto como o resultado dos efeitos opostos da
proliferacdo celular e apoptose (MALLAT et al. 2000).

O componente genético da DA tem sido cada vez mais investigado e algumas

caracteristicas genéticas foram a ele associados (GUIMARAES, 2002).
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A DA, e suas diversas formas de apresentacdo, seja assintomatica ou sintomaética, tem
como fator genético associado uma relacdo de aproximadamente 20-60% (YANG et al. 2014;
XUMING et al. 2016). Uma complexa relacdo entre os fatores genéticos, fatores ambientais e
idade também merecem destaque no processo fisiopatoldégico da doenca (XUMING et al.
2016).

Além de fatores de risco para a aterosclerose tradicionais bem estabelecidos estudos de
associacdo ampla de genoma (GWAS) descobriram muitos loci genéticos que estdo fortemente
associados com tracos de doenca cardiovascular (DCV), incluindo a CAD clinicamente
aparente (GUIMARAES, 2002).

Atualmente, inimeras sdo as caracteristicas genéticas descritas e diretamente
relacionadas com o processo da aterogénese e trombogénese (SANTOS et al. 2011) e diversos
genes tém sido associados. Estudo sugere que, no futuro, ela podera ser utilizada para a
identificagdo de individuos de alto risco (ZHANG et al. 2014).

Apesar dos progressos substanciais no tratamento e prevencdo de aterosclerose e as
complicacbes tromboembdlicas relacionadas, continua a existir uma necessidade urgente de
desenvolver ferramentas de progndstico e planos terapéuticos individualizados. Os progressos
nessa direcdo defendem que uma melhor compreensdo da base genética da doenca
(GIBBONS, 1996).

Tal como acontece com outras doengas humanas complexas, aterosclerose
provavelmente resulta da interacdo entre varios fatores genéticos e ambientais. Ao contrario
das doencas mendelianas, a aterosclerose ndo é atribuivel a genes individuais. O mais
provavel, é a heranca de um conjunto de variantes de genes na forma de um U{nico
polimorfismo de nucleotideo (SNPs) que definem um individuo de susceptibilidade
aterosclerotica por respostas de modulacdo a fatores ambientais, como dieta e uso de fumo
(SEO et al. 2004).

Sendo a aterosclerose uma doenca de base multifatorial, os fatores genéticos atuam
como determinantes de risco para o desenvolvimento da mesma. Varios fatores genéticos se
relacionam a doenca, considera-se que mais de 400 genes possam estar envolvidos nos
processos de regulacdo da funcdo endotelial, hidratos de carbono, inflamacéao, coagulacéo e o
metabolismo dos aminoécidos e lipideos (MARINKOVIC et al. 2013; MARQUES e SA,
2011).

Grande parte destes genes relacionados a doenca aterosclerética sdo polimorficos, e

por codificarem proteinas envolvidas na fisiologia normal do endotélio, suas variacbes em
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determinadas situacOes poderdo contribuir para etiopatogénese molecular na doenca
cardiovascular (GAIO et al. 2014).

Individualmente, SNPs geralmente tém um ligeiro a moderado efeito sobre a fungéo
ou a quantidade de proteinas codificadas. No entanto, as combinacdes especificas de SNPs
pode ter um efeito dominante no desenvolvimento da aterosclerose. Conhecimento dos genes
cruciais e de genes variantes nos permitem gerar um fendtipo gendmico do paciente que
fornece o nivel de detalhe necessario para auxiliar no diagnostico e progndstico, e para 0
desenvolvimento de protocolos de tratamento personalizado (SEO et al, 2004).

Segundo MARQUES e SA (2011), nos ultimos 20 anos publicagbes sobre a
patogénese da doenca cardiovascular relacionada com a genética aumentaram em cinco vezes
visando compreender melhor os polimorfismos dos genes e marcadores de inflamagéo, a fim
de elucidar os aspectos intrinsecos envolvidos na aterosclerose e na doenga coronaria.

2.1.4 ATEROTROMBOSE

A migracé&o e proliferagdo das células musculares lisas da camada média arterial para a
intima estimuladas por mediadores da inflamagcdo passam a produzir citocinas, fatores de
crescimento e também matriz extracelular, que formara parte da capa fibrosa da placa
aterosclerotica (HANSSON, 2005).

A formacéo dessa placa € um processo irreversivel, na qual é observado a destrui¢do da
arquitetura da parede vascular, e se constitui de células espumosas, debris celulares
(provenientes de apoptose e consequente necrose), esteres de colesterol, calcio, musculatura
lisa e matriz extracelular (responsavel pela capa fibrosa) (CASELLA et al. 2003; XAVIER et
al. 2013).

Dependendo da atividade inflamatdria apresentada podemos classificar as placas
ateromatosas como instaveis e estaveis. As placas estaveis caracterizam-se por predominio de
colageno, organizado em capa fibrosa espessa, escassas células inflamatorias e nucleo lipidico
e necrotico de proporcdes menores (HANSSON, 2002).

As placas instaveis apresentam atividade inflamatdria intensa, com grande atividade
proteolitica, ndcleo lipidico e necrdtico proeminente e capa fibrotica ténue (HANSSON,
2002). A ruptura da placa aterosclerética leva a exposicdo do material do nucleo necrético
altamente trombogénico, com a ativacdo plaquetaria e posterior formacdo de trombos que
podem bloquear o fluxo de sangue in loco, ou romper e entrar na corrente sanguinea,

impedindo outros vasos com diametro menor. Este processo, também conhecido por
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aterotrombose, é um dos principais determinantes das manifestagdes clinicas da aterosclerose
(GAMBARDELLA et al. 2016; XAVIER et al. 2013).

Essa resulta do enfraquecimento da lesdo aterosclerética por maior contetdo de
lipideos, eventos inflamatdrios, apoptose e aumento da degradacdo da matriz na lesdo
vascular ja formada. A ativacdo do receptor AT1 aumenta a deposi¢cdo de lipides, inicia o
processo inflamatdrio por producdo de interleucina (IL-6), estimula a apoptose da célula
muscular lisa vascular e aumenta a atividade de metalo proteinases da matriz, todos processos
contribuintes para o enfraquecimento da cépsula da placa e para a consequente ruptura
(FAVARATO, 2003).

2.1.5 FATORES DE RISCO

Diversos fatores de risco como dislipidemia, hipertensdo arterial ou tabagismo levam a
uma agressdao no endotélio vascular. Como consequéncia, a disfuncdo endotelial, a
permeabilidade da intima as lipoproteinas plasmaticas aumenta, favorecendo assim a retengéo
das mesmas no espaco subendotelial (HANSSON, 2005; ROSS, 1999).

A relacdo entre estilo de vida individual, em particular o tabagismo, estresse
psicossocial ou trabalho e falta de atividade fisica regulam com morbidade e mortalidade por
doengas cardiovasculares (SODERSTROM et al. 2014; JANCZURA et al. 2015). A presenca
da doenca esta associada a fatores de risco, como hipercolesterolemia, Diabetes Mellitus
(DM), hipertensdo arterial sistémica, historia familiar, hipertrigliceridemia, hiper-
homocisteinemia e infeccdo por virus e bactérias intracelulares (JANCZURA et al. 2015).

Os habitos alimentares inadequados e 0 sedentarismo, que caracterizam a sociedade
atual, constantemente englobam, além da inflamacdo vascular como fatores que também
desencadeiam a aterosclerose (POPE et al. 2003).

Sexo, idade, raca e genética, sdo as caracteristicas inerentes ao individuo e, portanto
ndo passiveis de modificacbes ja as caracteristicas comportamentais, estilo de vida,
tabagismo, dieta, sedentarismo, ingesta de alcool e uso de anticoncepcionais, sdo formas de
comportamento e habitos determinados pelo ambiente psico-socio-econdmico do individuo,
portanto passiveis de modificagdes (MOTTA et al. 2013) .

As patologias ou disturbios metabdlicos, a exemplo da hipertensdo arterial sistémica
(HAS), obesidade, hiperlipidemia, Diabetes Mellitus representam desvios e alteracdes
hemodinamicas, enddcrinas ou metabdlicas geradas por uma combinacdo de caracteristicas
genéticas e ambientais que aumentam o risco da doenca, isoladamente ou interagindo com

outros fatores de risco cardiovascular (MOTTA et al. 2013).
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Considerado como um distdrbio endécrino por apresentar um defeito de secrecéo e/ou
acdo da insulina produzida pelo pancreas, o que leva a utilizagdo inadequada de glicose pelos
tecidos resultando na hiperglicemia, o Diabetes Mellitus esta associada ao risco relativo de
morte por eventos cardiovasculares, ajustado para a idade. Em diabéticos esse risco é trés
vezes maior do que o da populacdo em geral (VIANA et al. 2011; SANTOS et al. 2008).

A doenca arterial coronariana ocorre mais comumente em diabéticos do que na
populacdo em geral, afetando mais de 55% dos pacientes. O Diabetes Mellitus é fator de risco
maior para a doenca cardiovascular independente, mesmo apds ajustada para idades mais
avancadas, hipertenséo arterial sistémica e tabagismo (GUS et al. 2002).

O Diabetes Mellitus (DM) contribui para a aterosclerose através a formacdo de
produtos avancados de glicagdo (AGE) que prejudica o transporte de colesterol dos
macrofagos arteriais ao figado. A albumina-AGE reduz a remocéo de colesterol celular pelas
HDL e apo A-l, por diminuir a expressao dos receptores de HDL, ABCA-1 (AHMED et al.,
2007; CARNEIRO et al. 2003).

Do ponto de vista etiopatogénico, a glicolisacdo excessiva das proteinas decorrente de
niveis elevados de glicemia gera uma resposta inflamatoria em nivel endotelial, derivada da
unido desses produtos a receptores especificos na superficie endotelial, cuja producdo é
estimulada pela presenca dessas glicoproteinas (AHMED et al. 2009). A intensidade da
participacdo destes fatores de risco no desenvolvimento da doenca coronariana depende dos
componentes ambientais e das caracteristicas genéticas de cada individuo ou de uma
populacdo (GUIMARAES, 2002).

Mecanismos toxicos da glicose direta sobre a vasculatura, a resisténcia a insulina e a
associacdo do Diabetes Mellitus a outros fatores de risco contribuem para o desenvolvimento
da doenca aterosclerdtica (VIANA et al. 2011; SANTOS et al. 2008; RABELLO, 2001)

A hipertensdo contribui significativamente para o desenvolvimento de todas as
doencas cardiovasculares aterosclerdticas, incluindo acidente vascular cerebral, doenca
coronariana, insuficiéncia vascular periférica e insuficiéncia cardiaca (ALMEIDA et al.
2003). Ela acelera a aterogénese, aumentando o risco de eventos cardiovasculares em duas a
trés vezes, incluindo o risco de doenca arterial coronariana, sua sequela mais comum
(ALMEIDA et al. 2003).

A angiotensina Il € um potente vaso constrictor e estd frequentemente elevada em
pacientes com hipertensdo. Além de causar hipertensdo, que podem contribuir para a

aterogénese atraveés da estimulacdo do crescimento do musculo liso ligando-se a receptores
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especificos, resultando na ativacdo de fosfolipase C, o que pode levar a um aumento das
concentragdes do calcio intracelular e contracdo do musculo, aumento da sintese de proteinas,
e hipertrofia do musculo liso. Também aumenta a atividade lipoxigenase do musculo liso, o
que pode aumentar a inflamac&o e a oxidacdo de LDL (GUIMARAES, 2002).

Um importante elo entre o sistema angiotensina e a aterosclerose é a producdo de
radicais livres de O2 pela ativagdo dos receptores AT1, 0 que pode levar ao estresse oxidativo,
fendmeno que esta na base da disfuncdo endotelial e aterosclerose. Os radicais de O2 séo
responsaveis pela oxidacdo de lipides e pela expressdo de um variado elenco de genes
responsaveis pela modulacdo e transcricdo de moléculas pré-inflamatérias, tais como as
moléculas de adesdo das células vasculares (VCAM-1), de adesdo intercelular (ICAM-1) e
atratoras de monocitos (MCP-1), todas participantes da génese e progressdo do processo
aterosclerotico (FAVARATO et al. 2003).

Os radicais livres do oxigénio participam de vérias vias sinalizadoras metabolicas
celulares normais, inclusive aquelas relacionadas ao crescimento normal de células
musculares lisas. Contudo, quando em excesso, como no chamado estresse oxidativo, levam a
disfuncao endotelial e a aterosclerose (FAVARATO et al. 2003).

A relacdo de risco de hipertensdo arterial e aterosclerose ocorre de modo direto e
através do aglomerado de outros fatores de risco intimamente relacionados com a presenca de
hipertenséo, além do fator mecanico representado pela elevacdo da pressao arterial, a mesma
funciona como um marcador da presenca de outros fatores de risco de aterosclerose
(JANCZURA, 2015). A hipertensdo é um fator maior de risco de aterosclerose, juntamente
com dislipidemia, tabagismo e diabetes (LAHOZ et al. 2007; MANSUR, 2000). A sua
importancia clinico-epidemiologica é decorrente de uma elevada prevaléncia e incidéncia
aliadas a uma potente acédo direta como fator de agressdo vascular (FAVARATO et al. 2003).

As células endoteliais vasculares sdo continuamente expostos a uma gama de forcas
hemodinamicas que tém um grande impacto sobre a sua estrutura e funcdo celular. As
variac@es no fluxo sanguineo desempenham um papel importante no crescimento ou regressao
dos vasos, e no desenvolvimento da aterosclerose focal. A ligacdo entre a estimulacdo
mecanica e sobrevivéncia ou morte celular foi, portanto, sugerido (MALLAT et al. 2000).

Risco agregado a hipertensdo e que concorre para a aterosclerose € a presenca de
dislipidemia. Hipercolesterolemia (CT > 200 mg/dL), pode estar presente em até 80% dos
hipertensos, dependendo do grupo estudado, sendo mais frequente acima dos 50 anos,

principalmente em mulheres. Atualmente, com a epidemia de sobrepeso/obesidade, a qual é
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muito frequente em hipertensos, um outro padrdo de perfil lipidico vem aumentando a sua
prevaléncia, caracterizado por hipertrigliceridemia (> 150 mg/dL), frequentemente mais
intensa que a hipercolesterolemia, associada a valores diminuidos do HDL-C (< 40 mg/dL)
(JANCZURA, 2015).

A presenca desse perfil lipidico, denominado dislipidemia aterogénica, aumenta ainda
mais o risco de aterosclerose no hipertenso por se associar a uma producdo mais elevada de
LDL pequenas e densas, de elevado poder aterogénico (JANCZURA, 2015), esses penetram
com maior facilidade na parede dos vasos, causando uma lesdo no endotélio dando inicio a
formacdo da placa (HANSSON, 2005; ROSS, 1999), evidéncias indicam que o evento
fundamental para o inicio das lesGes é o acimulo de LDL derivadas do plasma na intima
arterial (MARTINELLI et al. 2014; CASELLA et al. 2003) e isso ocorre de maneira
proporcional a concentracdo dessas lipoproteinas no plasma (HANSSON, 2005; ROSS,
1999).

A elevacédo da lipoproteina de alta densidade (HDL-C) circulante auxilia na remogéo
de LDL-ox da parede vascular, inibe a fixacdo de moléculas de adesdo, diminuindo a
passagem de monaocitos para a camada sub intimal, além disso, estimula a liberacdo de oxido
nitrico (NO) (SANTOS et al. 2008; BUCKLEY et al. 2015), sendo assim niveis diminuidos
de HDL-C ¢é um fator de risco para o desenvolvimento e evolucdo da doenca aterosclerética
(BUCKLEY et al. 2015).

Apesar de no Brasil sociedade ainda conviver com a fome que atinge milhdes de
pessoas, existem também milhdes de brasileiros que apresentam um consumo energético
excessivo, levando ao sobrepeso/obesidade, importante fator de risco cardiovascular, que
envolve criancas, adolescentes e adultos (GUIMARAES, 2003).

A obesidade é considerada doenca crénica de carater multifatorial. Fatores ambientais
e estilos de vida ndo-saudaveis, como por exemplo, maus habitos alimentares e sedentarismo
desempenham um papel preponderante, apesar dos fatores genéticos atuarem como co-fatores,
aumentando a susceptibilidade de ganho de peso (SANTQOS, 2008).

A qualidade da energia consumida também condiciona o risco cardiovascular pelo
excesso de gordura saturada, colesterol, aclcar e sal. Dessa equacdo de risco participa o
sedentarismo, favorecendo o acUmulo de energia, que leva ao sobrepeso/obesidade
(SANTOS, 2008; GUIMARAES, 2003).

Além disso, o tecido adiposo libera um grande nimero de mediadores bioativos que

influenciam ndo s6 a homeostase do peso corporal, mas também a resisténcia a insulina, bem
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como alteracGes em lipidios, pressdo arterial, coagulagdo, fibrindlise e inflamagdo, levando a
disfuncdo endotelial e aterosclerose (GAAL et al. 2006).

Dentre os hébitos sociais desponta o tabagismo, outro fator de risco maior, cuja
causalidade em relacdo a aterosclerose esta diretamente relacionada a liberacéo de radicais de
O2 livres, altamente agressivos para o endotélio vascular e que se adiciona ao risco de
aterosclerose em muitos hipertensos (JANCZURA, 2015; GUIMARAES, 2003). O cigarro
duplica o risco na doenca arterial coronariana e 30% delas sdo atribuidas ao nimero de
cigarros fumados (GUS et al. 2002)

O tabagismo estéa entre os fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento da
aterosclerose pois diminui as concentraces sanguineas de HDL, o que esta associado a uma
disfungdo endotelial significativa, sendo fortemente associado a prevaléncia de lesdes
ateroscleroticas avangadas, principalmente na aorta abdominal (RABELO, 2001; SANTOS et
al. 2008).

O efeito do consumo de bebidas alcodlicas sobre a incidéncia da doenca
aterosclerotica € um caso particular, pois ndo so a intensidade do efeito, mas as interacdes
com os outros fatores de risco dificultam a compreensao de seu impacto real, seja ele benéfico
ou deletério (FOPPA et al, 2001). Décadas de pesquisas epidemiologicas tém demonstrado
que a aterosclerose tem uma etiologia multifatorial, dificultando a analise quantitativa e
qualitativa de um fator de risco isoladamente, os quais interagem entre si (DAMIANI et al.
2004).

Estudos populacionais sugerem que o consumo moderado de bebidas alcoolicas
protege contra doenca coronariana e cardiovascular (TABARA et al. 2016; DAMIANI et al.
2004; RIMN et al, 1996; MARMOT et al, 1991,). O consumo de 1-2 doses diarias de alcool
propicia uma reducdo de 20-40% de eventos cardiovasculares em relacdo aos individuos
abstémios, observando-se um aumento progressivo das doencas atribuidas ao consumo de
alcool com doses maiores (FOPPA et al, 2001).

Embora haja evidéncias de efeitos benéficos do uso moderado das bebidas alcodlicas
(KIECHL et al 1998), hé estudos apontando um maior risco de doenca coronariana associado
ao padrdo de uso do alcool do tipo “beber excessivo” (MCKEE ; BRITON 1998). McKee e
Britton (1998) observaram que os individuos com alto consumo de alcool (tipo “beber
excessivo”) adquiriram alteragdes nas lipoproteinas de baixa densidade, sem apresentar os

efeitos cardioprotetores nas lipoproteinas de alta densidade.
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A compreensdo dos inimeros efeitos do consumo de bebidas alcoolicas, sobre os
fatores de risco e a prépria doenga cardiovascular é indispensavel para o desenvolvimento de
estratégias e intervencdes que visem a reducdo de morbimortalidade (FOPPA et al. 2001).

A maioria das doengas cardiovasculares € poligénica, onde as caracteristicas herdadas
sofrem influéncia de fatores ambientais (LEE et al 2006). O fator de risco define que certos
estilos de vida promovem tracos aterogénicos em pessoas geneticamente susceptiveis e que,
depois de exposicdo prolongada, resultam em uma circulacdo arterial comprometida e
culmina com eventos clinicos (KANNEL et al. 1995).

Na prética clinica, a investigacdo do provavel componente hereditério, influenciando o
desenvolvimento da aterosclerose, faz-se basicamente pela presenca de doenga coronariana
precoce nos pais (pai com menos de 55 anos e mde com menos de 65 anos), ou irmaos com
doenca coronariana (MANSUR, 2000).

2.1.6 PREVALENCIA

A Doenca Aterosclerética (DA), em suas diversas apresentacdes, que inclui doenca
coronariana, acidente vascular encefalico isquémico, doencga obstrutiva crénica periféerica,
aneurismas, e demais complicacdes, sdo responsaveis pela principal causa de incapacidade e
mortalidade no Brasil e no mundo (YANG et al. 2014; LOTUFO, 1998; GUS et al. 2002).

As doencas cardiovasculares sdo responsaveis por 18 milhdes de mortes ao ano no
mundo, sendo as doencas isquémicas do coracao e as doencas cerebrovasculares responsaveis
por dois tercos desses Obitos e por, aproximadamente, 22% dos 55 milhdes de dbitos por
todas as causas (BEAGLEHOLE et al 2001).

As cardiopatias representam importante problema de salde em todo o mundo,
representando os mais altos custos em assisténcia médica (GUS et al, 2002). No Brasil sdo
responsaveis por cerca de 20% de todas as mortes em individuos acima de 30 anos
(MANSUR et al. 2012).

Os dados apresentados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2010), através da sintese de indicadores de satde, em 2010, com coleta de dados em 2008,
confirmam que as doencas circulatérias apresentam maior percentual de 6bito no adulto,
29,5%, enquanto a segunda maior, as neoplasias, respondem por pouco mais da metade,
15,6%. De acordo com distribui¢cdo demografica por regido, a que apresentou maior indice de
doencas circulatorias foi a regido sul (30,2%), seguida pelas regides sudeste (30%), nordeste
(29,7%), centro-oeste (28,8%) e norte (22,6%). Em relagdo a distribuicdo por género 0s

homens apresentaram 26,9% e as mulheres 33%.
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Segundo o Ministério da Saude, ocorreram 962.931 mortes em individuos com mais
de 30 anos no ano 2009. As doencgas isquémicas do coracdo (DIC) foram responsaveis por
95.449 mortes e as doencas cerebrovasculares (DCbV) por 97.860 no total as causas
cardiovasculares atribuiveis a aterosclerose foram responsaveis por 193.309 mortes
(MANSUR et al. 2012).

2.2 POLIMORFISMO

Todos os seres humanos sdo praticamente idénticos no nivel genético, e o conjunto
completo de genes e outros aspectos da sequéncia do DNA s&o essencialmente os mesmos. A
maior parte do DNA de qualquer individuo, por volta de 99,5%, é exatamente a mesma
comparada com qualquer outro individuo (GOLDSTEIN et al. 2005).

Dentro de uma espécie, os cromossomos homdlogos séo bastante similares entre si,
mas em determinadas localizagbes do cromossomo (loci) pode haver variabilidade na
sequéncia do DNA (ROCHA et al. 2007), essas diferencas entre individuos sdo chamadas de
polimorfismos (COSTA et al. 2007).

Polimorfismos sdo definidos como variantes genéticas que estdo presentes na
populacdo em uma frequéncia maior que 1%. Ja as variantes de sequéncia de DNA que estdo
presentes em uma frequéncia menor que 1% na populagdo séo arbitrariamente chamados de
mutacdo (COSTA et al. 2007) (ROCHA et al. 2007).

A frequéncia de alelos heterozigotos para o polimorfismo genético ocorre em mais de
2% da populacdo. Algumas dessas alteracdes ocorrerem em sequéncias ndo codificadoras do
gene, que na maioria dos casos nao terdo efeito em suas funcBes; outras ocorrerdo em
sequéncias codificadoras, levando a producéo de proteinas defeituosas (LIMA, 2006).

Os polimorfismos sdo responsaveis pela diversidade humana, diferentes fen6tipos séo
decorrentes de diferentes polimorfismos, como, por exemplo, o sistema ABO (OLSSON et
al., 2001), mas também podem influenciar diretamente sobre fatores de risco associados a
doencas comuns (ROCHA et al. 2007). Podem atuar como marcadores genéticos, ja que sao
transmitidos associados a outros genes localizados na regido cromossémica proxima a eles
(linkage) (XAVIER et al. 2013).

Existem milhGes de polimorfismos no genoma humano e o nimero de estudos na
tentativa de associar o polimorfismo genético com uma doenca ou a susceptibilidade a doenca

vem crescendo exponencialmente (XAVIER et al. 2013).
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2.3 GENE p53

O p53 € um gene supressor tumoral cldssico, conhecido como “guardido do genoma”,
age na regulacdo do desenvolvimento e do crescimento celular. Localizado no l6cus 17p13
(brago curto do cromossoma 17, regido 1 banda 3), esse gene possui 20 Kb e é composto por
11 éxons, sendo o primeiro ndo codificante, é altamente conservado, apresentando homologia
estrutural entre diferentes espécies. O gene p53 codifica a sintese de uma fosfoproteina
nuclear de 53 kDa e 393 aminoacidos, denominada proteina p53 em funcdo de seu peso
molecular ( KUNG; MURPHY, 2016; LIMA, 2006; CAVALCANTI et al. 2002,
SYVANEN, 2001; LEVINE, 1997; CHANG, 1995).

Figura 1. Gene p53, cromossomo: 17; Posicdo: 17p13.1 (LAGARES, 2017)

A proteina p53 foi descrita pela primeira vez em 1979 em estudo com o virus "simian
40 (SV40)" e 0 antigeno T (LIMA, 2006; KRESS, 1979) e desde entdo foram publicados mais
de 35.000 artigos sobre este tema (KRESS, 1979). Esta proteina tem elevado nivel de
expressdo em tumores e em células transformadas (CAVALCANTI et al. 2002; SYVANEN,
2001).

A forma funcionalmente ativa (tipo selvagem), apresenta uma estrutura molecular
tetramérica, ou seja, com quatro subunidades basicas idénticas que se juntam, constituindo a
forma funcionalmente ativa da molécula (CAVALCANTI et al. 2002; LEVINE et al. 2006).

Cada unidade bésica da proteina p53 é formada por quatro dominios: (1) dominio de
transativacdo localizado na regido amino-terminal, que compreende os oitenta primeiros
aminodacidos; (2) dominio de ligacdo ao DNA (localizado entre os residuos 100 e 300)
representa a parte central, sendo responsavel pela capacidade de ligacdo com a molécula de
DNA,; (3) dominio de oligomerizacéo e (4) dominio de tetramerizacdo. Os dois ultimos estdo
localizados na porgéo carboxi-terminal da proteina (CAVALCANTI et al. 2002; SYVANEN.
2001). Células normais apresentam niveis extremamente baixos de p53, pelo fato dessa

proteina ser rapidamente degradada apds a sintese (SYVANEN, 2001).
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5'UTR F'UTR

2 3 4 5 & 7 k] 9 10 11
125 | 33.125 | 187.224 262:306 332.367
26-32 126-166 225-261 307-331 368-393
Regido amino-terminal Regido central porgdo carboxi-terminal
Dominio de
Dominio de Dominio de ligagdo Dllguml?rl_zal;ao €

e sequencia especificado DCIITIII"IICIdEm

transativacso i tetramerizac3o

1] RegiSc codificante do gene p53 [exons 2 acll)

I UTR - regido ndotraduzida

Figura 2: Representacdo esquematica de organizagdo gendmica do gene TP53 e dos diferentes dominios
proteicos da proteina p53 (LAGARES, 2017).

A p53 ¢ ativada quando ocorre dano a0 DNA, por sinais exdgenos e end0genos
(SYVANEN, 2001). A consequéncia da regulacdo bioldgica positiva da p53 é a indugdo de
vias que conduzem a parada do ciclo celular ou apoptose (YONISH, 1997). A p53 desacelera
a progressdo do ciclo celular quando se liga ao local danificado do DNA (SYVANEN, 2001),
ativada ela causa entdo a transativacdo do gene p2l-waf e ativacdo da proteina p21, que
interage com o receptor de ciclina dependente de quinases 2 (cdk2), que estimula a divisao
celular. Quando a p21 forma complexos com cdk2, a célula é impedida de avancar para o
proximo estagio da divisdo celular bloqueando as células na fase G1 do ciclo celular (EL-
DEIRY, 1998; LEVINE, 1997; DULIC, 1994) dando tempo para que ocorra o reparo do
DNA. Caso o dano seja irreparavel, a proteina p53 atua causando apoptose das células e isso
contribui para protecdo do organismo contra acumulo de mutacdes genéticas dificultando
assim a ocorréncia de células geneticamente instaveis e com predisposi¢do a transformacao
maligna. Quando mutada, a p53 deixa de ativar a producdo de p21, tornando a divisao celular
processo descontrolado (SYVANEN, 2001).

O polimorfismo ocorre por simples substituicdo de uma base no cddon 72 que resulta
em alteragdo estrutural da proteina p53 (SYVANEN, 2001). As proteinas p53 mutantes, que
diferem do tipo selvagem em apenas um residuo de aminoacido, geralmente perdem a
capacidade de se ligar ao DNA e sdo, assim, funcionalmente inativas. As mutacGes da p53
geralmente sdo encontradas nas regides conservadas da proteina, e cerca de 74% dessas
mutacdes sdo missense (troca de um nucleotideo) ( PIETENPOL et al. 1994). Havendo uma

alteracdo funcional de p53, ndo ha reparo eficiente do DNA, e as muta¢Ges acumulam-se nas
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células em divisdo, que podem entdo, em um dado momento, sofrer transformacdo maligna
(SIGAL et al. 2000).

No cddon 72 do éxon 4 do gene p53 mostra um polimorfismo caracterizado por uma
substituicdo de guanina (G) por uma citosina (C) que determina a alteracdo do aminoécido
arginina por prolina na proteina. A mudancga de amino&cido afeta propriedades bioquimicas e
funcionais de p53 (BOTTINI et al. 2012). Assim o cddon 72 codifica um aminoécido arginina
(CGC) e um prolina (CCC), correspondendo a arginina/prolina (arg/pro) (SYVANEN, 2001)
(Figura 3). De acordo com a possibilidade desses alelos existente, é possivel criar trés
genotipos diferentes, tais como arg/arg, pro/arg, pro/pro (KUNG; MURPHY, 2016;
LEVINE, 1997).

1 50 60 50 100 290 323 356 370 393

e

66 79

ATG CCA GAG GCT GCT CCC CCC GTG GCC CCT GCA CCA GCA GCT
MET PRO GLU ALA ALA PRO PRO VAL ALA PRO ALA PRO ALA ALA

ATG CCA GAG GTC GCT CCC CGC GTG GCC CCT GCA CCA GCA CGT
METPRO GLU ALA ALA PRO ARG VAL ALA PRO ALA PRO ALA ALA

Figura 3: Localizacdo do polimorfismo no cédon 72 do gene TP53. (LAGARES, 2017)

Esta substituicdo conduz a diferencas entre as duas variantes quanto a sua ligacédo dos
componentes da transcricdo do gene, a ativacdo da transcricdo e a inducdo de apoptose
(DOOSTI et al. 2011; THOMAS et al. 1999).

Estudos recentes em linhas de células que contém versdo indutivel de codificacdo das
variantes arginina e prolina em variantes de células com p53 enddgeno demonstraram que a
variante arginina € capaz de induzir a apoptose, pelo menos, cinco vezes melhor do que a
variante prolina (DOOSTI et al. 2011; SMITH et al. 2007), enquanto que a variante prolina
promove um fendtipo mais forte parada do ciclo (KUNG; MURPHY, 2016). Além de levar a
apoptose mais rapido a variante arginina reprime a alteracdo mais competente do que a
variante prolina (THOMAS et al. 1999).

2.4 POLIMORFISMO DO p53 E A ATEROSCLEROSE

Embora a teoria inflamatdria da aterosclerose seja 0 mais proeminente, observacdes
apontam para caracteristicas biolégicas comuns entre cancer e aterosclerose (BENEDITTI et

al. 1973), essas caracteristicas sugerem possivel associagdo de p53 com doencas
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aterosclerdticas, mas os dados sobre essa relagéo sdo controversos, sugerindo interagdes com
outras variaveis (BOTTINI et al. 2012).

Além disso p53 € uma proteina de supressdo tumoral conhecido por participar do
controle do ciclo celular podendo levar a célula a apoptose (MACCHIONI et al. 2007), esta
envolvida também na regulacdo do crescimento de células do musculo liso vascular (VSMC) (
LEVINE et al. 2008).

A apoptose, ou morte celular programada, que normalmente ocorre durante o
desenvolvimento e idade adulta, ¢ um mecanismo homeostatico que mantém a populacéo do
tecido celular. E um sistema fisiolégico usado para morte celular, que estad envolvido na
embriogénese, na renovacgdo celular e remocdo de tecidos infectados, danificados ou células
mutadas. Esta também implicado na patogénese de muitas doencgas incluindo aterosclerose e
suas complicacbes (MALLAT et al. 2000). Segundo KOJIMA et al. (2004) a apoptose é
conhecida por causar um certo numero de doengas vasculares comuns e ameacadoras,
incluindo aterosclerose.

Uma vez que o endotélio vascular estd envolvido em varios processos fisioldgicos, a
apoptose de células endoteliais (e disfuncdo) podem constituir um primeiro passo em uma
variedade de situagdes patologicas (KOJIMA et al. 2004). Varios dados sugerem que a
apoptose é o principal evento que ocorre durante o desenvolvimento e progressdo da placa
aterosclerotica (MALLAT et al. 2000).

Além de associacdo da apoptose com o desenvolvimento de lesbes ateroscleréticas,
apoptose também desempenha um papel importante em acontecimentos criticos de progressao
da doenca em que ha uma erosdo da placa e formacao de trombos levando a ocluséo do vaso e
infarto. As células em apoptose tém atividade pro-coagulante, aderindo a elas plaquetas
(BOMBELLI et al. 1999; BOMBELI et al. 1997)

Observacbes que a morte celular ocorre na aterosclerose foram feitas
por VIRCHOW em 1858 (FERNANDEZ et al. 2011). A apoptose parece desempenhar um
papel significativo em muitos eventos vasculares ou doencas relacionadas. Uma énfase
particular € colocada sobre o papel potencial de apoptose na aterosclerose e restenose (
HAMET et al. 1996; VIRCHOW, 1989). Estudos feitos por THOMAS et al (1976)
mostraram que a morte celular € um evento importante que ocorre durante o desenvolvimento
da placa aterosclerética e pode ser associado com a proliferacdo celular (DIEZ et al. 1998).
Segundo BENNET et al. (1995) a apoptose de células do musculo liso vascular humano é

regulada por produtos génicos especificos e citocinas locais que atuam como fatores de
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sobrevivéncia. A apoptose pode, por conseguinte, regular a massa de células na parede arterial
normal e as taxas mais elevadas de apoptose observada em células do musculo liso da placa
pode, contribuir para a ruptura de placas e, portanto, para a sequelas clinicas da aterosclerose.
(THOMAS et al. 1976)

Acredita-se que LDL oxidada (oxLDL) seja a principal molécula que provoca lesdo
do endotélio levando a um evento precoce de aterogénese. No entanto, os mecanismos pelos
quais a oxLDL lesiona as células endoteliais sdo inteiramente desconhecido. Um trabalho
realizado por DIMMELER et al. (1997) em células humanas endoteliais da veia umbilical
concluiu que essa molécula ativa a via que leva a apoptose de células endoteliais.

Células endoteliais fornecem propriedades anticoagulantes potentes, evitando a adesao
de plaquetas, bem como a iniciacdo da coagulacdo. No entanto, quando expostos a estimulos
pro-inflamatorios no endotélio é rapidamente transformado em uma superficie pro-
coagulante, promovendo a formacéo de trombos. Essa teoria foi confirmada por BOMBELI et
al. (1999), quando fez um estudo com ceélulas humanas endoteliais da veia umbilical. O
objetivo era determinar se as células endoteliais em apoptose se tornaria pro adesivas para
plaquetas ndo ativadas e se plaquetas iria tornar-se ativadas através do contato com células
endoteliais apoptoticas. Este estudo forneceu provas adicionais de que as células endoteliais
que sofrem apoptose contribuem para episodios tromboticos.

BLIN et al. (2011) avaliou a expressao diferencial de 11 genes suscetiveis associados
a patogénese da aterosclerose, dentre eles 0 p53. Esse estudo demonstrou que a expressao do
gene p53 foi significativamente aumentada em amostras ACAT (amostras de tecido
aterosclerotica da artéria coronaria) em comparacdo com amostras NCAT (amostras de tecido
arterial coronariana nao aterosclerética). O nivel de expressdao de p53 € baixa em células
normais, mas ricos em linhas de células transformadas sugerindo que o gene p53 contribui
para a progressao do desenvolvimento da aterosclerose (KOJIMA et al. 2004).

Quando uma célula apresenta um alelo do gene p53 normal e outro mutado, a funcéo
da proteina p53 fica comprometida, visto que a maioria dos tetrameros da molécula
apresentara pelo menos uma das subunidades alterada, como por exemplo, a troca de um
aminodacido (PINTO et al. 2002). A forma ativa da proteina p53 tem vida média muito curta
(em torno de 6 minutos), devido a sua rapida degradacdo, o que torna extremamente dificil a
sua deteccdo. Ao contrario, as formas mutadas ou inativas tendem a acumular-se no ndcleo

das células, podendo ser facilmente detectadas por métodos imunolégicos como a
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imunocitoquimica, imuno-histoquimica, Western blot ou citometria de fluxo (SIGAL et al.
2000), além de métodos moleculares.

O conhecimento do perfil genético pode beneficiar individuos mais suscetiveis com
instituicdo precoce de medidas preventivas e/ou medicamentosa com melhor determinagéo
progndstica e maior sobrevida.

2. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar o polimorfismo do gene p53 em um grupo de individuos com diagnostico de
aterosclerose e em um grupo controle.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar o polimorfismo do gene p53 nos grupos caso e controle;

Verificar a frequéncia dos gendtipos (Arg/Pro, Arg/Arg e Pro/Pro) do polimorfismo de
p53 nos pacientes com aterosclerose e no grupo controle;

Verificar a relacdo entre o polimorfismo do gene p53, doenca aterosclerética e os
fatores de risco: género, tabagismo, etilismo, diabetes mellitus, hipertenséo arterial sistémica e
dislipidemia nos individuos dos grupos caso e controle.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 CASUISTICA

Foram coletadas amostras de sangue periférico de 300 pacientes no periodo de outubro
de 2014 a fevereiro de 2015, do Servico de angiologia/cirurgia vascular e cardiologia da
clinica Angiogyn, situada no municipio de Goiania, para estudo caso-controle. Destes
pacientes 200 apresentavam previamente diagnostico de doenca aterosclerotica, seja de
localizagdo periférica e/ou central, avaliados através de historia clinica, exame fisico e
confirmados através de angiografia, e 100 amostras para o grupo controle baseado nas
manifestacdes clinicas e método de imagem ndo invasivo.

Os critérios de inclusdo para os pacientes portadores de doenca aterosclerética foram
idade superior a 38 anos, presenca de sintomas para doenca aterosclerética (dor precordial,
claudicacdo intermitente, dor em repouso em membros inferiores e/ou AVC isquémico com
doenca carotidea comprovada), comprovacdo da doenca através de exame de imagem
(angiografia coronaria, carotidea e/ou periférica), que assinaram ao termo de consentimento
livre e esclarecido — TCLE- (apéndice Il), e concordaram em responder a entrevista da

pesquisa (apéndice I).
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Para o grupo controle foram adotados como critérios de inclusdo: individuos com
idade superior a 38 anos e que ndo apresentaram diagnostico de doenca aterosclerotica, bem
como nenhum dos fatores de risco, incluindo Hipertensdo Arterial Sistémica, dislipidemia e
Diabetes Mellitus. Foram avaliadas por histéria clinica, exame fisico e/ou exames de imagem
ndo invasivos - Eco color Doppler de car6tidas sem evidéncia de placa ateromatosa e sem
espessamento mio-intimal (Complexo mio-intimal< 1 mm) e que concordaram em assinar
termo de consentimento livre e esclarecido — TCLE - (apéndice Ill), e responderam ao
questionario da pesquisa. O projeto foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa/Sistema Nacional de Informacbes Sobre Eticas em Pesquisas envolvendo Seres
Humanos CEP/PUC GOIAS (Numero: 35321614.3.0000.0037).

Na avaliacdo dos pacientes quanto ao tabagismo, em consonancia ao Projeto e
Diretrizes da Associacdo Médica Brasileira (2013), foram classificados, tanto o grupo caso
guanto o controle em trés distintos grupos: Fumantes atuais, usuario regular de tabaco fumado
e/ou derivados (tabagista), independente do tempo (interrompeu o uso num periodo inferior a
15 anos); Ex-fumante, que fez uso de produtos do tabaco fumado e interrompeu seu uso em
periodo igual ou superior a 15 anos; N&o fumantes.

4.2 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

A extracdo do DNA genémico de sangue periférico foi obtido por meio do kit Kaswi®
(Genomic DNA Purification Kit), no Laboratério do Nucleo de Pesquisas Replicon da
Pontificia Universidade Catodlica de Goias, conforme recomendac@es do fabricante. Em
seguida, foram submetidas a quantificacdo no espectrofotometro NanoVue™ Plus, tendo
relevancia apenas as amostras cujo o resultado da quantificacdo em relacdo a concentracdo de
DNA fosse 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).

4.3 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE - PCR

Apos extracdo e quantificacdo, as amostras de DNA foram amplificadas por meio de
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR- Polymerase Chain Reaction) com um volume final
de 25uL, para analise e pesquisa do polimorfismo do gene p53. Para evitar contaminacdo das
amostras a analise foi realizada em capela apropriada, com fluxo laminar.

O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5% em solugéo
Tris-borato de EDTA (TBE) a 1x, em um campo elétrico de 10 VV/cm. Os géis foram corados
com brometo de etidio (Spug/mL) e visualizados no Sistema de Video Documentacdo VDS®

(Image Master VD® - Amersham Pharmacia Biotech, EUA)
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Como controle positivo para reacdo de PCRs foi utilizado DNA de individuo com a
presenca confirmada dos polimorfismos para o gene p53.

Para o estudo do polimorfismo do gene p53 utilizou-se dois pares de primers, Arginina
com 141pb e Prolina com 177pb (tabela I e 11).

Tabela I: Sequéncia nucleotidica dos primers p53 (variante ARGININA)

ARG F: 5 TCC CCCTTG CCG TCC CAA 3’

R: 5 CTG GTG CAG GGG CCA CGC 3’ 141pb

Fonte: (Costa, 2010).

Tabela Il: Sequéncia nucleotidica dos primers p53 (variante PROLINA )

PR F: 5 GCC AGA GGC TGC TCC CCC 3’ 177 ob
R: 5 CGT GCA AGT CAC AGACTT ¥’ P

Fonte: (Costa, 2010).

A amplificacdo do polimorfismo no codon 72 do gene p53 pode gerar dois produtos de
PCR distintos: um produto de 141 pb que resulta na presenca de arginina (Arg), e outro com
177 pb que resulta na presenca de prolina (Pro). Desta forma cada individuo pode ser
considerada homozigota para arginina (Arg/Arg) ou para prolina (Pro/Pro) e heterozigota,

contendo um variante de cada (Arg/Pro) (figura 4).

A B Cc Ld

500 pb
400 pb
300 pb
177 pb 200 pb
141 pb — 100 pb

Figura 4: Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio contendo os possiveis genétipos para o
polimorfismo no cédon 72 do gene p53. A linha Ld contém o marcador de peso molecular 100-pb DNA
ladder (Ferramentas). As linhas de A-C representam a amplificacdo da regido que flanqueia o
polimorfismo no cddon 72 do gene p53, em amostras que contém os genotipos: homozigoto Arg/Arg
(141 pb), homozigoto Pro/Pro (177 pb) e heterozigoto Arg/Pro (141 pb e 177 pb) respectivamente.
Fonte: Santos, 2008.
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Figura 5: Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio (PCR utilizando os primers da variante
Arginina). A linha Ld contém o marcador de peso molecular 100-pb DNA ladder (Ferramentas). As
linhas 01, 02, 03, 04 e 06 mostram a amplificacdo da variante Arginina (141 pb), a linha 05 mostra
auséncia de amplificacdo dessa regido para essa amostra.
Ld 81 82 83 84 85 86 87 88

Figura 6: Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio (PCR utilizando os primers da variante
Prolina). A linha Ld contém o marcador de peso molecular 100-pb DNA ladder (Ferramentas). As linhas
86 e 87 mostram a amplificacdo da variante Prolina (171 pb), as linhas 81, 82, 83, 84 e 85 mostram

auséncia de amplificacdo dessa regido para essas amostras.

A PCR para o gene p53 variante arginina foi realizada contendo 1,5 mM de cloreto de

magnésio, 1,25 U/uL de cada deoxinucleotideo trifosfato, 2 U/uL de Taq polimerase, 20 pmol

de primer e aproximadamente 200ng/uL. de DNA gendmico conforme descrito na tabela III.

Tabela Il - Protocolo para a amplificacdo do polimorfismo no cédon 72 do p53-ARG

REAGENTES [1 UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Tampéo (10X) 1X 2,5 uL
MgCl2 (50 mM) 1,5 mM 1,5 uL

dNTPs 1,25 mM de cada 0,5 pL de cada =2,0 uL
Taq polimerase 5 U/uL 2 U/uL 0,2 uL
Primer sense 20 pM 0,5 uL
Primer antisense 20 pM 0,5 uL
H20 Mili Q 16,8 uL
DNA amostra 200 ng/ pL 1,0 L
Volume final 25,0 pLL

Fonte: (Costa, 2010).
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A PCR para o gene p53 variante prolina foi realizada contendo 1,5 mM de cloreto de

magnésio, 1,25 U/uL de cada deoxinucleotideo trifosfato, 2 U/uL de Taq polimerase, 20 pmol

de primer e aproximadamente 200ng/uL. de DNA gendmico conforme descrito na tabela IV.

Tabela IV - Protocolo para a amplificagdo do polimorfismo no cédon 72 do p53 PRO.

REAGENTES []UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Tampéo (10X) 1X 2,5 uL
MgCl, (50 mM) 1,5mM 2 uL
dNTPs 1,25 mM de cada 0,5 uL de cada =2,0 uL
Taq polimerase 5 U/uLL 2 U/ulL 0,2 uL
Primer sense 20 pM 0,5 uL
Primer antisense 20 pM 0,5 uL
H20 Mili Q 16,3 uL
DNA amostra 200 ng/ pL 1,0 uL
Volume final 25,0 pLL

Fonte: (Costa, 2010).

Para o protocolo de termociclagem do gene p53 variante arginina utilizou-se 94°C por

5 minutos na primeira etapa de desnaturacdo, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto,

59°C por 1 minuto e 70°C por 1 minuto e uma extensao final a 7°C por 7 minutos conforme

descrito na tabela V.

Tabela V - Protocolo de termociclagem para amplificacdo dos primers p53 ARG.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacao inicial 94°C 5 1
Desnaturacao 94°C 1
Anelamento 59°C 1 35
Polimerizacéo 70°C 1
Extenséo final 70°C 7 1
Armazenamento 4°C 0

Fonte: (Costa, 2010).

Para o protocolo de termociclagem do gene p53 variante prolina utilizou-se 94°C por

5 minutos na primeira etapa de desnaturacdo, seguido de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto,
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56°C por 1 minuto e 70°C por 1 minuto e uma extensdo final a 72°C por 7 minutos conforme

descrito na tabela VI.

Tabela VI - Protocolo de termociclagem para amplificacdo dos primers p53 PRO.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturacéo inicial 94°C 5 1
Desnaturacéo 94°C 1
Anelamento 56°C 1 35
Polimerizacéo 70°C 1
Extensdo final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C 0

Fonte: (Costa, 2010).

Os resultados foram tabulados em planilha Excel, formando um banco de dados e logo
em seguida a analise estatistica foi feita utilizando o teste G com o auxilio do software

Bioestat versdo 5.3. Para diferenca estatistica foi considerada quando p< 0,05.

5. RESULTADOS

No grupo caso, foram recrutados 200 pacientes, com média de idade de 61,1 anos e 0
grupo controle, constituido de 100 pacientes, a média de idade foi de 50,2 anos.

Na investigacdo do polimorfismo no cédon 72 do gene p53 foi encontrado no grupo
caso 4,5% (09/200) de homozigotos para a variante pro/pro, 15% (30/200) de homozigotos
para a variante arg/arg e 80,5% (161/200) de heterozigotos arg/pro. E no grupo controle foi
de 3% (3/100) pro/pro, 10% (10/100) arg/arg e 87% (87/100) arg/pro. O p obtido foi p= 0,36,

conforme descrito na tabela V1I.

Tabela V11 - Distribuicdo do Polimorfismo do gene p53 nos grupos caso e controle

Gendtipos
pro/pro arg/arg arg/pro Total
n % n % n % n % p*
Caso 9 45 30 150 161 805 200  100,0
0,36
Controle 3 30 10 10,0 87 87,0 100  100,0

* Teste G
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Em relacdo a distribuicdo genotipica nos géneros, o sexo masculino apresentou no
grupo caso 5,4% (5/ 92) pro/pro, 14,1% (13/ 92) arg/arg e 80,4% (74/ 92) arg/pro. O grupo
controle apresentou 3,8% (2/53) pro/pro, 11,3% (6/53) arg/arg e 84,9% (45/53) arg/pro.

O género feminino apresentou frequéncia genotipica no grupo caso de 3,7% (4/108)
pro/pro, 15,7% (17/108) arg/arg e 80,6% (87/108) arg/pro. No grupo controle apresentou
frequencia de 2,1% (1/47) pro/pro, 8,5% (4/47) arg/arg e 89,4% (42/47) arg/pro.

Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos caso e controle em relacdo a
distribuicdo genotipica quanto aos géneros masculino e feminino, (masculino p= 0,78 e
feminino p=0,37) conforme descrito na tabela VIII.

Tabela VII1 - Distribuicdo do polimorfismo do gene p53 em relagdo ao género nos grupos caso e controle.

Genotipos
pro/pro arg/arg arg/pro Total
n % n % n % n % p*
Masculino
Caso 05 54 13 141 74 804 92  100,0
0,78
Controle 02 38 06 11,3 45 849 53 100,0
Feminino
Caso 04 37 17 15,7 87 80,6 108 100,0
0,37
Controle 01 21 04 85 42 89,4 47 100,0
* Teste G

Quando analisamos a distribuicdo de individuos em relacdo ao habito de fumar foi
encontrado 34,2 % (69/196) de pacientes no grupo caso e 25,5% (25/98) no grupo controle
que se declararam fumantes. 43,4% (85/196) de individuos do grupo caso e 63,3% (62/98) do
grupo controle declararam ndo fumar. 21,4 % (42/196) do grupo caso e 11,2 % (11/98) do
grupo controle se declaram ex fumantes. 04 individuos do grupo caso e 02 do grupo controle
ndo declararam o tempo que cessaram o habito de fumar.

Ao avaliarmos a associacdo dos pacientes declarados tabagistas no grupo caso com a
frequéncia dos gendtipos, observou-se 5,8% (4/69) pro/pro, 13,0% (9/69) arg/arg e 81,2%
(56/69) arg/pro. No grupo controle, esta associacdo, apresentou frequéncia de 4% (1/25)
pro/pro, 8% (2/25) arg/arg e 88% (22/25) arg/pro.

Ao avaliarmos a associacdo dos pacientes declarados ndo tabagistas, ou seja, aqueles
que nunca fumaram, a frequéncia dos gendtipos no grupo caso foi de 3,5% (3/85) pro/pro,
14,1% (12/85) arg/arg e 82,4% (70/85) arg/pro. No grupo controle, esta associagao,
apresentou frequéncia de 3,2% (2/62) pro/pro, 8,1% (5/62) arg/arg e 88,7% (55/62) arg/pro.
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J& para os pacientes que se declaram ex fumantes, ou seja aqueles que fizeram uso do
tabaco mas que pararam a 15 anos ou mais, a frequéncia dos genotipos no grupo caso foi de
4,8% (2/42) pro/pro, 19,0% (8/42) arg/arg e 76,20% (32/42) arg/pro. No grupo controle, o
genotipo pro/pro nao esteve presente, 18,2% (2/11) arg/arg e 81,8% (9/11) arg/pro. Os valores
de p foram: fumantes p= 0,72, ndo fumantes p=0,51 e ex fumantes p= 0,62, conforme descrito

na tabela IX.

Tabela IX: Associacdo do tabagismo com os gendtipos do gene p53 nos grupos caso e controle relacionado com
0 tempo de exposi¢do ao tabaco:

Genotipos
pro/pro arg/arg arg/pro Total
n % n % n % n % p*
Fumantes
Caso 4 5,8 9 13,0 56 81,2 69 100
0,72
Controle 1 4,0 2 8,0 22 880 25 100
Nao fumantes
Caso 3 35 12 14,1 70 824 85 100
0,51
Controle 2 3,2 5 8,1 55 88,7 62 100
Ex fumantes
Caso 2 4,8 8 190 32 76,2 42 100
0,62
Controle 0 0,0 2 18,2 9 81,8 11 100
* Teste G

Na analise do polimorfismo em relagdo ao consumo de bebida alcodlica foi observado
um maior numero de individuos que se declararam ndo consumidores, tanto no grupo caso
90,4% (178/197) quanto no grupo controle 78,7% (74/94).

Tabela X: Associacdo do etilismo com os gen6tipos do gene p53 nos grupos caso e controle

Gendtipos

pro/pro arg/arg arg/pro Total

n % n % n % n % p*
Etilista
Caso 0 0,0 4 21,1 15 789 19 100
Controle 1 5,0 1 5,0 18 90,0 20 100 47
N&o etilista
Caso 9 51 25 140 144 80,9 178 100
Controle 2 2,7 7 9,5 65 878 74 100 0,38
* Teste G
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O gendtipo que apresentou maior frequéncia foi arg/pro, tanto para 0s grupos que se
declararam consumidores, com 78,9% (15/19) no grupo caso e 90% (18/20) para grupo
controle, quanto para 0s grupos que declararam ndo consumir bebida alcodlica, no grupo caso
80,9% (144/178) e grupo controle 87,8% (65/74). 03 (trés) individuos do grupo caso e 06
(seis) do grupo controle ndo declararam se fazem uso de bebida alc6olica ou ndo. Os valores
de p encontrados foram: etilistas p=0,17 e ndo etilista p=0,38, conforme descritos na tabela
X.

Com relagéo aos fatores de risco Hipertensdo Arterial Sistémica, Diabetes Mellitus e
Dislipidemia, foi feito uma comparacdo entre os individuos portadores e ndo portadores
apenas do grupo caso, uma vez que o grupo controle é livre de fator de risco.

Ao avaliarmos a associacdo dos individuos portadores do fator de risco Hipertensao
(HAS) no grupo caso quanto a frequéncia dos genotipos, observou-se 4,2% (7/166) pro/pro,
14,5% (24/166) arg/arg e 81,3% (135/166) arg/pro. Ja no grupo de ndo portadores, a
frequéncia foi de 5,9% (2/34) pro/pro, 20,6% (7/34) arg/arg e 73,5% (25/34) arg/pro conforme
descrito na tabela X1, p=0,60.

Tabela XI: Associacao do fator de risco Hipertensdo com o Polimorfismo do gene p53 no grupo caso:

Gendtipos
pro/pro arg/arg arg/pro Total
n % n % n % n % p*
Com HAS 07 4,2 24 145 135 81,3 166
0,60
Sem HAS 02 5,9 07 20,6 25 735 34

* Teste G

Ao avaliarmos a associacdo dos individuos portadores do fator de risco Diabetes (DM)
no grupo caso quanto a frequéncia dos genotipos, observou-se 7,1 % (4/56) pro/pro, 10,7%
(6/56) arg/arg e 82,1% (46/56) arg/pro. Ja no grupo de ndo portadores, a frequéncia foi de
3,5% (5/144) prol/pro, 16,7% (24/144) arg/arg e 79,9% (115/144) arg/pro, p= 0,34 conforme
detalhado na tabela XII.

Tabela XI11: Associacdo do fator de risco diabetes com o Polimorfismo do gene p53 no grupo caso:

Gendtipos
pro/pro arg/arg arg/pro Total
n % n % n % n % p*

Com diabetes 4 7,1 6 10,7 46 82,1 56

0,34
Sem diabetes 5 3,5 24 16,7 115 79,9 144

* Teste G
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Quanto aos individuos portadores do fator de risco dislipidemia no grupo caso a
frequéncia dos genotipos foi de 5,2% (5/97) pro/pro, 14,4% (14/97) arg/arg e 80,4% (78/97)
arg/pro. Ja no grupo de ndo portadores, a frequéncia foi de 3,9% (4/103) pro/pro, 15,5%
(16/103) arg/arg e 80,6% (83/103) arg/pro, p=0,89 conforme tabela XIII.

Tabela XI111: Associagéo do fator de risco dislipidemia com o Polimorfismo do gene p53 no grupos caso:

Genotipos

pro/pro arg/arg arg/proa Total

n % n % n % n % p*
Com dislipidemia 5 5,2 14 14,4 78 80,4 97

0,89

Sem dislipidemia 4 3,9 16 15,5 83 80,6 103
* Teste G
6. DISCUSSAO

A aterosclerose € uma patologia de origem multifatorial e é um desafio para a genética
molecular (PADMANABHAN et al. 2010). Atualmente é responsavel pela maior
morbimortalidade no Brasil e no mundo (WHO 2014; SAINI et al. 2011; IBGE, 2010) e com
a falta de justificativa para o risco excessivo da doenga em situacdes de precocidade dos
sintomas e suas complicacdes, assim como na auséncia dos fatores tradicionais de risco, 0
estudo da susceptibilidade genética para doenca passou a ser evidenciado (VISWANATHAN
et al. 1998)

O gene p53 induz a parada do ciclo celular em G1/S e também a apoptose em células
do musculo liso vascular (VSMC). Concentragdes aumentadas de p53 resultam em apoptose
de VSMC, enquanto que a perda de atividade de p53 resulta no crescimento dessas células
(KOJIMA et al. 2004).

Quando se realiza estudo da doenca aterosclerética (DA), tipo caso-controle, é
necessario, para melhor interpretacdo dos resultados uma definicdo mais adequada dos
grupos. Embora o reconhecimento da doenca aterosclerdtica em estagio sub clinico seja
dificil, uma vez que necessitaria de exames mais invasivos, as lesées podem ocorrer em idade
precoce sem determinar sinais e/ou sintomas (CAMPEDELLI, 2016). Nosso estudo procurou
selecionar pacientes com sintomas para DA e suas consequéncias para grupo caso e completa
auséncia de sinais clinicos e fatores de risco conhecidos para doenca, aliado a exame nao
invasivo (Eco Doppler de carétidas), para sele¢cdo do grupo controle, na tentativa de diminuir

este viés.
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No presente estudo a frequéncia dos gendtipos arg/pro, arg/arg e pro/pro em pacientes
com aterosclerose ndo diferiram significativamente daqueles que ndo apresentavam a doenca,
ndo encontrando, portanto, associacdo entre o polimorfismo do gene p53 e a ocorréncia da
doenca. Corroborando com este estudo Manfredi et al. (2002) em um estudo com 250
individuos italianos também ndo encontrou essa associacdo. Assim também Smith et al.
(2007) analisando 383 pacientes idosos portadores de algum tipo de doenca aterosclerética
(DAC, IAM, DCV) e ndo conseguiram estabelecer uma associagéo entre este polimorfismo e
doencas cardiovasculares.

Corroborando com este estudo, Alkhalaf et al. (2007) ndo encontraram nenhuma
associacao entre o polimorfismo no cédon 72 do gene p53 e DAC ou diabetes em individuos
do Kuwait. Agostini et al. (1995) analisou fragmentos de aorta abdominal coletadas na
cirurgia de 32 pacientes, através da técnica de imuno-histoquimica e prosseguiu com a analise
molecular. Os resultados obtidos indicaram que o polimorfismo do gene p53 ndo esta
envolvido na patogénese das lesdes ateroscleroticas e que ndo ocorre acumulacdo da variante
selvagem nas células musculares lisas destas lesdes.

Ja Bottini et al. (2012) investigaram a possivel associacdo do polimorfismo no codon
72 do gene p53 com fracdo de ejecdo ventricular esquerda (FEVE) em individuos com e sem
doenca arterial coronariana (DAC) e concluiram que ha uma relacdo significativa desse
polimorfismo com a fungdo cardiaca em pacientes com a doenca, divergindo assim do
presente estudo.

Assim também Wang et al. (2007) avaliando os efeitos conjuntos entre polimorfismos
genéticos da glutationa S-transferase M1, T1, P1, e p53,e exposi¢cdo ao arsénico sobre o risco
de desenvolver aterosclerose carotidea em individuos de uma area do nordeste de Taiwan
mostraram efeitos comuns sobre o risco de aterosclerose carotidea com os polimorfismos
genéticos de GSTP1 e p53.

Foi investigada relevancia funcional do cédon 72 de p53 em um grupo de pacientes de
idade (66-99 anos de idade) afetado pela isquemia aguda do miocardio. Descobriu-se que 0s
pacientes poradores da variante arginina apresentam niveis aumentados de Troponina | e CK-
MB, dois marcadores séricos que se correlacionam com a extensao do dano isquémico, em
comparacdo aos pacientes portadores de prolina. Estes dados sugerem que o polimorfismo do
cédon 72 de p53 contribui para uma variabilidade geneticamente determinada na

susceptibilidade apoptética entre os idosos, que tem um papel potencialmente relevante no
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contexto de uma condicdo patoldgica relacionada com a idade, tal como a isquemia do
miocérdio (BONAFE et al. 2004).

Kojima et al. (2004) realizou um estudo em 132 pacientes, onde avaliaram o
polimorfismo do gene p53 ao estreitamento luminal ap6s colocacgéo do stent coronario. Nesse
estudo a percentagem de perda de didmetro foi significativamente maior no gendtipo
homozigoto arginina do que nos outros grupos do seguimento.

Fernandez et al. (2011), sugeriu que polimorfismos no gene p53 aumentam o risco de
progressdo da DAC, nesse estudo pacientes com expressdao homozigoto de polimorfismos do
gene p53 eram propensos a precisar de re-intervengdo apés CRM (cirugia de revascularizagéo
prévia).

Também foi investigada a possivel associacdo entre o polimorfismo do p53 e doenca
arterial coronariana em individuos chilenos. A frequéncia da variante arginina foi maior em
individuos com a doenca quando comprado aos controles (CAAMARNO et al. 2009).

Da mesma forma, Kojima et al. (2000) avaliaram o polimorfismo do gene p53 em 66
individuos com angioplastia primaria com baldo, encontrando uma associacdo significativa
entre 0 genotipo homozigoto arginina e estreitamento da artéria coronaria.

Bonafé et al. (1999) revelou que a variante arginina esta associada com a reestenose
apos angioplastia. Estudo feito por Sanches (2010) também mostrou que 0 genotipo
homozigoto arginina confere um aumento do risco de mau prognostico apds acidente vascular
cerebral e aumento da susceptibilidade a apoptose mediada por mitocdndrias neuronais.

No presente estudo foi evidente uma maior frequéncia de individuos heterozigoticos
(arg/pro) tanto para o grupo caso (80,5%) quanto para o grupo controle (87%), diferente do
estudo de Smith et al. (2007) onde a frequéncia de heterozigdticos foi de apenas 44%
enquanto 0s homozigoticos arginina 47% e prolina 9%.

Segundo Winham et al. (2015) a relacdo do género como fator de risco para DA, ja foi
amplamente estudada, e apresenta forte tendéncia ao sexo masculino por razbes genéticas,
hormonais, e até mesmo culturais. Porém, no presente estudo essa relacdo entre o género e o
risco de aterosclerose ndo foi encontrado, assim também ndo foi encontrado nenhuma relacéo
entre 0 polimorfismo do gene p53, 0 género e o risco de doenca aterosclerdtica. Foram usadas
as palavras chaves aterosclerose, polimorfismo, p53 e género para pesquisar nas plataformas
PUBMED, LILACS e MEDLINE e ndo foi encontrado nenhum estudo realizado com esta

associagéo.
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O endotélio € um &rgdo metabolicamente ativo que estd envolvido em muitos
processos fisioldgicos e patoldgicos incluindo o controle do ténus vascular, da funcdo de
barreira e a adesdo de leucdcitos e inflamagdo (FAVERO et al. 2014). Para que o endotélio
possa exercer essas funcGes é necessario que haja integridade anatdmica do mesmo. Na
presenca de fatores de risco cardiovasculares como a hipercolesterolemia, a hipertenséo, o
diabetes mellitus e o tabagismo, essas funcdes se alteram drasticamente (KAWASHIMA,;
YOKOYAMA, 2004; SUDANO et al. 2007). Esses fatores causam um dano endotelial que
conduzem a uma disfuncdo e morte celular por apoptose (SHI et al. 2000).

Em condigBes normais, as células endoteliais tém uma baixa taxa de renovagdo e
permanecem viaveis por até 20 anos. Isto indica que a apoptose € relativamente rara em
condicdes fisiologicas. No endotelio intacto, a proliferacdo celular € inibida pelo contato das
células endoteliais. A taxa de troca aumenta significativamente em areas onde o fluxo
sanguineo é turbulento. Nessas areas, vemos um maior nimero de células em apoptose, e
desenvolvimento mais frequentemente lesdes e aterosclerose (DAVIES et al. 1986).

O fumo tem um efeito profundo sobre a homeostase dos vasos através da atividade de
compostos individuais fumantes (por exemplo, nicotina, compostos carbonilo, acroleina,
metilvinilcetona) e / ou a sua acdo combinatdria. Pode afetar cada estagio do processo
aterosclerotico, desde o desenvolvimento até a degeneracédo e ruptura da placa aterosclerética
com consequentes eventos tromboticos. (GAMBARDELLA et al. 2016).

A fumaga do cigarro € um aerossol de mais de 4000 compostos diferentes, constituido
por ~92% de fase gasosa, incluindo o monéxido de carbono / didxido e amoniaco, e ~ 8% de
fase de particulas, caracterizado por fenol, naftaleno, nicotina (CSORDAS; BERNHARD,
2013). E considerado um importante vasoconstrictor, com agdo deletéria direta sobre a parede
arterial pelo estresse oxidativo, levando a disfuncéo endotelial (DZIDA et al. 2012). No artigo
publicado por Cheezum et al. (2016), a proporcionalidade direta na relacdo do tabagismo e
aterosclerose é examinada em detalhe, em uma populacdo de 1798 individuos encaminhados
para angiotomografia coronariana. Os autores fornecem evidéncias clinicas de que a
exposicdo ao fumo tem uma associacdo dependente da dose com a presenca de placas
ateroscleroticas extensas e calcificadas. Eles também mostram que a cessacdo do tabagismo
esta associado com a reducdo da gravidade da doenca.

No presente estudo foram definidos como fumantes aqueles individuos que declaram
fumar ou pararam de fumar num periodo menor que 15 anos. Foram definidos como ex.

fumantes aqueles individuos que pararam de fumar num periodo maior ou igual a 15 anos.
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Essa opcdo de classificacdo foi feita de acordo com a Associagdo médica Brasileira (2013),
onde descrevem que o risco de evento cardiaco agudo se reduz pela metade ap6s um ano de
interrupgdo do tabagismo e se iguala a populacdo de ndo fumantes quando a cessagdo for é
igual ou superior a 15 anos.

O fumo é capaz de atuar nos principais mecanismos implicados no desencadeamento
inicial do processo de aterosclerose: lesdo endotelial priméria por estresse oxidativo, aumento
de LDL por alteracdes metabolicas e inducdo de oxidacdo de LDL devido a capacidade
oxidante direta de componentes da fumaca (GAMBARDELLA et al. 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) o tabagismo é considerado como o
fator de risco mais importante associado a morbidade e mortalidade cardiovascular. Sendo
que todas as formas de consumo do tabaco, sejam ou ndo produtoras de fumagca, favorecem a
instalagdo de dependéncia a nicotina.

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
inflamacdo e disfuncdo na parede que reveste 0s vasos sanguineos (endotélio), que séo
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 peroxidacdo de lipidios, proporcionando assim um grande efeito aterogénico. O
tabagismo ocasiona alteracbes do DNA no coracdo e vasos sanguineos, o que leva ao
desenvolvimento de CAD (TAYLOR et al. 2007).

No presente estudo foi feito uma comparacdo entre os individuos fumante e nao
fumantes do grupo caso e do grupo controle ndo encontrando associacdo entre o uso do tabaco
e a doenca aterosclerética. Diferente do estudo feito por Wang et al. (1997) em 654 doentes
onde o tabagismo mostrou ser um um preditor significativo da DAC.

Entretanto o estudo feito por Phulukdaree et al. (2012) encontrou uma associa¢do
significativa entre tabagismo e DAC, aumentando o risco da doenca.

Assim como Gus et al. (2002) ao analisar 106.745 homens na Coréia, o fumo foi um
fator de risco maior e livre para a doenca cardiovascular, independente dos niveis de
colesterol, sendo que, niveis baixos de colesterol ndo conferiam efeito protetor nesses

fumantes.
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Também Lee et al. (1998) em um estudo na Coreia do Sul da analisou associa¢do do
tabagismo e consumo de &lcool com outros fatores de risco cardiovascular. O consumo de
cigarros foi associado com diminuicdo da pressao arterial, além disso foi confirmado que o
fumo tem um efeito dislipidémico tais como o aumento do colesterol total, LDL colesterol,
triglicerideos e diminuigdo do HDL colesterol.

No presente estudo foi avaliado a associagdo da DA com o0 uso do tabaco e o
polimorfismo do gene p53 onde ndo foi evidenciado nenhuma relacédo desse o polimorfismo
em individuos que se declararam tabagista em ambos 0s grupos (caso e controle), portanto
ndo foi evidente a influéncia deste fator de risco na populacdo estudada. A frequéncia do
genotipo heterozigoto arg/pro foi maior tanto no grupo caso que se declaram fumantes, ndo
fumantes ou ex. fumantes quanto no grupo controle para mesma classificacao.

Para nosso conhecimento, ndo ha relatos na literatura de investigacdo da associagéo
entre o polimorfismo do p53 com a DA e o uso do tabaco, sendo nosso trabalho considerado
pioneiro e que podera servir de apoio para investigagdes futuras, uma vez que ha muitos
relatos da literatura de que o tabaco esta relacionado ao risco de desenvolvimento de DA e
esta, também esta na literatura, ligada ao polimorfismo do gene p53.

A relacdo entre o consumo de alcool, como fator de risco para a DA é controverso. Em
estudo populacional italiano realizado por Kiechl et al. (1998), concluiu que ha efeitos
adversos e benéficos do alcool em relacéo a doenga ou mesmo na sua prevencdo. Como fator
protetor, estaria o consumo esporadico de bebidas leves (consumo de alcool <50g/dl), por
seus efeitos antitrombdtico e inibidor da acdo aterogénica dos altos niveis de LDL-C. Ja os
efeitos adversos estariam relacionados ao elevado consumo de bebidas ditas pesadas
(consumo de alcool >=100g/dl).

Em nosso estudo avaliamos a relagdo entre os grupos caso e controle que declararam
consumo de bebida alcoolica e o polimorfismo do gene p53, e 0s grupos que declararam néao
consumir bebida alcéolica com o mesmo polimorfismo. Nao foi realizado subdivisdo em
relacdo a quantidade e tipo de bebida alcdolica consumida. Ndo foi observada nenhuma
relacdo com o polimorfismo do gene p53 com a DA e 0 consumo de alcool.

No estudo de Lee et al (1998), o consumo de alcool teve um efeito significativo de
aumento do HDL colesterol em comparacdo com os abstémios, em contra partida o consumo
de alcool foi confirmado para se associar com a hipertensdo, hipertrigliceridemia, e a

intolerancia a glicose.
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J& Tabara et al. (2016) concluiram que o modesto consumo de alcool pode estar
associado a beneficios para doenca cardiovascular. Nesse estudo 0s autores mostraram que 0
consumo de &lcool ndo s6 aumenta o colesterol HDL, como diminui concomitantemente os
niveis de LDL colesterol.

Damiani et al. (2004) avaliaram atraves de exame de ultrassonografia colorida com
Doppler, a presenca de placas de ateroma e o grau de estenose em artérias carotidas
extracranianas em abstémios e etilistas com diferentes graus de consumo alcod6lico. O risco
relativo dos homens etilistas de ndo apresentarem estenose foi maior do que nos abstémios,
com uma associagdo significativa com o consumo moderado de alcool. Nas mulheres, o risco
relativo de ndo apresentarem estenose foi maior e significativo nas etilistas leves.

Nesse estudo foi observado um maior nimero de individuos que se declararam nao
consumidores, tanto no grupo caso 90,4% quanto no grupo controle 78,7%. O genotipo que
apresentou maior frequéncia foi arg/pro, tanto para 0s grupos que se declararam
consumidores, com 78,9% no grupo caso e 90% no grupo controle, quanto para 0s grupos que
declararam ndo consumidores com 80,9% no grupo caso e 87,8% no grupo controle.

Ao pesquisar estudos que relacionam o consumo de bebida alcdolica e o polimorfismo
do gene p53 nao foi encontrado nas plataformas PUBMED, LILACS e MEDLINE, estudos
que realizaram esta associacdo com DA, portanto para nosso conhecimento, ndo ha relatos na
literatura para comparacdo de resultados, em funcdo disso consideramos nosso estudo
pioneiro no ambito da genética, sugerindo futuros estudos que confirmem ou ndo essa
associagéo.

A exposicado do endotélio a alta pressdo constante pode desencadear neoformacédo do
ateroma. Além disso, a instabilidade hemodinadmica derivada da elevacdo brusca da presséo
arterial, também pode representar um insulto a placa pré-existente, causando sua ruptura
(GAMBARDELLA et al. 2016). Entre individuos de 40 a 90 anos, cada aumento de 20/10
mm Hg na pressao arterial (PA) duplica o risco de eventos coronarianos fatais (LEWINGTON
et al. 2002).

A hipertensdo arterial sistémica é considerada o principal fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares auxiliando na formacéo de placas aterogénicas
pela diminuicdo do NO devido a disfuncdo endotelial (KOHLMANN et al. 2006;
CARVALHO et. al., 2001). Essa patologia repercute no sistema cardiovascular, podendo
desencadear a DAC, angina, IAM, insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), acidente vascular
encefalico (AVE) ou insuficiéncia renal (IR) (CARRANZA, 2012).
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A hipertensdo acelera o desenvolvimento e a progressdo da aterosclerose, e a elevagéo
sustentada da PA pode desestabilizar lesdes vasculares e precipitar eventos coronarios agudos.
A hipertensdo por si s6 pode causar isquemia miocardica na auséncia de doenga coronariana
(OLAFIRANYE et al. 2011).

O relatério do estudo INTERHEART envolvendo 52 paises em todo o mundo mostrou
que a hipertensdo conferiu um maior risco relativo de infarto agudo do miocérdio quando
comparado ao diabetes mellitus (YUSUF et al. 2004).

Milane et al. (2014) examinou a associacdo da hipertensdo com a idade no diagndstico
de DAC e outros fatores riscos tradicionais em populagédo libanesa, os resultados mostraram
que a hipertensdo e o seu tratamento estdo associados a manifestacBes ateroscleroticas
coronarianas tardias.

A avaliacdo da associacdo do fator de risco Hipertensdo (HAS) e o polimorfismo do
gene p53 foi feito apenas no grupo caso, uma vez que os controles eram livres desse fator de
risco. Na&o foi encontrado nenhuma relagdo do polimorfismo do gene p53 com a DA e o fator
de risco hipertensao.

A doenca cardiaca coronaria (DCC) é atualmente a principal causa de morte em todo o
mundo e, juntamente com a diabetes, representa uma séria ameaca para a saude,
particularmente na populagéo asiatica indiana (ALl et al. 2010). Dos fatores de risco, diabetes
e sua forma predominante, diabetes mellitus tipo 2 (DM2), tem uma associacdo distinta com
Doenca Cardiaca Coronariana. Aqueles com diabetes tém de duas a quatro vezes maior risco
de desenvolver doenca coronaria do que pessoas sem diabetes (KANNEL; MCGEE, 1979).

Em uma revisao de literatura feita por Kung; Murphy, (2016) sobre o papel do p53 no
metabolismo, funcdo pancreatica, homeostase da glicose e resisténcia a insulina ficou claro
que p53 € um jogador-chave no diabetes e na gravidade dos fenotipos diabéticos.

O impacto do polimorfismo do cédon 72 na doenca metabdlica ndo foi bem estudado,
até que relatorios recentes ligassem este SNP p53 a susceptibilidade a diabetes. O primeiro
relato de que o polimorfismo no cddon 72 do gene p53 esta associada com diabetes do tipo 1
foi feito em uma populacao russa (SPITSINA et al. 2007).

Em 2008, a variante arginina foi identificada como um dos fatores de risco mais fortes
em mais de 2000 pacientes finlandeses para diabetes do tipo 2 (GAULTON et al. 2008 ). Em
2011 esses dados foram confirmados por Burgdorf et al. usando os dados clinicos de mais de

55.000 europeus.
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No presente estudo observou-se que 72% dos individuos estudados ndo eram
portadores do fator de risco diabetes enquanto de 28% desses individuos eram portadores. O
genotipo mais frequente foi o heterozigoto arg/pro tanto no grupo caso 82,1% quanto no
grupo controle 79,90%.

N&o foi encontrado nenhuma relagdo entre o polimorfismo no cddon 72 do gene p53,
DA e o fator de risco diabetes, corroborando com esse estudo  Alkhalaf et al.
(2007) analisando o polimorfismo no gene p53 no cdédon 72 ndo encontraram associagdo
significativa com o desenvolvimento de DAC ou diabetes no Kuwait.

Quanto ao fator de risco dislipidemia observou-se uma frequéncia muito préxima entre
os individuos portadores (48,50%) e ndo portadores (51,50%) desse fator. Quanto a
frequéncia dos genodtipos observou-se que o heterozigoto arg/pro foi mais frequente tanto no
grupo de portadores (80,40%) quanto dos ndo portadores (80 60%). No presente estudo ndo
houve associagcdo entre dislipidemia e DA com o polimorfismo do gene p53 diferente do
estudo feito por Alkalaf et al em 2007.

Ja Smith et al. (2007) quando analisou populacdo brasileira, encontraram uma
associacgdo entre o alelo arginina e baixos niveis de HDL colesterol.

O estudo de Bottini et al. (2012) atribuiu um efeito positivo do alelo prolina na
susceptibilidade a DAC, mas apenas na presenca do ACP1 um genotipo caracterizado por
uma elevada atividade enzimatica. No estudo de Gus et al. (2002), niveis baixos de colesterol

ndo conferiam efeito protetor na populacédo estuda.

7. CONCLUSAO

e Ao analisar o polimorfismo do gene p53 e a aterosclerose nos grupos caso e controle,
podemos concluir que ndo houve nenhuma associacdo na populacao estudada.

e Foi evidente uma maior frequéncia de individuos heterozigéticos tanto para o grupo
caso (80,5%) quanto para o grupo controle (87%).

e A frequéncia dos genotipos do polimorfismo do gene p53 no grupo caso foi de 4,5%
de homozigotos para a variante prolina, 15% de homozigotos para a variante arginina
e 80,5% de heterozigotos. No grupo controle a frequéncia foi de 3% prolina, 10%
arginina e 87% arg/pro.

e Em relacdo ao género, ndo foi encontrado associacdo com a aterosclerose, assim
também ndo foi encontrado nenhuma relagdo com o polimorfismo do gene p53 e 0

risco da doenca.
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N&o foi encontrado associacao entre 0 uso do tabaco e a doenca aterosclerética. Bem
como nenhuma associagdo com polimorfismo do gene p53.

Foi observado um maior nimero de individuos que se declararam ndo consumidores
de bebida alcodlica, tanto no grupo caso 90,4% quanto no grupo controle 78,7%.
Quando analisado a variavel etilismo, tanto para os individuos que bebem quando os
que ndo bebem de ambos os grupos ndo houve influéncia estatistica significante.
Notou-se uma frequéncia de 4,8 vezes maior de hipertensos (83%) quando
comparados aos normotensos (17%).

Né&o foi encontrado associacao entre HAS, o polimorfismo estudado e a ocorréncia da
doenca aterosclerotica.

Observou-se que 72% dos individuos estudados ndo eram portadores do fator de risco
diabetes enquanto de 28% desses individuos eram portadores.

N&o foi encontrada nenhuma associacdo entre o fator de risco diabetes com o
polimorfismo do gene p53 e DA.

Quanto ao fator de risco dislipidemia observou-se uma frequéncia muito préxima entre
os individuos portadores (48,50%) e ndo portadores (51,50%) desse fator.

N&o houve associacao entre dislipidemia, DA e o polimorfismo estudado.
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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 NASCIMENTO:___ / / 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() 30U + 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:

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 11

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
informacGes e esclarecimentos a respeito da pesquisa serdo 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. VVocé pode se recusar a participar ou se retirar deste estudo a qualquer
momento, sem sofrer nenhum tipo de penalizagéo.

Qualquer davida 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 estara sob consulta e com o diagnostico de aterosclerose (acumulo de placas
de gordura nos vasos sanguineos) serd contatado e informado da pesquisa. Caso aceite devera
assinar o TCLE e caso se recuse ou desista em qualqguer momento da pesquisa 0 Seu
atendimento tera continuidade normal.

Il. A pesquisa consiste na analise laboratorial de amostras de sangue para deteccdo da
variacdo das doencas genéticas de cada paciente que possam estar relacionadas a alterac6es
vasculares.

I11. O objetivo da pesquisa ¢é a deteccdo da variacdo das doencas 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 variacoes
de cada paciente. Os critérios de inclusdo sdo: 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 exclusdo sdo: pacientes menores de 38 anos e/ou que ndo aceitem
participar da pesquisa.

V. Nenhuma pesquisa com seres humanos € livre de riscos. Contudo, 0s procedimentos
envolvidos no presente estudo oferecem riscos aos participantes, estando relacionados &
acidentes bioldgicos e/ou complicacbes no local da coleta que poderd ficar dolorido,
avermelhado ou arroxeado. Caso ocorra qualquer tipo de dano a salde e a integridade fisica
e/lou psicolégica do paciente em decorréncia dos procedimentos da pesquisa, este terd
atendimento integral e irrestrito garantido pelo pesquisador responsavel.
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VI. Os resultados da pesquisa serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais. Caso 0
resultado seja positivo, vocé serd informado pelo médico responsavel, que ja atua no
diagndstico e tratamento dos pacientes com aterosclerose. Seu nome ou o material que
indique a sua participacao ndo sera liberado sem a sua permissdo e vocé ndo sera identificado
(a) em nenhuma publicagdo 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
ndo os resultados da referida pesquisa. O material ap0s realizacdo dos exames sera descartado.

VIII. E assegurada a assisténcia do participante durante toda pesquisa e 0 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
informac0es 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 que isto leve
a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento. Em
caso de recusa vocé ndo sera penalizado de forma alguma sem qualquer prejuizo a sua pessoa
e que serd 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.

XI. N&o esta previsto indenizacdo por sua participacdo, mas em qualquer momento se vocé
sofrer algum dano, comprovadamente decorrente desta pesquisa, tera direito a indenizacdo
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 propositos do estudo, procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar 0 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 .
I

Assinatura do participante Data
I |
Assinatura do responsavel pelo estudo Data
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APENDICE 111

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 o0 pesquisador (a) responsavel pelo projeto. As informacdes e
esclarecimentos a respeito da pesquisa serdo repassados e caso aceite participar do estudo,
este documento deverd ser assinado em duas vias. A primeira serd 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 penalizagéo.

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 divida 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 assinard o TCLE-grupo controle. Caso nao
aceite, ou desista no meio da pesquisa o seu atendimento tera continuidade normal.

Il. A pesquisa consiste na analise laboratorial de amostras de sangue para deteccdo da
variacdo das doencas genéticas de cada paciente que possam estar relacionadas a alteracGes
vasculares.

I11. O objetivo da pesquisa ¢é a deteccdo da variacdo das doencas genéticas de cada individuo
bem como a deteccdo de pacientes com alto risco de desenvolver a doencga.

IV. As amostras de sangue do grupo controle coletadas serdo analisadas para verificar a
auséncia das variacoes de cada paciente. Os critérios de inclusdo sdo: pacientes maiores de 38
anos, e que nao apresentem diagnostico de aterosclerose baseado em resultados de exames de
imagem. Os de exclusdo sdo: pacientes menores de 38 anos e/ou que ndo aceitem participar da
pesquisa.

V. Nenhuma pesquisa com seres humanos € livre de riscos. Contudo, 0s procedimentos
envolvidos no presente estudo oferecem riscos aos participantes, estando relacionados a
acidentes bioldgicos e/ou complicacbes no local da coleta que poderd ficar dolorido,
avermelhado ou arroxeado. Caso ocorra qualquer intercorréncia o paciente recebera
auxilio/assisténcia no momento da coleta.
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VI. Os resultados da pesquisa serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais. Caso o
resultado seja positivo, vocé serd informado pelo médico responsavel, que ja atua no
diagndstico e tratamento dos pacientes com aterosclerose. Seu nome ou o material que
indique a sua participacdo ndo sera liberado sem a sua permissdo e vocé ndo serd identificado
(a) em nenhuma publicagdo 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 a0 meu nome, reservando-me o direito de conhecer ou
ndo os resultados da referida pesquisa. O material apos realizacdo dos exames sera descartado.

VIII. E assegurada a assisténcia do participante durante toda pesquisa e 0 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
informacGes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas conseqiiéncias. Para qualquer
outra informacdo, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com o pesquisador no endere¢o: Rua
9A n 160, sala 202- setor Aeroporto, Goiania, Goias ou pelo telefone: (62) 30912979.

IX. Esté 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 ndo 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.

XI. N&o esta previsto indenizacdo por sua participacdo, mas em qualquer momento se vocé
sofrer algum dano, comprovadamente decorrente desta pesquisa, tera direito a indenizacéao
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 informacbes referentes aos propositos do
estudo, procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
qguando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e 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 .
I

Assinatura do participante Data
/1
Assinatura do responsavel pelo estudo Data
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