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RESUMO

As doencas cardiovasculares, principalmente a aterosclerose, sdo as doengas ndo
transmissiveis com maior indice de mortalidade em todo o mundo, até mesmo em paises
onde as pessoas possuem renda média e baixa. Podem ser influenciadas por habitos
modificaveis como o sedentarismo, uso frequente do tabaco, ingesta de alimentos ricos
em gorduras, hipertensao arterial, niveis elevados de colesterol de baixa densidade
(LDLc), diabetes mellitus, obesidade. Os fatores nao modificaveis ou genéticos sio
idade, historico familiar e sexo. A formagao da placa aterosclerotica ocorre de forma
lenta, devido a um processo inflamatdrio e imunoldgico onde ha alteragdes vasculares
de células endoteliais, células espumosas, acumulo de lipideos modificados,
calcificagdes, formacdo de trombos, presenga de marcadores inflamatorios,
componentes genéticos como ApoE e diversos tipos de polimorfismos como o do gene
receptor de estrogeno. Em geral o desenvolvimento da aterosclerose se inicia ainda na
infancia, mas os sintomas comecam a aparecer a partir da meia idade. O receptor de
estrogeno € expresso em varios tecidos, esta associado como o desenvolvimento de
hipertensao arterial e o espessamento da parede ventricular em mulheres que sdo
hipertensas, ¢ a infertilidade masculina e feminina. Este possui dois polimorfismos, alfa
e beta, onde o nao funcionamento correto ou a reducdo do numero de copias deste
segundo esta ligado diretamente ao desenvolvimento da aterosclerose. Apesar da
presenca do polimorfismo (G1082A) ndo alterar sua proteina, ele pode alterar o mRNA
e influenciar sua expressdo. Este estudo teve como objetivo analisar o polimorfismo do
receptor beta de estrogeno (REB) em pacientes com aterosclerose e verificar se a
presencga desse tipo de polimorfismo estd relacionado ao desenvolvimento da mesma.
Foram analisados o sangue total de 55 pacientes com aterosclerose que foram
diagnosticados através de exames de imagem (grupo caso), e 46 pacientes que ndo
apresentavam a doenga (grupo controle) de pacientes da Clinica Angiogyn e do
Laboratério de Analises Clinicas (LAC) da PUC Goiés, no municipio de Goiania. As
amostras foram submetidas a PCR para verificar a presenga do polimorfismo. Foi
observado que a presenga do polimorfismo AG/AA foi de 9,5 vezes maior que o
gendtipo GG (p<0,0001) nos pacientes caso que no controle. Quando comparamos o
polimorfismo e o sexo dos pacientes analisados também geraram dados significativos
em relacdo aos gendtipos AG/AA em relagao ao genotipo GG.

Palavras-chave: Aterosclerose. Polimorfismo. Receptor beta de estrogeno. Rsal.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases, especially atherosclerosis, are the noncommunicable diseases
with the highest mortality rates worldwide, even in countries where people have low
and middle income. They may be worldwide, even in countries where people have low
inactivity, frequente use of tobacco, ingestion of high fat foods, high blood pressure,
high levels of low density cholesterol (LDLc), diabetes mellitus, obesity. Unmodifiable
of genetic factors are age, family history, and gender. Atherosclerotic plaque formation
occurs slowly, due to on inflammatory and immunological process where there are
vascular alterations of endotelial cells, from cells, accumulation of modified lipids,
calcifications, thrombus formation, presence of inflammatory markers, genetic
componentes such as ApoE and several types of polymorphisms such as the estrogen
receptor gene. In general, the development of atherosclerosis begins in early childhood,
but symptoms begin to appear from middle age. The estrogen receptor is expressed in
various tissus and is associated to the development of hypertension and ventricular wall
thickening in women who are hypertensive, and with male and female infertility. Is has
two polymorphisms, alpha and beta, where the malfunctioning or reduced copy number
of this second is directly linked to the development of atherosclerosis. Although the
presence of polymorphism (G1082A) does not alter its protein, it can alter mRNA and
influence its expression. This study aimed to analyze the estrogen receptor beta (REP)
polymorphism in patientes with atherosclerosis and to verify if the presence of this type
of polymorphism is related to its development. Whole blood from 55 atherosclerosis
patients who were diagnosed by imaging (case group) and 46 patients without the
disease (control group) from patients at Angiogyn Clinic and the Clinical Analysis
Laboratory (LAC) of PUC Goias, in the municipality of Goidnia. The samples were
submitted to PCR to verify the presence of the polymorphism. It was observed that the
presence of AG/AA polymorphism was 9,5 times higher than the GG genotype
(p<0,0001) in the patients than in the control. When comparing the polymorphism and
gender of the patients analyzed, they also generated significant data regarding the
AG/AA genotypes compared to the GG genotype.

Keywords: Atherosclerosis. Polymorphism. Estrogen receptor beta. Rsal.
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1.INTRODUCAO

As doencas do aparelho circulatorio sao a principal causa de mortalidade desde a
década de 1960, sendo maior inclusive que a mortalidade por doencgas transmissiveis no
Brasil (BRASIL, 2004).

Cimadon et al. (2010) estimou que a partir de 2015 cerca de 20 milhdes de
pessoas morrerdo anualmente por doengas cardiovasculares (DCV), e que a maioria
dessas mortes, cerca de 80%, ocorrerdo em paises onde as pessoas possuem baixa ou
média renda, e que podem ainda ser influenciados pelo sedentarismo, ingestdao
inadequada de alimentos ricos em gorduras e também pelo uso frequente do tabaco
(CIMADON et al. 2010).

A forma mais comum de doenca cardiovascular (DCV) ¢ a aterosclerotica
coronariana, que ¢ multifatorial com determinantes genéticos e ambientais (NANNI et
al. 2000).

A doenca aterosclerotica coronariana (DAC) faz parte de um grupo de doengas
conhecida como sindrome plurimetabdlica (hipertensao arterial, diabetes mellitus,
obesidade e dislipidemia) e que sdo causadas principalmente por mudancas de habitos
de vida (LAGARES, 2017).

O desenvolvimento e formacao da placa aterosclerotica pode ser influenciada
por fatores modificaveis e ndo modificaveis. Os modificaveis sdo os habitos
alimentares, dislipidemia, uso do tabaco, sedentarismo, hipertensdo arterial, diabetes
mellitus e obesidade. J4 os ndo modificaveis sdo o sexo (maior frequéncia nos homens
que nas mulheres devida a presenga do estrogeno que tem efeito protetor), historico
familiar e idade (TOLFREY, 2010; TUNSTALL et. al. 1994).

A formagdo da placa aterosclerdtica ocorre devido um processo imuno-
inflamatério (MAIURE, et al. 2013), onde alteracoes vasculares, do sistema
imunoldgico e metabdlicas encontram-se envolvidas, e ocorrem de forma lenta,
iniciando-se ainda na infancia (LOPPNOW, et al., 2011). Mas em geral os sintomas
comegam a se manifestar a partir da meia idade (FORD, 2003).

Diversos fatores podem favorecer o desenvolvimento da doenca aterosclerdtica
coronariana (DAC), como regides calcificadas, acumulo de lipideos modificados,
células endoteliais, células musculares lisas, células espumosas, leucécitos, formagao de
trombos, espécies reativas de oxigénio (ROS), presenca de marcadores inflamatdrios
como a interleucina (IL)1 e 6, fator de necrose tumoral (TNF), componentes genéticos
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como Apolipoproteina E (ApoE), polimorfismos no gene CYP, e Receptores de
estrogeno ( FLAUZINO et al. 2014; MARINKOVIC et al. 2013; MARQUES e SA,
2011; HULSMAN et al. 2010; VILLADONIGA, 2008; ROSS, 1999).

19



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Definicao/Patogénese

A palavra aterosclerose ¢ derivada do grego “athero” e que tem como
significado caldo, mingau ou papa, e “sclerosis” significa enrijecimento (GOTTLIEB et
al. 2005).

E um processo inflamatério cronico capaz de afetar a camada intima e média das
artérias de médio e grande calibres (IV DIRETRIZ BRASILEIRA SOBRE
DISLIPIDEMIAS E PREVENCAO DA ATEROSCLEROSE, 2007), e que compromete
sua elasticidade, dessa forma causa o seu endurecimento e espessamento. E formada
basicamente por células inflamatdrias, tecido fibroso e lipidios (STARY et al. 1995).
Estas placas obstruem o Iumen vascular fazendo com que a tinica média subjacente
torne-se enfraquecida (MARTINELLE et al. 2014).

Hipocrates (460-370 a.C.) descreveu a angina pectoris como sendo um dos
sintomas da aterosclerose (MARTELLI, 2014; KUMAR et al. 2005; FAVARATO;
LUZ, 2004), e esta foi observada em mumias egipcias ha mais de 3.500 anos, sendo por
isso uma doenca bastante antiga (RUFFTER, 2005).

Leonardo da Vinci (1452 — 1519) observou e descreveu alteragdes da
aterosclerose como sendo o entupimento de uma artéria, causada pelo acimulo de
gordura (KEELE,1973).

Von Haller evidenciou no interior de uma placa aterosclerdtica em 1755 uma
estrutura de coloracdo amarelada e que se parecia com uma papa. Jean Lobstein
descreveu-a como sendo aterosclerose senil (MAYERL, et al. 2006).

Felix Marchand, patologista alemao, caracterizou a aterosclerose como sendo
lesoes que afetam médias e grandes artérias com material lipoéide contendo colesterol e
o depositos de placas de gordura (GIANNINNI, 2000).

O mundo moderno trouxe ao homem beneficios em seu estilo de vida, mas
também modificacdes em seus habitos. No passado gastava-se muita energia ao
procurar o alimento, pois era necessario deslocar grandes distancias. Porém, atualmente
devido o aumento do sedentarismo, do consumo de agucares e gorduras, a populagdo
teve como consequéncia um aumento de peso, sendo que nos homens foi de 56,5% e

nas mulheres 49,1% (Ministério da Saude, 2014).
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As mudancas no estilo de vida contribuiram para o crescimento das
comorbidades como a hipertensao arterial, da obesidade, e do diabetes mellitus. Em
geral essas patologias apresentam conjuntamente alteracdes lipidicas, aumento do risco
de doenca arterial coronariana (DAC) e hipercoagulabilidade (BURKE; BELL, 2000).

A aterosclerose ¢ uma doenga inflamatoria cronica, lenta, insidiosa, silenciosa,
progressiva e multifatorial, resultante do acumulo de lipidios e de varias respostas
celulares e moleculares especificas (MARTINELLE et al. 2014). Seu desenvolvimento
se inicia ainda na infancia com a formacao de estrias gordurosas, € o rompimento dessas
estrias gordurosas ¢ o principal responsavel pela desregulacdo dos mecanismos de
protecdo da hemostasia endotelial (LOPPNOW, et al. 2011; FAVARATO e LUZ, 2004;
CASELLA FILHO et al. 2003).

As placas de aterosclerose causam lesdes no endotélio que resultam do
carreamento de macréfagos (que se transformam em células espumosas devido estas
conseguirem englobar grandes quantidades de lipidios) e os proprios lipidios, formando
uma capa fibrosa rica em tecido conjuntivo fibroso e fibras musculares lisas
(BERENSON et al. 1992; LIBBY, 2013; AMMIRATI et al. 2015; FALUDI et al. 2017)
e do consequente espessamento das artérias e veias de grande calibre, podendo dessa
forma levar a eventos isquémicos distais ou mesmo a estenose arterial. Dessa forma as
lesdes iniciais podem evoluir para placas e promover o rompimento das veias e artérias,
levando a agregacdo plaquetaria e a ativagdo da cascata de coagulagdo sanguinea
consequentemente (BADIMON et al. 2012).

Por muito tempo a aterosclerose foi considerada somente como um processo de
deposicao de lipidios e que tinha a capacidade de acometer as varias camadas da parede
vascular de uma forma irregular, e dessa forma causando graus diversos de estenose.
Vérios estudos vém mostrar que a aterosclerose ¢ causada por diversos mediadores
inflamatorios, os quais sdo responsaveis por sua instalacdo, bem como sua progressao.
Dessa forma levando ao surgimento da doenga aterosclerdtica coronariana (DAC)
(ROSS, 1999; TRACY, 1998).

A deposicao das placas de gordura na parede arterial, principalmente da aorta,
artérias cerebrais e coronarianas, ¢ fator importante para a aterogénese e que pode levar
ao aneurisma aortico, isquemia cerebral e infarto do miocéardio, respectivamente
(MARTELLI, 2014; GOTTLIEB et al. 2005; KUMAR et al. 2005: HACKAM;
ANAND, 2003).
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O aumento das lipoproteinas aterogénicas como a lipoproteina de baixa
densidade (LDL), lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteina de
densidade intermediaria (IDL), quilomicrons remanescentes, tabagismo, obesidade,
hipertensao arterial, sedentarismo e diabetes contribuem consideravelmente para a
formacdo da placa aterosclerdtica (IV DIRETRIZ BRASILEIRA SOBRE
DISLIPIDEMIAS E  PREVENCAO DA  ATEROSCLEROSE,  2007).

Os lipidios s3o compostos quimicos insoliveis em agua, e que desempenham
diversas funcdes no organismo. Podem ser utilizados como fonte de energia, precursor
de hormonios esteroides, acidos biliares, prostaglandina e constituinte das membranas
plasmaticas (MONTGOMERY e cols.1996).

As alteragdes que ocorrem no metabolismo dos lipidios podem desencadear
mudancgas nas concentragdes das lipoproteinas plasmaticas e dos lipidios circulantes, e
contribuir com o surgimento e desenvolvimento de doencas cronicas, principalmente as
cardiovasculares, sao conhecidas como dislipidemias. Estas podem ser classificadas em
primarias ou secundarias (DAMASO, 2001; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2001).

As primarias, ou de origem genéticas, sdo aquelas que incluem as alteragdes
metabolicas e os disturbios metabolicos. Ja as chamadas dislipidemias secundarias
podem ser desencadeadas por patologias como: diabetes mellitus, hipotireoidismo,
insuficiéncia renal cronica, obesidade, sindrome nefrética, uso de medicamentos como
diuréticos, corticosteroides, anabolizantes, betabloqueadores, e ainda pelo uso abusivo
de alcool (COUTINHO; CUNHA, 1989).

As dislipidemias tém uma base multifatorial, genética, onde podem ocorrer
mutagdes em um ou mais genes responsaveis pelo acumulo dessas lipoproteinas, e
ambiental, onde o estilo de vida como atividade fisica e perda de peso sdo importantes
para os individuos com dislipidemia (XAVIER et al. 2013; SPOSITO et al. 2007,
SCHULZ, 2006).

Essas consideram os valores de colesterol total (CT), triglicérides (TG), LDL-C,
e HDL-C. Podem ser classificadas de acordo com a fracao lipidica alterada, sendo assim
classificadas em hipertrigliceridemia isolada (Triglicérides > 150 mg/dl),
hipercolesterolemia isolada (LDL — colesterol > 160 mg/dl), hiperlipidemia mista (LDL
— colesterol > 160mg/dl e Triglicérides > 150mg/dl), redu¢do do HDL-C (em mulheres
< 50mg/dl e homens < 40mg/dl) isolado, ou ainda redu¢do do HDL-C associada com o

aumento do LDL-C e/ou triglicérides (SPOSITO et al. 2007; XAVIER et al. 2013).
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Os hormonios esteroides formados a partir do colesterol formam ainda a
vitamina D e &cidos biliares (V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da
Aterosclerose, 2013).

As lipoproteinas plasmaticas permitem o transporte e a solubilizagao dos lipidios
no plasma. Elas sdo chamadas de apolipoproteinas (apos), e podem exercer diferentes
funcdes no metabolismo das lipoproteinas. Dentre elas tem-se as proteinas de densidade
baixa (low density lipoprotein LDL ), que sdo ricas em colesterol, as proteinas de
densidade muito baixa (very low density lipoprotein VLDL), de origem hepatica, e ainda
as de densidade alta (high density lipoprotein HDL), rica em colesterol, as de densidade
intermedidria (intermediary density lipoprotein IDL), e a lipoproteina a (Lp a), que ¢
formada pela unido entre uma particula de LDL e a Apo a (V Diretriz Brasileira de
Dislipidemias e Prevencao da Aterosclerose, 2013).

As lesdes causadas ao endotélio desencadeiam um processo inflamatorio que
pode ocorrer pelo LDL oxidado (Lipoproteina de baixa densidade oxidada - LDLoxi),
homocisteina, lesdes mecanicas, imunoldgicas ou ainda mesmo causadas por virus
(Ross,1993).

Mecanismos de alteragdes fenotipicas do endotélio vascular e a oxidagao de
lipoproteinas, principalmente as de baixa densidade (LDL), tém grande capacidade de
produzir substancias quimiotaticas de linfocitos os quais liberam espécies reativas de
oxigénio e promovem vasoconstri¢do. Dessa forma as propriedades antitromboticas sao
reduzidas e a formacdo de trombos (aterotrombose) ¢ uma das principais manifestacdes
clinicas da aterosclerose (FALUDI et al. 2017).

O desequilibrio plasmatico juntamente com as injurias causadas pela agressao ao
endotélio, que podem ser enddgenas como as citocinas e interleucinas, ou exdgenas
como os agentes infecciosos, sao capazes de promover uma vasoconstri¢ao, alterando a
funcdo do endotélio, sua desnudagdo e permitido que a permeabilidade a fatores pré
coagulantes esteja aumentada, assim como a produ¢do de glicoproteinas extracelulares e
a adesao de leucdcitos (ZHANG, et al. 1993; LOPPNOW, et al. 2011).

Estas disfuncdes do endotélio podem aumentar a permeabilidade da camada
intima das artérias as lipoproteinas plasmaticas, e como consequéncia aumentar o tempo
de retencdo no espago subendotelial. Quando retidas no endotélio, as LDLs podem
sofrer oxidacdo e permitir a exposicdo de neoepitopos, tornando-as imunogénicas

(Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2013).
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Os leucocitos penetram a parede do endotélio por diapedese através de juncdes
celulares. Citocinas com propriedades quimioativas e proteinas quimioatrativas dos
mondcitos MCP-1 (monocyte chemoattratant protein) sdo capazes de recrutar células,
tendo dessa forma grande expressdo em placas ateromatosas. Marcadores de ativagdo
como antigeno de ativagdo muito tardia (very late antigen, VLA), fator de necrose
tumoral (TNF), lipoproteina de alta densidade (high density lipoprotein - HDL),
Interleucina — 2 (IL-2), fragmentos de fatores do complemento e outras interleucinas
promovem maior adesividade e atracdo de mondcitos, resultando assim em um maior

recrutamento de células para o local da lesdao (Davies, 1995). (Figura 1).
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Figura 1: Abordagem diagnostica integrada na doenga cardiaca coronaria. Células mononucleares do
sangue periférico (PBMCs), células progenitoras endoteliais (CPEs), RNAs ndo-codificantes circulantes

(ncRNAs). Fonte: Infante et al., 2017 modificado.

Estudos mostram que ha uma relagcdo quando se tem niveis elevados de fibrina,

fibrinogénio e seus produtos de degradagdo e a formagdo da placa de ateroma. E que o
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fibrinogénio também € o precursor de trombos murais. Ainda esta envolvido na
agregacdo plaquetaria e injaria celular das células endoteliais (BARBALHO et al.
2014).

Quando se tem fatores elevados de fibrinogénio e estes estdo associados a
fatores de risco como tabagismo, resisténcia a insulina (RI), dislipidemia, sedentarismo
e hipertensdo, os riscos de formacdo de trombos se elevam devido ao estreitamento do
lumen vascular e um possivel rompimento da placa aterosclerotica (BARBALHO et al.,

2014). (Figura 2).
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Figura 2: Formacao da placa de ateroma no interior do vaso sanguineo. Fonte: CRID, 2014.
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2.2 Epidemiologia

As doengas cardiovasculares (DCV) sdo uma das principais causas de
mortalidade em todo o mundo e com cerca de 17,3 milhdes de mortes anuais
(INFANTE et al. 2017), e que ocorre principalmente em paises desenvolvidos, sendo
que nos Estados Unidos chega a ser responsavel por mais de 500 mil mortes anuais
(FRANCOSO; COATES, 2002).

Segundo a Organizagdo Mundial de Satide (OMS) ira ocorrer um aumento de
cerca de 223% de idosos no mundo até o ano de 2025, e com esse aumento eleva-se o
risco de aumento da pressdo arterial sistémica (HAS) (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 2005).

Infante et al. (2017) estima que em 2030 aproximadamente 23,6 milhdes de
pessoas morrerdo por ano devido as DCV, e que estas tém uma grande importancia para
os sistemas publicos de saiude. A aterosclerose ¢ uma das principais causas de doenca
arterial coronariana e cardiovasculares.

A principal forma de manifestagdo da DAC ¢ o infarto do miocardio, e cerca de
50% dos pacientes tém como primeiro sinal da patologia a angina pectoris (DALEN et
al. 2014).

Paises como Estados Unidos e os que fazem parte da Europa tiveram uma
grande reducdo de doengas transmissiveis, mas em contrapartida tiveram um aumento
no numero de doencgas cronicas como a aterosclerose e hipertensdo. Isso faz com que o
individuo tenha uma diminui¢ao do periodo de vida e redu¢do da sua idade produtiva
(MOZZAFARIAN et al. 2015; MURRAY et al. 2010; HERRINGTON et al. 2016).

Em 2007 Ford et al. demonstrou que a prevaléncia de individuos com sobrepeso
e obesidade chegou a 40% em algumas capitais brasileiras. A obesidade, sedentarismo,
diabetes mellitus, alteracdes do perfil lipidico, habitos inadequados de alimentagdo e
aumento da pressdo arterial sdo fatores que podem contribuir com o surgimento de DAC
(CAMPELO et al. 2014).

Estudos epidemiologicos vém demonstrando que as doencas cardiovasculares
sdo mais prevalentes em homens com idade entre 30 e 45 anos do que em mulheres com
a mesma idade (TUNSTALL et al. 1994). Nestes casos a mortalidade entre homens ¢
trés vezes maior que em mulheres (SHEN et al. 2015), e que mulheres entre 45 ¢ 64
anos tém 1:9 chances de desenvolver algum tipo de DAC, e que acima dos 65 anos esta
estatistica passa para 1:3 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2008).
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Sugerindo que os hormoénios estrogénios t€ém um efeito protetor sobre o sistema
cardiovascular (SHEN et al. 2015; DUBEY et al. 2004; ORSHAL e KHALIL, 2004).

Framinghan em 1996 fez um estudo prospectivo de longo prazo de doenca
cardiovascular incluindo homens e mulheres e observou que os eventos coronarios eram
duas vezes mais recorrentes em homens que em mulheres, mas que quando essas
estavam com idades mais avancadas a prevaléncia era a mesma (VILLADONIGA,
2008).

Homens com doengas isquémicas do coracdo eram duas vezes mais frequentes
que as mulheres, em varias populagdes estudadas. Os sintomas da DAC sao diferentes
entre os sexos, onde os homens apresentavam maior taxa de infarto do miocérdio,
enquanto as mulheres apresentavam angina (VILLADONIGA, 2008).

Os ataques corondarios fatais foram mais frequentes em mulheres, embora
aquelas que sobreviveram a esses eventos tiveram o mesmo prognéstico que os homens.
Individuos de ambos os sexos que praticavam atividades fisicas tiveram maior prote¢ao
contra doencas cardiacas e um aumento da relevancia de fatores ambientais como
moduladores de expressao génica (VILLADONIGA, 2008).

Quando se compara mulheres menopausadas com as que estdo na fase de pré-
menopausa, nas primeiras as doengas cardiovasculares sao mais prevalentes (SHEN et
al. 2015). Cerca de 95% das mulheres desenvolvem DAC quando entram na menopausa
devido aos baixos niveis de estrogeno enddégeno (DUBEY et al. 2005), e sendo essa a
principal causa de morte feminina (YUSUF et al. 2001; LIBBY, P., 2005). A incidéncia
entre homens e mulheres na menopausa se iguala (SHEN et al. 2015).

Esses eventos de Doenga Cardiovascular podem ocorrer de forma assintomatica,
e muitas vezes podem ser fatais (SANTOS; NASIR, 2009).

Segundo Herington et al. (2016) no Reino Unido a taxa de mortalidade por
doengas cardiovasculares diminuiu de 22% em 1950 para 6% em 2010, em homens com
idades entre 35 a 69 anos. Mas alguns paises do Leste Europeu e Asia mostraram um

aumento no numero de casos e mortes relacionados com DAC.
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3. COMPONENTE GENETICO
3.1 Aterosclerose

O componente genético na populagdo que apresenta doenga arterial coronariana
¢ em muitos casos desconhecido. Na pratica clinica, esse componente se baseia no
aparecimento precoce de DAC nos pais do individuo, onde a mae com idade menor que
65 anos, o pai com menos de 55 anos ou mesmo em irmaos que apresentem esta doenga
(KULLO; DING, 2007).

Esta ndo ¢ uma andlise muito sensivel, pois nao leva em consideracdo outros
fatores que podem estar associados com o desenvolvimento da DAC (MANSUR, 2000).
Os riscos podem dobrar se considerarmos principalmente os parentes de primeiro grau,
e estd intimamente ligado ao sexo do individuo que apresentou o primeiro evento
(KULLO & DING, 2007).

Diversos fatores genéticos estdo envolvidos na fisiopatologia do organismo
humano, e desempenham diferentes fungdes como regulagdo do apetite, metabolismo
dos lipidios, regulacao energética, e diferenciacao celular. Para isso existem mais de
600 genes e locus cromossdmicos que auxiliam na regulacdo do peso corporal, na
regulacdo e sensibilidade a insulina e também no controle do metabolismo energético
(GOODPASTE et al. 2002; MUTCH; CLEMENT, 2006).

Ao se analisar as caracteristicas genéticas da DAC e a relacdo que ela apresenta
com os fatores ambientais pode-se identificar de forma precoce individuos ou mesmo
familias que possuam alto risco para seu desenvolvimento. Para isso se deve analisar
um painel de polimorfismos genéticos e a estreita relacdo que eles t€ém com os fatores
de risco para desenvolvimento da aterosclerose (MANSUR, 2000).

Diferentemente das doengas com padroes de transmissdo mendeliana, a
aterosclerose nao ¢ atribuida a genes individuais. Ela provavelmente esta ligada a um
conjunto de variantes génicos que podem ser na forma de polimorfismo de nucleotideo
unico (SNPs), variagdes no numero de sequéncias repetidas (CNVs), mutagdes,
delecdes, mini e microsatélites (KUEHL et al. 2001; SEO et al. 2004).

O polimorfismo de nucleotideos tnico (SNP) ¢ uma variagdo em uma unica base
nitrogenada na sequéncia do DNA, e que ¢ encontrada em mais de 1% da populagao
(BRUNTON et al. 2015). Sao decorrentes de uma mutag¢do pontual no DNA, e podem
ser considerados marcadores evolutivos, explicar geneticamente o risco de
desenvolvimento para determinadas enfermidades como diabetes, dislipidemias,

sindrome metabolica e fatores de risco cardiovasculares. Podendo ainda ser utilizados
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na preveng¢do primdria de certas doengas, no diagnostico e uma melhora na conduta do
tratamento do paciente, e ainda pode auxiliar no aconselhamento genético para
pacientes que ja sdo sabidos portadores de genes alterados (DERAM; VILLARES,
2012; FAREED; AFZAL, 2013; SABINO, 2004).

Os polimorfismos (Figura 3) podem alterar a funcdo ou a quantidade de
proteinas codificadas, e ainda podem exercer efeito dominante no desenvolvimento da

aterosclerose (SEO et al, 2004).
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Figura 3: Figura representativa de um Polimorfismo de nucleotideo unico (SNP). Fonte: Disponivel

em:https://neuroendoimmune.wordpress.com/2014/03/27/dna-rna-snp-alphabet-soup-or-an-introduction-

to-genetics/. Marco 27,2014 por NeuroRelief. The NEI Connection A/l about the Neuro-Endo-Immune

Supersystem

Diversos fatores genéticos estao envolvidos com o risco de desenvolvimento da
aterosclerose. Cerca de 400 genes podem estar diretamente envolvidos no
desenvolvimento desta patologia, pois sdo responsaveis pela coagulacdo, metabolismo
dos aminoécidos, de hidratos de carbono e de lipidios, inflamacdo, e regulagdo da
funcdo endotelial. Alguns dos genes responsaveis por essa patologia sdo os GSTs
(Glutationa S-transferase), ApoA-I, ApoA-II, ApoB, ApoC, Apo C-III, ApoE
(Apolipoproteinas), CYPs, eNOS (Oxido Nitrico Sintase endotelial), receptor do gene
do LDL (LDLR), lipase hepatica, lipase lipoprotéica (LPL), proteina transferidora de

¢ésteres de colesterol (CETP), lecitina-colesterol transferase (LCAT) e os Receptores de
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estrogeno (ESR1 e ESR2) (FLAUZINO et al. 2014; MARINKOVIC et al. 2013;
MARQUES e SA, 2011; VILLADONIGA, 2008; KULLO e DING, 2007).

As moléculas de adesdo celular (CAM) foram consideradas como implicadoras
de desordens vasculares como aterosclerose, vasculite, isquemia e reperfusdo. Sua
expressdo ¢ capaz de explicar a disfun¢do microvascular associada a diversos fatores
que podem levar ao desenvolvimento da doenca cardiovascular como a
hipercolesterolemia, diabetes e hipertensio arterial (VILLADONIGA, 2008).

Mutagdes como a que ocorre com a Pro-proteina convertase subtilisina quexina
tipo 9 (PCSK9) podem alterar de forma bastante grave a fungdo da proteina que a
codifica e que acaba levando o individuo ao desenvolvimento da Hipercolesterolemia
Familiar. Porém polimorfismos neste mesmo gene ou mesmo em outros que estejam
envolvidos no metabolismo de lipidios, normalmente possuem efeito menor e afetam de
forma mais branda a atividade protéica, podendo algumas vezes até nao levar ao
desenvolvimento da doenga (BOURBON, 2008).

O Nrf2 diminui o stress oxidativo e a respectiva producao do perdxido lipidico
através da inducdo de genes antioxidantes que vao exercer efeito protetor em relagdo a
aterosclerose (BOURBON, 2008).

No DNA ao ocorrer o processo de metilagdo, os mecanismos baseados no RNA
e as modificagdes ocorridas nas histonas sdo eventos que podem estar envolvidos no

desenvolvimento da aterosclerose, ou ainda ser responsavel por caracteristicas herdadas

dessa doenga (BACCARELLI et al. 2010; LOSCALZO; HANDY, 2014).
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3.2 Gene Receptor beta de estrogeno

Os hormonios esteroides sao moléculas lipofilicas, derivadas do colesterol e sao
utilizadas pelo organismo como mensageiros quimicos, € que exercem funcdo nas
células alvo apds sua ligagdo com o receptor especifico, que estd localizado no nucleo
celular (MENDELSON, 2002). Estes hormonios esteroides possuem um nucleo
esteroide comum contendo trés anéis com seis 4&tomos de carbono e também um anel
com cinco atomos de carbono (PEREIRA, MIGUEL, 2017).

Estao divididos em quatro classes: progestdgenos, androgenos, estrogenos,
corticoides (glicocorticoides e mineralocorticoides). O hormonio estrégeno ¢ de grande
importancia para os processos fisiologicos em homens e mulheres. Em vertebrados
agem em diversos tecidos influenciando diversos aspectos biologicos, como a
diferenciagdo sexual, manutencdo da densidade dssea, regulacdo osmdtica, a fisiologia
reprodutiva e o metabolismo intermediario, auxilia na fung¢do imunologica e na
homeostase mineral, estimulagdo do crescimento e sofrerem a aromatizagdo em
androgenos em tecidos periféricos. E metabolizado no figado (GUEDES-ALONSO et
al. 2014; KJELDSEN; BONEFELD-JORGENSEN, 2013; HAMID; ESKICIOGLU,
2012; ANTONOVOW, 2007).

Os estrogenos sdo esteroides com 18 carbonos, € possuem um anel fenolico A,
um grupamento B-hidroxila ou cetona na posi¢do 17 do anel D. O primeiro anel ¢é
responsavel pela ligagdo seletiva e de alta afinidade aos receptores estrogénicos
(SAMAVAT; KURZER, 2015). Sdo sintetizados a partir da aromatizacdo de
androgenos. Nas mulheres sdo sintetizados nos ovarios principalmente, mas também
pode ocorrer sua producao pelas adrenais. A sintese extra gonadal pode ocorrer no
tecido adiposo, placenta, coragdo, ossos, figado, endotélio e musculo liso vascular
(MLV), e sistema nervoso central, os quais também apresentam receptores para este
horménio. Possui acdo angiogénica no utero, cérebro, membros e mamas
(BERNASOCHI et al. 2019; LORGA et al. 2017; GUEDES-ALONSO et al. 2014,
IGNACIO et al. 2009).

O estrogeno produzido pelas gonadas possui acdo endocrina e atua nos tecidos
distais, ja o extragonadal possui a¢do apenas local (LORGA et al. 2017).

Os estrogenos incluem diversos compostos que se diferem em sua estrutura
quimica e propriedades gerais, porém suas propriedades biologicas sdo comuns. Os

principais representantes desse grupo sao a estrona, o estriol e o estradiol (17B-Estradiol
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e 17a-Estradiol) (GUEDES-ALONSO et al., 2014; BILA e DEZOTTI, 2007. (Figura
4).

)
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Figura 4: Estrutura quimica de estrogénios naturais e sintéticos. BILA ¢ DEZOTTI. Desreguladores

Endocrinos no Meio Ambiente: Efeitos e Consequéncias. Quim. Nova, Vol. 30, No. 3, 651-666, 2007.

O 17B-estradiol (E2) ¢ o principal estrogénio circulante no organismo feminino,
enquanto a estrona (E1) e o estriol (E3) sdo produzidos em menores quantidades, € o
estretol (E4) ¢ produzido apenas durante a gestagdo (COELINGH et al. 2017). Estes
hormodnios s3o sinalizadores quimicos que irdo atuar na comunicacdo em diferentes
tipos celulares e que provoca uma resposta biologica especifica (LUCENA, 2013).

Os hormonios estrogénicos possuem fungao cardioprotetora funcionando como
um imunomodulador da resposta inflamatéria na aterosclerose. Eles possuem a
capacidade de regular o metabolismo lipidico que ocorre no figado e conseguem
diminuir o risco de DCV, pois aumenta a capacidade de sintese de LDL permitindo que
seus niveis circulantes diminuam. Este hormonio também tem a capacidade de aumentar
a atividade da enzima lipase lipoprotéica aumentando os niveis séricos de HDL
(PALMISANO et al, 2018; USATEGUI-MARTIN et al, 2019).

O estrogeno pode ter alguns efeitos benéficos sobre vasos sanguineos, os
mesmos observados pelo 6xido nitrico, como a inibicdo da penetragdo do LDL na
parede dos vasos sanguineos, diminuicao das contra¢des e proliferacdo das células do
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musculo liso vascular, agregacdo plaquetdria e dos monocitos, sendo ainda capaz de
estimular a enzima produtora da sintese do 6xido nitrico (LODISH et al. 2008: DEROO,
KORACH, 2006; HERRINGTON, 2000).

Este hormonio pode ainda influenciar a coagulacdo sanguinea e fibrinodlise,
aumentando significativamente a producdo de trombina, onde ocorre um aumento dos
niveis plasmaticos de fatores de coagulagdo como fibrinogénio, fatores VII, VIIL, IX, X,
XI1I, XIII. Neste caso ocorre uma conversao maior de fator X a Xa (VERA et al. 2007).

A isquemia e a faléncia cardiaca estao ligadas as anormalidades bioenergéticas
do metabolismo, devido ao aumento de apoptose, disfuncdo na sinalizagdo do calcio,
aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e diminuicdo do
metabolismo energético. Estas anormalidades estdo ligadas as alteragdes na homeostase
mitocondrial (CHEN; KNOWLTON, 2010).

Estudos realizados com animais, mostram que a castragdo de machos ndo altera
a reatividade vascular, porém a ovariectomia nas fémeas causa um aumento da
contragdo dos vasos sanguineos. Em estudos com mulheres menopausadas que fazem o
uso de reposi¢do hormonal com estrogeno, mostra que a reatividade vascular a agentes
constritores como a angiotensina II, bradicinina e acetilcolina ¢ restaurada
(CERAVOLO et al. 2007).

As taxas de lipoproteinas em geral e também suas subclasses também sdo
alteradas sobre a influéncia dos estrogenos. Ele ¢ capaz de alterar a taxa de remocgao do
colesterol e das suas fragdes lipoprotéicas devido ao aumento na produgdo de acido
biliar. Dessa forma o efeito cardioprotetivo do estrégeno ocorre devido a reducao dos
niveis séricos de lipideos circulantes, e esta ligado diretamente a a¢do dos receptores
estrogénicos (DEROO, KORACH, 2006).

O horménio 17B-estradiol esta relacionado com o aumento da calcificacao de
células vasculares, pois atua na formac¢ao e a mineralizagdo 6ssea, diminuindo sua perda
devido a sua capacidade de inibir os osteoclastos e estimular os osteoblastos (McROBB
et al. 2017). Esse hormonio exerce um efeito protetor principalmente sobre as mulheres
em relacdo a placa aterosclerotica, pois reduz a carga da placa que esta intimamente
relacionada com as proteinas de baixa e alta densidade plasméatica (TRAVISON et al.
2016; YANG, RECKELHOFF, 2011). O efeito protetor deste hormdnio estd ligado
diretamente a progressao da placa aterosclerotica (OSAKO et al. 2010).

Os receptores para estrogenos e os outros tipos de hormonios esteroides

(testosterona, progesterona e glicocorticoides), sdo receptores intracelulares e ativadores
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de fatores de transcri¢ao nuclear. Esses, quando ativados por seus antagonistas podem
afetar a expressdo génica, pois atuam em sequéncias especificas dos genes-alvos, e
também podem modular a transcricio génica (SIMOES, 2009; WELBOREN et al.
2009).

Os receptores de estrogénio (RE) sdo membro da superfamilia de receptores
nucleares e sdo ativados por fatores de transcricdo do tipo ligante, que quando ativados
podem iniciar ou mesmo aumentar a transcrigdo de genes que possuem respostas
especificas ao hormonio. Estes receptores possuem seis dominios funcionais, e dois
dominios que estdo envolvidos na sua atividade transcricional (Xing et al. 2009;
MEYER et al. 2009) (Figura 5). Isto mostra que eles possuem fungdes distintas para as
respostas biologicas e também na regulagdo da transcricdo génica comandada pelo
estradiol (BARDIN et al. 2004). A acao de cada receptor ¢ dependente da quantidade e
do nivel de expressdo de cada um desses receptores nos diferentes tecidos (CARRUBA,

2007).
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Figura 5: Estrutura dos dominios funcionais e descricdo dos polimorfismos no gene humano do receptor

B. Exons codificados (E) estdo indicados dentro das caixas. TAF, fungdo da atividade transcricional;

URT, regiao nao codificante. Fonte: GENNARI et al., 2005.

Em 1995, foram encontradas as isoformas da proteina receptora para o
estrogeno, e caracterizadas em diversas espécies, inclusive em humanos e roedores,
sendo denominadas receptor estrogénico o (REa) e receptor estrogénico  (REP)

(DEROO, KORACH, 2006; OGAWA et al. 1999).
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A agdo do estrogeno ¢ mediada pelos dois tipos de receptores (REs) REa e REp,
que estao localizados em cromossomos e genes diferentes. O REa ¢ codificado pelo
gene ESRI1 e localiza-se no cromossomo 6q25.1, possui 595 aminoécidos, e peso
molecular de 66 KDa (MENASCE et al. 1993; GREEN et al. 1986). Possui oito éxons e
sete introns. Existem trés polimorfismos neste gene, sendo dois localizados no primeiro
intron, e o terceiro no éxon 1 (GARCIA et al. 1987).

O REP ¢ codificado pelo gene ESR2 e localiza-se no cromossomo 14q22-24
(SIDDIG et al., 2008; SUREKHA et al., 2009). Possui 485 residuos de aminoacidos
com peso molecular de 54 KDa, existem dois tipos de polimorfismos (ALESSIO et al.
2008; CARRUBA, 2007; BORD et al. 2001).

Ambos possuem trés dominios funcionais: o dominio de ligagdo do DNA
(DBD), o dominio NH> terminal (NTD) e o dominio de ligagdo COOH- terminal
(LBD). O NTD esta ligado a transcri¢do e ativacdo de genes alvos e possui pequena
similaridade entre os ERa ¢ ERB. J4 o0 DBD ¢ um dominio altamente conservado entre
os receptores estrogénicos € com grande identidade de aminoacidos e agdo nos genes
alvo. O LBD possui uma identidade intermedidria entre os REs na sua sequéncia de
aminoacidos e sitios de ligacdo (JIA et al. 2015). Estes genes apresentam um grau de
homologia no dominio de ligagdo de DNA muito alto, mas se diferenciam bastante no
dominio N terminal e no dominio E (CARRUBA, 2007; BORD et al. 2001).

Os ERa e ERP possuem diferentes sitios de ligagdo no DNA (ZHAO et al.
2010).

Tanto o REa quanto o REf atuam como fatores de ligagcdo que estao localizados
no citosol, mas que podem se translocar para o nicleo ap6s sua ligagcdo ao hormoénio E2.
Dessa forma os receptores estrogénicos interagem com os Elementos Responsivos ao
Estrogeno (EREs) na regiao promotora do gene alvo. O estrogeno ainda pode se ligar a
diferentes subpopulacdes de receptores estrogénicos que se encontram associados a
membrana plasmatica e podem ativar uma variedade de cascatas de sinalizagdo rapida
intracelular (MEYER, BARTON, 2009; MEYER et al. 2009).

Os RE estdo localizados na membrana mitocondrial dos tecidos cardiacos, ¢ sua
ativacdo ocorre via hormonio estrogénio que provoca alteragdes transcricionais nos
genes que influenciam o correto funcionamento das mitocondrias, na cardioprotegdo e

na sobrevivéncia celular (KLINGE, 2017; KLINGE, 2008).
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Algumas vezes os receptores estrogénicos podem ter a sua funcdo nao muito
bem definidas dentro de uma célula devido a capacidade de formar homodimeros ou
heterodimeros (SIMOES, 2009).

Na auséncia do hormoénio estrogénio seus receptores permanecem inativos no
citosol, mas ao fazerem a ligagdo hormonal os REs se deslocam para o nucleo e se
ligam a sequéncias gendmicas dos elementos responsivos ao estrogénio (ERE) na regido
promotora dos genes alvo, os quais irdo regular sua transcri¢ao

O receptor o tem sua maior expressdo em tecidos reprodutivos, figado, rins,
mamas, adipdcitos e 0ssos, enquanto o receptor f é expresso e encontrado em maior
quantidade no sistema cardiovascular, 6rgdos reprodutivos masculinos, rins, sistema
imune, pulmdes, ovarios, prostata e sistema nervoso central (SIMOES, 2009).

Os genes que modulam para o receptor beta possuem vias de transdugdo de
sinais e de genes que tém a capacidade de controlar a progressdo do ciclo celular e da
apoptose (CHANG et al. 2006), assim como também ¢ responsavel pela regulacdo da
linhagem celular T47D (WILLIAMS et al. 2008).

O receptor beta de estrégeno ¢ bastante expresso nos ossos, figado, glandulas
salivares, tecido adiposo, cérebro, utero, ovarios, prostata, testiculos, rins e endotélio
vascular (ANFHEL et al. 2010; ZHAO et al. 2010). Apesar de pouco, sabe-se que o
polimorfismo do REP esté relacionado a fatores de risco de desenvolvimento de DCV e
alteragcdes nos niveis séricos de lipideos (SALITIKI et al. 2009).

A transcri¢do génica pode ser regulada de forma negativa ou positiva através dos
hormonios esteroides (CERAVOLO et al. 2007).

Os estrogenos podem agir por duas vias nas células endoteliais: uma pela via ndo
gendmica, a qual possui efeito rapido cerca de 5 a 20 minutos apds sua exposicao
(LODISH et al. 2008; DEROO; KORACH, 2006) e que nao ocorre a expressao génica,
apesar de ter a capacidade de promover mudangas na expressdo génica, mas o aumento
da vasodilatagdo causada pelo 6xido nitrico (NO). Aqui o estrégeno se liga a seus
receptores na membrana ou proximas a ela, ou ainda a outras proteinas da membrana
promovendo respostas celulares onde se tem o aumento dos niveis séricos de NO, célcio
(Ca*") ou ainda a ativagdo de cinases (BOONYARATANAKORNKIT; EDWARDS,
2007; FU; SIMONCINI, 2007; DEROO; KORACH, 2006).

Os efeitos ndo gendmicos que sao mediados pelos estrogénios exercem
influéncia sobre seus receptores, ERa ¢ ERB que podem estar ligados a complexos

proteicos junto a membrana plasmatica e outros tipos de receptores como receptor
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associado a membrana (ER-X), receptor de estrogénio acoplado a membrana (Gq-
mER), e o receptor acoplado a proteina G30 (GPR30), tém a capacidade de ativar outras
vias intracelulares independentes que podem fazer a transcri¢do nuclear (MICEVYCH;
KELLY, 2012).

A resposta transcricional se deve a ligagdo dos dimeros aos EREs. Esses
hormdnios possuem a capacidade de ter efeitos gendomicos quando se ligam a outros
elementos responsivos (DEROO; KORACH, 2006).

A forma genomica também conhecida como forma direta ou classica ocorre no
citoplasma das células alvos e produzem mudangas conformacionais neste receptor, o
qual promove a sua dimeriza¢do assim como a sua translocacdo ao nucleo promovendo
uma resposta estrogénica (EREs) no seu gene alvo. Esse processo ¢ lento, podendo levar
horas para que ocorra (LODISH et al. 2008).

Ja na via gendmica, os receptores estrogénicos (RE) e do NO participam e
inibem a injuria vascular nas células endoteliais, ocorrendo a diminui¢@o da proliferacao
de células do musculo liso vascular. Neste caso o estrogeno se difunde pela célula e se
liga a seu receptor (RE) que esta localizado no nucleo, entdo este complexo (estrogeno-
RE) se ligara a sequéncias reguladoras que estdo nos genes-alvos, e dessa forma tem a
capacidade de regular a transcricdo do gene, ou ainda de forma indireta, recrutar
proteinas co-reguladoras que podem diminuir ou aumentar a producdo do mRNA e de
sua proteina associada, o que leva a uma resposta fisiologica (LODISH et al. 2008;
DEROO; KORACH, 2006) (Figura 6).

Na forma genomica o RE desencadeia uma ligagao intracelular nos REa e REfB
que provoca sua dimerizagdo e estes entram no nucleo. Dessa forma o estrogénio pode
se ligar ao ERE, ou a proteina-1 especifica (Sp1), ou mesmo ao ativador da proteina-1
(Ap1) para que ocorra a regulacao do gene (BOPASSA et al. 2010).

Sabe-se que o estrogénio tem a capacidade de realizar efeitos gendmicos via
outros tipos de elementos responsivos como o cAMP elemento responsivo de ligacdo a
proteina (CREB) e o Ativador de Proteina-1 (AP-1), entre outros tipos de fatores de
transcricado (EDWARD, 2005).

O efeito gendmico do estrogénio nos vasos sanguineos estd ligado a inibig¢do da
injuria vascular como também a protegdo contra a aterosclerose (DEROO; KORACH,

2006).
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Figura 6: Modelo de ag@o do estrogeno: (i) Mecanismo gendmico; (ii) Mecanismo ndo gendémico, com
ligacdo ao receptor de estrogeno (ER) na membrana plasmatica; (iii) Liga¢@o a proteinas da membrana
(EBP). Adaptor: proteinas adaptadoras ao estrogeno; ER: receptor de estrogeno; EBP: proteinas da
membrana plasmatica que se liga ao estrogeno; ERE: elemento de resposta ao estrégeno; CoReg:
proteinas com fun¢do co-reguladoras; MSRE: Modulador seletivo do receptor de estrégeno. Fonte:

DEROO e KORACH, 2006. Adaptado.

Nas células vasculares, o estrogeno ao ser difundido pela membrana plasmatica
forma complexos com os receptores nucleares ou citosolicos, € ao se ligar a cromatina
estimula sua transcri¢do induzindo o crescimento de células endoteliais. O 17B-estradiol
(E2) tem a capacidade de promover a fosforilagdo e ativagdo de células endoteliais e de
proteinas tipo MAP quinase (MAPK - proteina quinase ativadora de mitose). Nas
células do musculo liso vascular o E2 pode inibir o crescimento e proliferacdo destas
células, bem como inibir a atividade da MAPK, realizando efeito antagénico de
promotores do crescimento (SCZKO et al. 2017: KHALIL, 2005; TAKEDA et al.
2002).

No endotélio vascular tem-se os dois subtipos de receptores de estrogenos o e 3
(REa e REB) (KHALIL, 2005). Ambos os polimorfismos estdo associados a DAC. O
polimorfismo do receptor a esta ligado principalmente ao risco e a gravidade das DACs,

incluindo o infarto do miocardio e a isquemia cardiaca, principalmente em mulheres
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menopausadas. J& o polimorfismo do receptor B estd associado com a espessura da
parede ventricular esquerda e da sua massa ventricular principalmente em mulheres
hipertensas, e em homens est4 associado a pressao arterial (DEROO; KORACH, 2006).

Estudos feitos com ratos demonstram que individuos que nao possuem o ERf
desenvolveram hipertensao arterial com o avangar da idade e fun¢do vascular anormal.
Esses estudos também mostram a fungdo protetiva do estrégeno tanto na regulagdo dos
niveis de colesterol como de outros lipideos, ¢ também o efeito sobre as células
vasculares que sofrem injuria. O ERf também € capaz de diminuir o desenvolvimento
da faléncia cronica cardiaca, assim como ¢ capaz de mediar o efeito protetivo do
estrogeno em fémeas de ratos (DEROO; KORACH, 2006).

A ativagdo dos receptores pelo estrogeno esta intimamente ligada a seus efeitos a
curto prazo, € também com ativagdo de vias de sinalizagdo que estdo ligadas a inibi¢ao
da contragdo aguda do endotélio vascular (ORSHAL; KHALIL, 2004; THOMPSON;
KHALIL, 2003).

McRoob et al. (2017) reportou um aumento da expressio de mRNA ER[ em
células espumosas e endoteliais apos a ocorréncia de injuria vascular, mostrando que o
ERp possui efeito direto sobre os vasos sanguineos. Além do mais o ERf} é bastante
expresso nas corondrias, € em casos de calcificacdes severas sua expressao ¢ aumentada.

Em 2017, McRoob et al. ao realizar experimentos com ratos “in vitro” e “in
vivo” demonstrou que a diminuicdo ou a supressdo da acdo do ER[P estd associada a
calcifica¢do das placas aterosclerdticas, e que quando este mesmo receptor € silenciado
por algum antagonista ele promove a diferenciagdo das células espumosas do musculo
liso vascular (VSMC) em células calcificadas, assim como os osteoblastos in vitro.

O hormonio estradiol (E2) pode regular de forma negativa a expressdo do ERf
em diferentes tipos de células vasculares promovendo sua calcificagdo, demonstrando
dessa forma um fenotipo pro-osteogénico. Hormonios antagonistas ao E2 podem induzir
a mineralizagdo e aumentar a calcificacdo de células vasculares, comprovando dessa
forma que o bom funcionamento do ERP ¢ importante para o efeito protetor do
estrogeno sobre estas células vasculares (McROOB et al., 2017).

O ERP assim como seus outros receptores sdo expressos na parede arterial de
homens e mulheres e seu agonista 17B-estradiol (E2) realiza um potente efeito
vasodilatador nas artérias mamarias e coronarias tanto de homens quanto de mulheres

(MEYER; BARTON, 2009; HASS et al. 2007).
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Segundo Meyer; Barton (2009), a expressao do receptor beta de estrogeno esté
ligada a calcificacdo das coronarias e ao aparecimento da placa aterosclerdtica
independentemente da idade do individuo. E esse mesmo receptor € expresso em maior
quantidade em mulheres que estdo na menopausa se comparado com o receptor alfa de
estrogeno. Por isso ocorre uma diminuigdo da ag¢do do oOxido nitrico na agdo de
relaxamento do endotélio, bem como a acdo do proprio hormonio estrogénio (MEYER;
BARTON, 2009; TRAUPE et al. 2007).

Estudos demonstram que mulheres que apresentam mutacdes no ERP
apresentam hipertensdo, e que o polimorfismo neste mesmo receptor permite que
tenham um risco aumentado de desenvolvimento de doenca cardiovascular. Da mesma
forma estudos vém demonstrando que a presenga de placas ateroscleroticas diminui de
forma consideravel o niumero dos receptores estrogénicos o € B, € que a inativagado
destes pode ocorrer devido a metilagdo do DNA na regido promotora destes genes. Esse
processo de metilacdo do DNA ¢ um importante mecanismo epigenético que em geral
ocorre com a progressao da placa aterosclerotica e também com o envelhecimento do
individuo (KIM et al. 2007; O’LONE et al. 2007; REXRODE et al. 2007).

O receptor beta de estrogeno possui dois SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms - Polimorfismos de Nucleotideo Unico) que podem estar ligados a
doenca coronariana aterosclerdtica, e que pode variar de acordo com as etnias diversas
(SHEN et al. 2015).

Esses polimorfismos neste receptor sdo conhecidos e sdo do tipo Alul e Rsal,
sendo eles mutagoes silenciosas. O polimorfismo do tipo Rsal ocorre devido a troca do
nucleotideo guanina por adenina na posi¢do 1082 (G1082A), sendo o alelo G o alelo
selvagem e o alelo A a variante polimérfica (SIMOES, 2009; BRETHERICK et al.
2008). (Figura 7.).

Segundo Stavrou et al. (2006) alguns polimorfismos ndo alteram o aminodcido
produzido no receptor de estrogeno, mas em alguns casos pode alterar o mRNA e
influenciar a sua expressao génica.

Aschim et al. (2005) também afirma que o polimorfismo Rsal do ER[} ndo altera
o aminoacido na proteina produzida por ele, mas quando estd em desequilibrio de
ligagdo pode afetar a sua fungdo ou mesmo a expressao génica. Um estudo de 2003 de
Forsti et al. demonstrou que o polimorfismo do Rsal estd em um completo desequilibrio
de ligagao com o polimorfismo no éxon 8 no ERP, o que afeta o splicing desse éxon e

formam proteinas que possuem propriedades diversas daquelas produzidas por esse
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receptor, € que nao apresenta o polimorfismo. Isto porque este polimorfismo pode
alterar a estrutura do mRNA do ERp, seu splicing, sua sintese, maturagdo, transporte,

traducdo ou mesmo sua degradacao (ASCHIM et al. 2005).
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4. Objetivos

4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o polimorfismo Rsal do gene do receptor beta de estrégeno (ERP) em

pacientes com diagnoéstico de aterosclerose e no grupo controle na cidade de Goiania.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a frequéncia genotipica do polimorfismo do ERP em pacientes dos
grupos caso e controle.

. Avaliar a frequéncia genotipica presente nos diferentes sexos (caso e controle).

. Analisar frequéncia genotipica em relagdo aos fatores de risco no grupo caso e

com: hipertensao arterial, dislipidemia, diabetes mellitus.
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5. Materiais e Métodos

5.1 Casuistica

Foram coletadas amostras de sangue periférico de 55 pacientes (caso), que
apresentavam diagnostico prévio de aterosclerose e que foram confirmados por exames
clinicos e de imagem (Eco color Doppler, angiografia digital ou angiotomografia).
Foram utilizados como critérios de inclusao para participar do estudo pacientes maiores
de 38 anos, com diagnoéstico de DAC, que estavam fazendo tratamento medicamentoso
ou ndo com estatinas, aqueles que ja haviam sido submetidos a procedimentos
vasculares intervencionistas (angiografia) e que aceitaram responder o questionario
(Anexo I) e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Para
controle foram coletados sangue de 46 pacientes que ndo sdo portadores de
aterosclerose ou comorbidades. Os critérios de exclusdo sao os pacientes menores de 38
anos € que nao aceitaram participar da pesquisa ou ndo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

As amostras foram coletadas no periodo de outubro de 2014 a fevereiro de
2015, de pacientes do Laboratorio de Andlises Clinicas da PUC Goias (LAC) e da
Clinica Angiogyn, ambos no municipio de Goidnia e que prestam atendimento a
pacientes tanto do Sistema Unico de Satide (SUS) e a pacientes da rede privada.

As amostras de sangue total foram coletadas em tubos de 2 mL com heparina,
aliquotadas e armazenadas a -4° C.

O projeto foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisas/Sistema

Nacional de Informagdes Sobre Etica em Pesquisas envolvendo Seres Humanos

CEP/PUC Goias sob o nimero 35321614.3.0000.0037.
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5.2 Extracido de DNA

Para a extragdo e purificacdo do DNA foi utilizado sangue total o Kit GFXTM
(Amersham Pharmacia Biotech), onde foi feita a purificagdo do mesmo. Para certificar a
integridade do DNA foi realizado a eletroforese em gel de agarose a 0,8%, e corado
posteriormente com brometo de etidio a 10 mg/mL e visualizado no Sistema de Video
Documentagdo VDS® (Amersham Biosciencs, USA) no Nucleo de Pesquisas Replicon
(NPR) PUC-Goias.

O DNA apos sua extracao foi mantido em temperatura de -20°C até o momento

da sua amplificacdo pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

5.3 Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR)

Apoés a extragdo e purificagdo do DNA foi realizada a reagdo da PCR, e seus
produtos foram posteriormente submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%
corados com brometo de etidio a 10 mg/mL em solugdo tampao Tris-borato de EDTA
(TBE) a 1x, para a verificacdo da presenc¢a ou nao do polimorfismo.

Na Tabela I s3o apresentadas as sequéncias de oligonucleotideos iniciadores

(Primers) utilizados para a amplificagdo da regido esperada.

Tabela I: Seqiiéncia dos primers e tamanho esperado dos fragmentos

Primer Sequéncia (5 - 3°) Tamanho do fragmento, pares de bases (pb)
Rsal Fw ACT TGC CAT TCT ACA

Rsal Rer Controle CAC AGG ACC ATG AAT CCT 409 (controle)

Rsal RevA AGC TCT CCA AGA GCC GT 127 (variante A)

Rsal RevG AGC TCT CCA AGA GCC GC 127 (variante G)

Fw - Rsal Forward, Rev - Rsal reverse; Fonte Aschim et al., 2005.

Para o processo de amplificacdo pela técnica de PCR para o gene ERf} foram
utilizados os seguintes reagentes nos volumes a seguir: Tampao (10X) 2,5 uL, Cloreto
de magnésio 1,5 pL, deoxinucleotideo trifosfato (INTP) 4 uL de cada, Taq polimerase
0,2 pL, Primer Forward 0,5 uL, Primer reverso controle 0,5 pL, Primer reverso A/G 0,5
uL, DNA 3 pL.O protocolo para amplificagdo das amostras estd na Tabela II e Tabela
1.
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Tabela II — Protocolo para amplificagdo do polimorfismo Rsal do gene RE (Rsal variante A).

REAGENTES [ 1 UTILIZADA VOL P/ 1 AMOSTRA
Tampao (10X) 1X 2,5ul
MgCl» 1,5SmM 1,5uL
dNTPs 1,25mM de cada 1 uL=4 L
Taq polimerase 2,50/ uL 0,2 uL
Primer Forward 20 uM 0,5 uL
Primer Reverso controle 20 uM 0,5 uL
Primer Reverso A 20 uM 0,5 uL
H.OMiliQ e 12,3 uL
DNA amostra 300ng/ uL 3ul
Volume final 25 ulL

Fw - Rsal Forward; Rev - Rsal Reverse; dNTPs — deoxinucleotideo trifosfato; Fonte: Costa e Silva, 2010.

Tabela III - Protocolo para amplificagdo do polimorfismo do Rsal do gene REf (Rsal variante G).

REAGENTES [ 1 UTILIZADA VOL P/ 1 AMOSTRA
Tampao (10X) 1X 2,5 uL
MgCl, 1,5mM 1,5 uL
dNTPs 1,25mM de cada 1 uL=4 pL
Taq polimerase 2,50/ uL 0,2 uL
Primer Forward 20 uM 0,5 uL
Primer Reverso controle 20 uM 0,5 uL
Primer Reverso G 20 uM 0,5 uL
H.OMiliQ e 13,3 ul
DNA amostra 200ng/ uL 3 uL
Volume final 25 uL

Fw - Rsal Forward; Rev - Rsal Reverse; dNTPs - deoxinucleotideotrifosfato; Fonte: Costa e Silva., 2010.

Na Tabela IV tem-se o protocolo utilizado para amplificacdo dos primers do

polimorfismo Rsal do gene ERJ para as variantes A e G utilizadas no termociclador.

Tabela IV — Protocolo para amplificagdo dos primer do polimorfismo Rsal do ERP para as variantes A e

G
Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos
Desnaturagao 96°C 3 1
96°C 1
Amplificagdo ciclica 58°C 30 seg 35
72°C 3
Extensao final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C

Fonte: Costa e Silva, 2010.
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Os géis foram corados com brometo de etidio 10 mg/mL e visualizado no
Sistema de Video Documentagdo VDS® (Amersham Biosciencs, USA) no Nucleo de
Pesquisas Replicon (NPR) PUC-Goias. (Figura 7).

Ladder

Controle 409 pb

127 pb

Figura 7: Foto do gel de Agarose (2%) mostrando os polimorfismos. Ladder: 50 pb; Controle: 409 pb;
Alelos A e G: 127 pb.

5.4 Analise de dados

Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do software BioEstat®,
versdo 5.3 (Sociedade Civil Mamiraud/MCT - CNPq). Para a andlise estatistica foi
utilizado o Teste G para a verificacdo da associacao entre o polimorfismo do receptor
beta de estrogeno (RE) e o desenvolvimento de aterosclerose.

Para ser considerado estatisticamente significativo o valor de p<0,05.

Os resultados da analise do polimorfismo Rsal do gene ER[} foram tabulados em

planilhas com o auxilio do software Excel® (2013).
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6. RESULTADOS

Na Tabela V foram relatadas as frequéncias dos grupos caso e controle, onde a
presenca de individuos homozigéticos (GG) teve uma frequéncia de 38,1% (21/55),
para pacientes heterozigdticos (AG) a frequéncia foi de 41,9% (23/55) e os
homozigoticos (AA) foi de 20,0% (11/55). Ja nos pacientes controle a frequéncia
genotipica para homozigdticos (GG) foi de 93,5% (43/46), nos pacientes
heterozigoticos (AG) a frequéncia foi de 6,5% (3/46) e os homozigoticos (AA) a
frequéncia genotipica foi de 0,0% (0/46). O valor encontrado de p foi de p<0,0001,
sendo estatisticamente significativo. (Tabela V). 61,9% (61,9/6,5) dos pacientes caso
possuem ao menos um alelo polimérfico A. E sendo este alelo cerca de 9,5 vezes mais
frequentes nos pacientes caso que nos pacientes controle.

Quando observamos nos grupos caso e controle a presenca do polimorfismo AA,
no primeiro grupo em relagdo ao segundo, temos uma frequéncia de 20 maior, ja que no

grupo controle nao foi encontrado a presenga do polimorfismo.

Tabela V: Frequéncia genotipica do polimorfismo do gene Rsal nos grupos caso e controle.

GG AG AA Total *n
n % n % n % n %
Caso 21 38,1 23 41,9 11 20,0 55 100,0
p<0,0001
Controle 43 935 3 6,5 0 0,0 46 100,0

*Teste G

Na Tabela VI foram relatadas a frequéncia do polimorfismo do gene Rsal do ERf} em
relagcdo ao sexo dos individuos do grupo caso e controle, respectivamente. Em pacientes
do sexo masculino a frequéncia do gendtipo homozigético (GG) foi de 37,9% (11/29),
heterozigotico (AG) a frequéncia foi de 41,4% (12/29), e os homozigoétiocos (AA) a
frequéncia foi de 20,7% (6/29). No grupo controle a frequéncia genotipica de pacientes
homozigoéticos (GG) foi de 85,7% (18/21), em pacientes heterozigoticos (AG) foi de
4,8% (1/21), e nos pacientes homozigoticos (AA) foi de 0,0% (0/21). O valor
encontrado de p foi de p<0,0001, o que torna estes dados estatisticamente significativos.
Verificamos que nos pacientes do sexo masculino que a frequéncia genotipica do

alelo polimorfico A ¢ 12,9 vezes mais frequente que o alelo G.
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Na mesma Tabela VI foram analisados pacientes do sexo feminino em relagdo a
esse mesmo polimorfismo (ERf), onde foram observados a frequéncia genotipica de
individuos homozigéticos (GG) 38,4% (10/26), para as pacientes heterozigdticas (AG) a
frequéncia foi de 42,3% (11/26) e as homozigoticas (AA) foi de 19,2% (5/26). Nas
pacientes do grupo controle, a frequéncia de homozigéticas (GG) foi de 92,0% (23/25),
heterozigoticas (AG) 8,0% (2/25) e as pacientes homozigdticas (AA) a frequéncia
encontrada foi de 0,0% (0/25). O valor encontrado de p foi p<0,0001, tornando estes
dados da mesma forma estatisticamente significativos (Tabela VI).

Quando analisamos o alelo polimoérfico A, no sexo feminino, verificamos que
ele ¢ 7,6 vezes mais frequente nas pacientes do grupo caso que as pacientes do grupo

controle.

Tabela VI: Frequéncia genotipica do polimorfismo do gene ERP (Rsal) em relagdo ao sexo nos caso e

controle.
GG AG AA Total *b
SEXO n % n % n % n %
MASCULNO
CASO 11 37,9 12 41,4 6 20,7 29 100,0
p <0,0001
CONTROLE 18 85,7 1 4.8 0 0,0 21 100,0
FEMININO
CASO 10 38,4 11 42,3 5 19,2 26 100,0
p <0,0001
CONTROLE 23 92,0 2 8,0 0 00 25 100,0
*Teste G.

Na Tabela VII foram relatadas as frequéncias dos individuos do grupo caso que
apresentavam ou ndo hipertensdo arterial em relagdo ao polimorfismo Rsal do gene
ERp. Os pacientes hipertensos apresentaram as seguintes frequéncias para o gendtipo
homozigoético (GG) 35,6% (16/45), para o genotipo heterozigotico (AG) 46,6% (21/45)
e para o gendtipo homozigotico (AA) 17,8% (8/45). Ja os pacientes que ndo apresentam
hipertensao arterial a frequéncia para o genotipo homozigético (GG) foi de 44,4% (4/9),
o heterozigotico (AG) foi de 22,2% (2/9), e os homozigoticos (AA) foi de 33,3% (3/9).
Perfazendo um total de 54 pacientes (hipertensos e nao hipertenso). O valor encontrado

de p foi de p=0,3390, sendo estatisticamente nao significativo.
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Os pacientes hipertensos que possuem o alelo A € 5,8 vezes maior no grupo de

pacientes nao hipertensos. (Tabela VII).

Tabela VII: Distribuicdo da frequéncia genotipica do polimorfismo do gene Rsal em pacientes que

apresentam hipertensao arterial do grupo caso.

CASO GG AG AA Total *p
n % n % n % n %
HIPERTENSOS 16 35,6 21 46,6 8 17,8 45 100,0
p=0,3390
NAO HIPERTENSOS 4 44,4 2 22,2 3 333 9 100,0
TOTAL 54 100,0
*Teste G.

Na Tabela VIII foram analisados os pacientes do grupo caso que apresentavam
ou ndo dislipidemia em relagdo a frequéncia genotipica dos pacientes. Os valores das
frequéncias genotipicas foram de 52,1% (12/23) para os pacientes homozigdticos (GG),
34,8% (8/23) para os pacientes heterozigéticos (AG), e 13,1% (3/23) para os pacientes
homozigoticos (AA). Ja os pacientes que ndo apresentavam dislipidemia a frequéncia
foi de 22,2% (6/27) para os pacientes homozigoticos (GG), os pacientes heterozigoticos
(AG) foi de 51,8% (14/27), e 26,0% (7/27) para os pacientes homozigéticos (AA).
Perfazendo um total de 50 pacientes que apresentavam ou ndo dislipidemia. O valor

encontrado de p foi de p=0,0812, ndo sendo estatisticamente significativo (Tabela VIII).

Tabela VIII: Frequéncia genotipica do polimorfismo do gene Rsal em pacientes que apresentam

dislipidemia no grupo caso.

GG AG AA Total *p
n % n % n % n %
DISLIPIDEMIA 12 52,1 8 348 3 13,1 23 100,0
p=0,0812
SEM DISLIPIDEMIA 6 22,2 14 518 7 260 27 100,0
TOTAL 50 100,0

*Teste G.
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Na Tabela IX foram descritas as frequéncias genotipicas do polimorfismo do
gene Rsal em relagdo a pacientes do grupo caso que apresentam ou nao diabetes
mellitus.

Em relagdo aos pacientes que apresentam a doenca diabetes mellitus foram
observados 11 pacientes, onde a frequéncia de pacientes homozigoéticos (GG) foi de
45,5% (5/11), os pacientes heterozigéticos (AG) foram de 36,3% (4/11), e os pacientes
homozigoticos (AA) foi de 18,2% (2/11). Ja os pacientes que ndo apresentam a doenca
diabetes mellitus totalizavam 32, e suas frequéncias foram de 28,1% (9/32) de pacientes
com o gendtipo homozigdtico GG, 43,8% (14/32) para pacientes com genotipo
heterozigotico AG, e 28,1% (9/32) para os pacientes que apresentavam genétipo AA. O
valor de p encontrado foi p=0,5619, sendo ndo estatisticamente significativo. (Tabela

XI).

Tabela IX: Frequéncia genotipica do polimorfismo do gene Rsal em pacientes do grupo caso que

apresentam ou ndo diabetes mellitus.

GG AG AA Total *n
n % n % n % n %
DIABETES 5 45,5 4 36,3 2 182 11 100,0
p=0,5619
SEM DIABETES 9 28,1 14 438 9 28,1 32 100,0
TOTAL 43 100,0

*Teste G.
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7. Discussao

A associagdo entre as variagdes genotipicas no REP, apesar de ainda pouco
conhecidas, vém sendo bastante estudadas (TEMPFER et al. 2009).

Neste estudo verificamos que a frequéncia do polimorfismo Rsal AG do REP ¢
cerca de 9,5 vezes maior nos pacientes caso que nos pacientes controle. Enquanto que a
frequéncia do polimorfismo AA nos pacientes caso foi de 20 vezes maior que no grupo
controle, ja que neste grupo ndo foram encontrados pacientes com esse tipo de
polimorfismo. Observamos também que 61,9% (61,9/6,5) dos pacientes caso possuem
ao menos um alelo polimoérfico A.

Assim como em nosso estudo, Nikkari et al. (2008) ao estudar o polimorfismo
do REP e a espessura média da intima carotidea como parte do estudo do risco
cardiovascular em jovens estudantes finlandeses observou diferencas significativas entre
os individuos homozigéticos GG e os heterozigéticos AG, sendo este ultimo o mais
frequente.

Nikkari et al. (2008) ao comparar os pacientes em relacdo ao sexo, idade e
tabagismo, que apresentavam ao menos um alelo polimoérfico A com aqueles que nao o
apresentavam observou uma diferenga significativa da medida média e medida méxima
da espessura da intima carotidea. Indicando que a presenca do polimorfismo pode ser
responsavel pelo desenvolvimento da aterosclerose.

Efstathiadou et al. (2015) ao estudarem pacientes gregos de meia idade
observaram que a presenca do polimorfismo AG estava associado ao aumento do
tamanho da cintura abdominal, maior porcentagem de gordura corporal e niveis de
colesterol LDL nao muito acima dos parametros.

Ao compararmos a frequéncia do polimorfismo Rsal do REB em outras
enfermidades podemos observar que ela ¢ aumentada quando comparamos os alelos G e
A. Costa e Silva (2010) encontrou em seu estudo uma frequéncia de aproximadamente 9
vezes maior no polimorfismo AG deste mesmo gene em pacientes que apresentavam
endometriose. Bordin (2009) por sua vez ao analisar este mesmo polimorfismo, Rsal
AG do REB, s6 que em pacientes masculinos com infertilidade por alteracdo
espermatica verificou que a sua frequéncia foi de aproximadamente 7,5 vezes maior do
que nos pacientes que ndo apresentavam estas alteragdes.

Qin et al. (2014) ao fazer um estudo com mulheres menopausadas e que foram
tratadas com isoflavonas, observou que o polimorfismo Rsal do REP esta associado a

dislipidemia apesar da frequéncia ndo ser significativa, o que corrobora com nosso
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estudo. Ele observou que as mulheres que faziam tratamento com as isoflavonas e que
apresentavam o genotipo GG tiveram uma diminuicdo significativa dos niveis lipidicos.

Ao analisar a relagdo da espessura média e espessura maxima da intima
carotidea, que ¢ um marcador pré-clinico da aterosclerose, em relacao a presenga do
polimorfismo Rsal (alelo A) do REP, Nikkari et al. (2008) ndo encontraram diferencas
significativas assim como outros pesquisadores (MANSUR et al. 2005; REXRODE et
al. 2007). O nimero de pacientes homozigédticos GG em relagao aos pacientes AG e AA
nao foi significativo, sendo os primeiros em maior nimero.

Domingues-Montanari (2008) ao analisar o polimorfismo Rsal do REf em
pacientes que sofreram infarto do miocardio e um grupo controle ndo encontrou
diferenca significativa entre os gendtipos (GG, AG, AA), o que ndo corrobora com
nosso estudo.

Mansur et al. (2005) ao analisarem pacientes com DAC prematura observaram
que diferentemente do nosso estudo a presenca do alelo polimorfico A em relagao ao
alelo G nao foi estatisticamente significativo.

Em nosso estudo os resultados encontrados para as frequéncias genotipicas dos
alelos polimorficos (AG/AA) foram maiores que as do alelo ndo polimoérfico (GG) nos
pacientes caso e controle de ambos os sexos. No entanto Shen et al. (2015) ao
realizarem um estudo com mulheres chinesas da etnia Han para investigar a presenca do
polimorfismo do RE e relaciona-lo ao desenvolvimento de DAC, eles observaram que
a frequéncia genotipica desse polimorfismo Rsal do REPB ndo estd diretamente
relacionada com o desenvolvimento da aterosclerose. Os resultados encontrados por
eles ndo corroboram com nosso estudo.

Domingues-Montanari et al. (2008) ao compararem a frequéncia dos diferentes
genotipos em homens e mulheres ndo encontrou diferencas significativas. Seu estudo
ndo corrobora com 0 nosso, pois tanto em pacientes do sexo masculino quanto do sexo
feminino encontramos diferencas significativas entre os diferentes tipos genotipicos.

Segundo Domingues-Montanari et al. (2008) pode-se explicar a diferenca do
risco de desenvolvimento de DAC e infarto do miocardio em pacientes do sexo
masculino em relagdo ao sexo feminino, devido a uma maior expressao do REf em
mulheres que em homens. Isto também pode ocorrer de acordo com o numero de copias
desse receptor que as mulheres possuem e o aumento da quantidade de proteina

produzida por esse receptor, o que pode compensar o seu defeito. A atividade do REp,
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assim como sua regulacdo e expressao podem influenciar a concentragdo de hormodnios
circulante nos diferentes tipos de sexo.

O polimorfismo do REP esta associado a DAC segundo Deroo; Korach (2006),
devido ao aumento da espessura da parede ventricular em mulheres que sao hipertensas
e ao aumento da pressdo arterial em homens. Domingues-Montanari et al. (2008)
também afirmam que em modelos animais, ratos, o polimorfismo do REf também esta
associado a hipertrofia ventricular direita e esquerda além da hipertensao. Apesar de que
o 17-B-estradiol tem capacidade de proteger o coragdao das cobaias de desenvolvimento
de hipertrofia vascular e 0 mesmo pode ocorrer com humanos, principalmente as do
sexo feminino.

Estudos demonstram que mulheres que apresentam mutacdes no REP
apresentam hipertensdo, € que o polimorfismo neste mesmo receptor permite que
tenham um risco aumentado de desenvolvimento de doenca cardiovascular (KIM et al.
2007; O’LONE et al. 2007; REXRODE et al. 2007).

Christian et al. (2006) em um estudo com mulheres na pré-menopausa € na pos-
menopausa, demonstraram que o ER[ ¢ bastante expresso nas células endoteliais e do
musculo liso vascular de veias e artérias, e que em caso da presenca de calcificacdo e
aterosclerose grave este receptor aumenta de forma significativa sua expressao.

Efstathiadou et al. (2015), diferentemente de nosso estudo, ao analisar os
diferentes gendtipos dos pacientes encontrou niveis mais altos de LDL colesterol
naqueles que ndo apresentavam o polimorfismo (GQG).

Em 2010, Zhao, et al. realizou um estudo com mulheres chinesas da etnia Han
que estavam na menopausa. Eles observaram assim como nosso estudo que apesar da
dislipidemia ser um fator predisponente ao desenvolvimento da aterosclerose nao foram
encontrados dados estatisticamente significativos que pudessem associar diretamente o
fator dislipidemia a doenga aterosclerose.

Mansur et al. (2005) analisando pacientes com DAC e dislipidemia observou
que a frequéncia do polimorfismo AA ¢ maior que a auséncia do polimorfismo (GG).
Diferentemente de nosso estudo que constatou que o nimero de pacientes com este
mesmo polimorfismo (AA) foi maior nos pacientes que ndo apresentavam dislipidemia
do que naqueles que apresentavam essa doenga. E ao analisar apenas a presenga da
dislipidemia em pacientes com DAC Mansur et al. obteve dados significativos,

diferentemente de nos.

53



Christian et al. (2006) em seu estudo observaram que a alteracdo na expressao
do REP na intima estd diretamente relacionado com a severidade da doenca
aterosclerotica, a calcificagdo da placa aterosclerdtica e os depdsitos de célcio junto as
células vasculares do musculo liso.

Foryst-Ludwig (2010) e Barros et al. (2006) em seus estudos com roedores e
humanos observaram que o estrogeno exerce efeito positivo sobre a homeostase da
glicose, fazendo com que a secrecao de insulina seja aumentada e a gliconeogénese
diminuida, ja que as células musculares e adipocitos conseguem captar mais glicose.

Dantas et al. (2012) observaram em mulheres que apresentam diabetes que o
efeito cardioprotetor do estrégeno foi perdido, e que isso pode afetar os receptores
estrogénicos e a patofisiologia da doenga, incluindo ainda a idade da paciente.

Bansal; Chopra (2014) ao analisarem mulheres que estdo na menopausa e ratas
que foram ovariectomizadas apresentam maior predisposicdo a desregulacdo do
metabolismo e doencas cardiovasculares. E que o estrogeno possui efeito positivo na
homeostase da glicose, pois aumenta a secrecdo de insulina, sua captacao pelos
musculos e adipdcitos e também diminui a gliconeogénese no figado.

Em nosso estudo sobre pacientes com DAC e diabetes em relacdo ao
polimorfismo Rsal ndo encontramos resultados que pudessem relacionar a presenga do
polimorfismo A em relacdo ao diabetes. Efstathiadou et al. (2015) observou,
diferentemente deste estudo, que este polimorfismo Rsal estd ligado a resisténcia
insulinica e desenvolvimento de diabetes.

Neste estudo observamos que alguns dos fatores que por muito tempo
foram considerados como fatores predisponentes ao desenvolvimento da aterosclerose
nao foram diretamente relacionados com o desenvolvimento desta doenca.

Alguns estudos como o de Bordin (2009) e Aschim et al. (2005) mostram que o
polimorfismo Rsal (AG) do RE esta ligado a infertilidade masculina. Assim como
Costa e Silva (2010) mostrou que esse mesmo polimorfismo e genotipo (AG) estd
relacionada a infertilidade feminina devido a endometriose.

Yu et al. (2011) relatam que os polimorfismos do receptor beta de estrogeno
estdo ligados ao desenvolvimento do cancer de mama, porém eles ndo conseguiram
precisar qual hapldtipo esta provavelmente ligado a este tipo de cancer.

Neste estudo foi possivel verificar que a presenca do polimorfismo do Rsal do
Rep esta associada ao risco aumentado de desenvolvimento de aterosclerose, bem como

a infertilidade masculina relacionadas a alteracdes espermaticas, a endometriose em
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mulheres com infertilidade, desenvolvimento de cancer de ovario e de desordens
alimentares como a anorexia e bulimia nervosas (COSTA e SILVA, 2010;

SIMOES,2009; BORDI, 2009; ROSENKRANZ et al., 1998).
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8. CONCLUSAO

e Concluimos que a frequéncia do polimorfismo AG/AA no grupo controle foi
cerca de 9,5 vezes maior em relagdo a auséncia do polimorfismo GG.

e A frequéncia do polimorfismo AG/AA, no grupo caso, em relagdo ao sexo
masculino foi 12,9 vezes maior que o GG, sendo estatisticamente significativo.

e A frequéncia do polimorfismo AG/AA, no grupo caso, em relagdo ao sexo
feminino foi 7,6 vezes maior que o GG, sendo estatisticamente significativo.

e A frequéncia do polimorfismo do gene REB ndo foi significante para

hipertensao, diabetes ou dislipidemia.
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ANEXOS

ANEXO I - QUESTIONARIO

N° PRONTUARIO: INICIAIS- N°TUBO
NOME:

DATA DE NACIMENTO: _ / / IDADE: ()

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

FILHOS? ( ) SIM ( ) NAO.

QUANTOS? HOMENS ( ) MULHERES ( )

ABORTO: QTOS NATURALIDADE:
RESIDE EM:

TELEFONE: TEL. CONTATO:

PROFISSAO

.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
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2. BEBE? () SIM () NAO FREQUENCIA

VINHO ( ) CERVEJA ( ) CACHACA( ) OUTROS

1 COPO( ) 2-3COPOS () 30U+ COPOS( )

DIAGNOSTICO:

INICIO DOS SINTOMAS AOS:  ANOS

SINTOMAS:

DATA DO DIAGNOSTICO: . INICIO DO TRATAMENTO

TRATAMENTO CLINICO: SIM ( ) NAO( )

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( ).
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QUANTAS VEZES E QUANDOQO?

FAZ USO DE CLOPIDOGREL? SIM ( ) DOSE: MG NAO( ).

POR QUANTO TEMPO? PAROU? ()
INICIO ANTES DE INTERVECAO ( )

OBSERVACOES:

QUANTO TEMPO?
APOS INTERVENCAO ()
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ANEXO II - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
GRUPO CASO

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 ¢ JOSE VITOR MAGALHAES MARTINS, sou o pesquisador (a)
responsavel pelo projeto. As informagdes e esclarecimentos a respeito da pesquisa serdo
repassados e caso aceite participar do estudo, este documento devera 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
penalizagdo. Qualquer duvida sobre a pesquisa, vocé poderd entrar em contato com a
coordenadora responsavel Profa. Dra. Katia Karina Verolli de Oliveira Moura, no

telefone: 62-3946-1385 ou através do e-mail kkverolli@pucgoias.edu.br.

Em caso de davida sobre a ética aplicada a pesquisa, vocé€ podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica de

Goias, telefone: (62) 3946-1512.

I. O paciente que estara sob consulta e com o diagnostico de aterosclerose (acimulo de
placas de gordura nos vasos sanguineos) sera contatado e informado da pesquisa. Caso
aceite devera assinar o TCLE e caso se recuse ou desista no meio da pesquisa o seu

atendimento tera continuidade normal.

II. A pesquisa consiste na analise laboratorial de amostras de sangue para diferentes

variacoes genéticas que podem estar relacionados a alteracdes vasculares.
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II1. O objetivo da pesquisa ¢ a deteccdo de variagdes genéticas bem como a criacdo de
um painel com estas variagdes para deteccao de pacientes com alto risco de desenvolver

a doenca.

IV. As amostras de sangue periférico coletadas serdo analisadas para verificar a
presenca das variagdes genéticas. Os critérios de inclusdo sdo: pacientes maiores de 38
anos, diagnosticados com aterosclerose em tratamento medicamentoso e/ou submetidos
aos procedimentos vasculares como a angioplastia e o cateterismo, que aceitem
responder a entrevista 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, os procedimentos
envolvidos no presente estudo oferecem riscos minimos aos participantes, estando
relacionadas a acidentes bioldgicos e/ou complica¢des no local da coleta que podera
ficar dolorido, avermelhado ou arroxeado. Mas, caso ocorra qualquer intercorréncia o
paciente sera encaminhado 4 Rede Goiana de Pesquisa de Marcadores Moleculares para

Alteragdes Genéticas Humanas, no Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC-GOIAS.

VI. Os resultados da pesquisa serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais.
Caso o resultado seja positivo para alguma variacao genética, vocé sera informado pelo
Meédico responsavel, que ja atua no diagnodstico e tratamento desses pacientes com
aterosclerose. Seu nome ou o material que indique a sua participagdo nao sera liberado
sem a sua permissao e vocé nao sera identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa

resultar deste estudo.

VIL. O material serd utilizado apenas e tdo somente para fins de pesquisa, além de
autorizar, pelo presente, 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 nao os resultados da referida pesquisa, o

material apds os exames sera descartado.
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VIIL E assegurada a assisténcia do participante durante toda pesquisa ¢ o médico Dr.
Fabio Campedelli continuard a dar todo o suporte para qualquer intercorréncia que
ocorra decorrente da coleta de sangue periférico, durante o periodo da pesquisa. E
garantido o livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o
estudo e suas consequéncias. Para qualquer outra informagao, o (a) Sr (a) podera entrar
em contato com o pesquisador no endereco: Rua 9A n 160, sala 202- setor Aeroporto,

Goiania, Goids ou pelo telefone: (62) 30912979.

IX. Esta garantido o direito de retirar o consentimento a qualquer momento, sem e que
isto leve a qualquer penalidade ou interrupcao de meu
acompanhamento/assisténcia/tratamento. Em caso de recusa vocé ndo serd penalizado
de forma alguma sem qualquer prejuizo a minha pessoa e que serd mantido o total sigilo

dos resultados, que serdo entregues apenas a mim ou responsavel.

X. A participacdo na pesquisa nao acarretard custos para voc€, assim como nao sera

disponibilizado nenhum ressarcimento financeiro adicional.

XI. Nao estd previsto indenizagdo por sua participagdo, mas em qualquer momento se
vocé sofrer algum dano, comprovadamente decorrente desta pesquisa, tera direito a

indeniza¢do 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 informagdes referentes aos
propositos do estudo, procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as

garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também
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que minha participagdo ¢ 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 Servigo.

Goiania, de de 201 .

Assinatura do participante

Data

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data

ANEXO III - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -
GRUPO CONTROLE

79



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

Meu nome é JOSE VITOR MAGALHAES MARTINS, sou o pesquisador (a)
responsavel, mestrando em genética. ApoOs receber os esclarecimentos e as informagoes
a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, este documento deverd ser assinado
em duas vias, sendo a primeira de guarda e confidencialidade do Pesquisador (a)
responsavel e a segunda ficard sob sua responsabilidade para quaisquer fins. Em caso de

recusa, vocé ndo sera penalizado (a) de forma alguma.

Em caso de duvida sobre a pesquisa, voc€é podera entrar em contato com o (a)
pesquisador (a) responsavel Profa. Dra. Katia Karina Verolli 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 Catélica de Goias, telefone: (62) 3946-
1512.

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

continuidade normal.

II. A pesquisa consiste na analise laboratorial de amostras de sangue para analise de

diferentes variagdes genéticas que podem estar relacionados com alteragdes vasculares.
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II1. O objetivo do estudo ¢ a deteccdo de variagdes genéticas bem como a criacdo de um
painel com estas variagdes para deteccdo de pacientes com alto risco de desenvolver a

doenga.

IV. As amostras de sangue periférico do grupo controle coletadas serdo submetidas a
testes de sangue, para verificar a auséncia das variagdes genéticas. Para o grupo controle
os critérios de inclusdo serdo idade superior a 38 anos, e que ndo apresentem
diagnostico de doenga aterosclerotica baseados em resultados de exames de imagem. Os
de exclusdo sdo os pacientes menores de 38 anos e/ou que ndo aceitem participar da

pesquisa.

V. Nenhuma pesquisa com seres humanos ¢ livre de riscos. Contudo, os procedimentos
envolvidos no presente estudo oferecem riscos minimos aos participantes, estando
relacionadas a acidentes bioldgicos e/ou complicacdes no local da coleta que podera
ficar dolorido, avermelhado ou arroxeado. Mas, caso ocorra qualquer intercorréncia o
paciente sera encaminhado 4 Rede Goiana de Pesquisa de Marcadores Moleculares para

Alteragdes Genéticas Humanas, no Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC-GOIAS.

V1. Os resultados da pesquisa serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais.
Caso o resultado seja positivo para algum polimorfismo, vocé sera informado pelo
Médico responsavel, que ja atua no diagnodstico etratamento desses pacientes com
aterosclerose. Seu nome ou o material que indique a sua participagdo ndo sera liberado
sem a sua permissdo e voce ndo sera identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa

resultar deste estudo.

VII. O material serd utilizado apenas e tdo somente para fins de pesquisa, além de
autorizar, pelo presente, que os testes e os resultados sejam utilizados em estudos

cientificos, publicacdo de artigos, ressalvando o sigilo quanto ao meu nome,
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reservando-me o direito de conhecer ou ndo os resultados da referida pesquisa, o

material apds os exames sera descartado.

VIIL E assegurada a assisténcia do participante durante toda pesquisa e o médico Dr.
Fabio Campedelli continuara a dar todo o suporte para qualquer intercorréncia que
ocorra decorrente da coleta de sangue periférico, durante o periodo da pesquisa. E
garantido o livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o
estudo e suas consequéncias. Para qualquer outra informacao, 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. Fica garantido o direito de retirar o consentimento a qualquer momento, sem e que
isto leve a qualquer penalidade ou interrupgao de meu
acompanhamento/assisténcia/tratamento. Em caso de recusa vocé ndo serd 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 acarretard custos para voc€, assim como nao sera

disponibilizado nenhum ressarcimento financeiro adicional.

XI. Nao estéd previsto indenizagdo por sua participagdo, 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 informagdes referentes aos
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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 o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido,

ou no meu atendimento neste Servigo.

Goiania, , de ,de 201 .

Assinatura do participante

Data

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data
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ANEXOS

ANEXO I — QUESTIONARIO

N° PRONTUARIO: INICIAIS- N°TUBO
NOME:

DATA DE NACIMENTO: _ / / IDADE: ()

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

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

(___ )ABORTO: QTOS NATURALIDADE:
RESIDE EM:

TELEFONE: TEL. CONTATO:

PROFISSAO

1.ATUALMENTE FUMA: () SIM () NAO

QUANTO TEMPO: () MAIS 10 ANOS () MENOS 10 ANOS INICIOU COM___ ANOS
2. EX-FUMANTE () INICIOU COM QUANTOS ANOS () PAROU COM QUANTOS
ANOS ()

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

2. BEBE () SIM () NAO FREQUENCIA

VINHO () CERVEJA () CACHACA() OUTROS 1 COPO( ) 2-3 COPOS( )
30U + COPOS ()

DIAGNOSTICO:

INICIO DOS SINTOMAS AOS: ANOS

SINTOMAS:

DATA DO DIAGNOSTICO: . INICIO DO TRATAMENTO

TRATAMENTO CLINICO: SIM( ) NAO()

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 ()
OBSERVACOES:



ANEXO II - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - GRUPO
CASO

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 ¢ JOSE VITOR MAGALHAES MARTINS, sou o pesquisador (a)
responsavel pelo projeto. As informagdes 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 ficaré sob sua responsabilidade para quaisquer fins. Vocé pode se recusar a participar
ou se retirar deste estudo a qualquer momento, sem sofrer nenhum tipo de penalizagao.
Qualquer duavida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a coordenadora
responsavel Profa. Dra. Katia Karina Verolli 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 diagnoéstico de aterosclerose (acumulo de placas
de gordura nos vasos sanguineos) sera contatado e¢ informado da pesquisa. Caso aceite devera
assinar o TCLE e caso se recuse ou desista no meio da pesquisa o seu atendimento tera

continuidade normal.

II. A pesquisa consiste na andlise laboratorial de amostras de sangue para diferentes variagdes

genéticas que podem estar relacionados a alteracdes vasculares.

III. O objetivo da pesquisa ¢ a detec¢do de variagdes genéticas bem como a criagdo de um

painel com estas variagdes para detecgdo de pacientes com alto risco de desenvolver a doenca.

IV. As amostras de sangue periférico coletadas serdo analisadas para verificar a presenca das

variagdes genéticas. Os critérios de inclusdo sdo: pacientes maiores de 38 anos,



diagnosticados com aterosclerose em tratamento medicamentoso e/ou submetidos aos
procedimentos vasculares como a angioplastia e o cateterismo, que aceitem responder a
entrevista e assinar o termo de consentimento livre e esclarecido. Os de exclusdo sao:
pacientes menores de 38 anos e/ou que ndo aceitem participar da pesquisa.

V. Nenhuma pesquisa com seres humanos ¢ livre de riscos. Contudo, os procedimentos
envolvidos no presente estudo oferecem riscos minimos aos participantes, estando
relacionadas a acidentes biologicos e/ou complicagdes no local da coleta que podera ficar
dolorido, avermelhado ou arroxeado. Mas, caso ocorra qualquer intercorréncia o paciente sera
encaminhado & Rede Goiana de Pesquisa de Marcadores Moleculares para Alteragdes

Genéticas Humanas, no Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC-GOIAS.

V1. Os resultados da pesquisa serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais. Caso o
resultado seja positivo para alguma variagdo genética, vocé sera informado pelo Médico
responsavel, que j& atua no diagndstico e tratamento desses pacientes com aterosclerose. Seu
nome ou o material que indique a sua participagdo nao serd liberado sem a sua permissao e

vocé nao sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo.

VII. O material sera utilizado apenas e tdo somente para fins de pesquisa, além de autorizar,
pelo presente, que os testes e os resultados sejam utilizados em estudos cientificos, publicacao
de artigos, ressalvando o sigilo quanto ao meu nome, reservando-me o direito de conhecer ou

nao os resultados da referida pesquisa, o material apds os exames serd descartado.

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

IX. Esta garantido o direito de retirar o consentimento a qualquer momento, sem e que isto
leve a qualquer penalidade ou interrup¢ao de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Em caso de recusa vocé nao sera penalizado de forma alguma sem qualquer prejuizo a minha



pessoa e que sera mantido o total sigilo dos resultados, que serdo entregues apenas a mim ou

responsavel.

X. A participagdo na pesquisa ndo acarretara custos para voc€, assim como ndo serd

disponibilizado nenhum ressarcimento financeiro adicional.
XI. Nao esta previsto indenizacdo por sua participagdo, mas em qualquer momento se vocé
sofrer algum dano, comprovadamente decorrente desta pesquisa, tera direito a indenizagdo

requerida em termos legais.

Eu , RG , abaixo assinado,

discuti com o Dr. Fébio Campedelli, sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.
Declaro ter recebido e compreendido todas as informagdes 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 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 Servigo.

Goiania, de de 201 .

Assinatura do participante

Data

Assinatura do responsavel pelo estudo



/ /
Data

ANEXO III - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - GRUPO
CONTROLE

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

Meu nome ¢ JOSE VITOR MAGALHAES MARTINS, sou o pesquisador (a)
responsavel, mestrando em genética. Apos receber os esclarecimentos e as informagdes a
seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, este documento devera ser assinado em duas
vias, sendo a primeira de guarda e confidencialidade do Pesquisador (a) responsavel ¢ a
segunda ficara sob sua responsabilidade para quaisquer fins. Em caso de recusa, vocé nao sera
penalizado (a) de forma alguma.

Em caso de duavida sobre a pesquisa, vocé poderd entrar em contato com o (a)
pesquisador (a) responsavel Profa. Dra. Katia Karina Verolli 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 estd sob consulta sem diagnostico de aterosclerose baseado em resultados de
exames que procuraram o consultério medico para outros tipos de consulta, como varizes,
onde foi informado da pesquisa e caso aceite assinara o TCLE-grupo controle. Caso ndo

aceite, ou desista no meio da pesquisa o seu atendimento tera continuidade normal.

II. A pesquisa consiste na analise laboratorial de amostras de sangue para analise de diferentes

variagdes genéticas que podem estar relacionados com alteragdes vasculares.

III. O objetivo do estudo ¢ a deteccao de variagdes genéticas bem como a criagdo de um

painel com estas variagdes para detecgdo de pacientes com alto risco de desenvolver a doenca.

IV. As amostras de sangue periférico do grupo controle coletadas serdo submetidas a testes de

sangue, para verificar a auséncia das variagdes genéticas. Para o grupo controle os critérios de



inclusdo serdo idade superior a 38 anos, e que ndo apresentem diagnostico de doenca
aterosclerotica baseados em resultados de exames de imagem. Os de exclusio sdo os

pacientes menores de 38 anos e/ou que ndo aceitem participar da pesquisa.

V. Nenhuma pesquisa com seres humanos ¢ livre de riscos. Contudo, os procedimentos
envolvidos no presente estudo oferecem riscos minimos aos participantes, estando
relacionadas a acidentes biologicos e/ou complicagdes no local da coleta que podera ficar
dolorido, avermelhado ou arroxeado. Mas, caso ocorra qualquer intercorréncia o paciente sera
encaminhado & Rede Goiana de Pesquisa de Marcadores Moleculares para Alteracdes

Genéticas Humanas, no Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC-GOIAS.

V1. Os resultados da pesquisa serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais. Caso o
resultado seja positivo para algum polimorfismo, vocé serd informado pelo Médico
responsavel, que ja atua no diagnostico etratamento desses pacientes com aterosclerose. Seu
nome ou o material que indique a sua participagdo nao serd liberado sem a sua permissao e

vocé nao sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo.

VII. O material sera utilizado apenas e tdo somente para fins de pesquisa, além de autorizar,
pelo presente, que os testes e os resultados sejam utilizados em estudos cientificos, publicacao
de artigos, ressalvando o sigilo quanto ao meu nome, reservando-me o direito de conhecer ou

nao os resultados da referida pesquisa, o material apds os exames sera descartado.

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

IX. Fica garantido o direito de retirar o consentimento a qualquer momento, sem e que isto
leve a qualquer penalidade ou interrup¢ao de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento.

Em caso de recusa vocé nao sera penalizado de forma alguma sem qualquer prejuizo a minha



pessoa e que sera mantido o total sigilo dos resultados, que serdo entregues apenas a mim ou

responsavel.

X. A participacdo na pesquisa ndo acarretara custos para voc€, assim como ndo sera

disponibilizado nenhum ressarcimento financeiro adicional.
XI. Nao esta previsto indenizacdo por sua participagdo, mas em qualquer momento se vocé
sofrer algum dano, comprovadamente decorrente desta pesquisa, tera direito a indenizagdo

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 informagdes 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 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 Servigo.

Goiania, , de ,de 201 .

Assinatura do participante

Data

Assinatura do responsavel pelo estudo

Data



