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RESUMO

A principal enzima regulatéria da biossintese do colesterol é a hidrox-imetilglutaril-CoA
redutase (HMGCR) e varios polimorfismos sdo descritos no gene que codifica esta
enzima. Atualmente, associacdes entre tais polimorfismos genéticos e as doencas
cardiovasculares sdo investigadas no sentido de compreender melhor os fatores
genéticos associados a essas doencas. O objetivo deste estudo foi avaliar a
frequéncia do polimorfismo -911(rs3761740) na regido promotora do gene da HMGCR
em pacientes com doenca arterial coronariana (DAC), bem como as possiveis
associacdes entre 0s gendtipos encontrados e os aspectos clinicos dos pacientes com
DAC. O DNA gendmico isolado das amostras de sangue dos pacientes foi analisado
para deteccdo do polimorfismo genético, por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) e andlise de polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP).
As frequéncias alélicas obtidas para o polimorfismo -911 (rs3761740) na regido
promotora do gene HMGCR foram: A (51,2%) e C (48,8%). As frequéncias genotipicas
obtidas foram: AA (11,9%), AC (78,6%) e CC (9,5%). Associacdes significativas entre
0S genotipos encontrados e 0s aspectos clinicos dos pacientes com DAC nédo foram
detectadas neste estudo. Nossos resultados permitem concluir que polimorfismo -
911(rs3761740) na regiao promotora do gene da HMGCR né&o esteve associado aos
aspectos clinicos e laboratoriais em pacientes com doenca arterial coronariana.

Palavras chave: Doenca arterial coronariana, hidroxi-metilglutaril co-enzima A

redutase (HMGCR), polimorfismo genético, biosintese do colesterol.
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ABSTRACT

The main regulatory enzyme of cholesterol biosynthesis is hydroxyl-methylglutaryl-
CoA reductase (HMGCR) and several polymorphisms are described in the gene
encoding this enzyme. Currently, associations between genetic polymorphisms and
cardiovascular disease are investigated in order to better understand the genetic
factors associated with such diseases. The objective of this study was to evaluate the
frequency of -911 polymorphism (rs3761740) in the promoter region of HMGCR gene
in patients with coronary artery disease (CAD), as well as the possible associations
between the resultant genotypes and clinical features of patients with CAD. Genomic
DNA isolated from patients’ blood samples were analyzed for the detection of genetic
polymorphism, by using polymerase chain reaction (PCR) analysis and restriction
fragment length polymorphism (RFLP). Allele frequencies obtained for the -911
polymorphism (rs3761740) in the promoter region of the HMGCR gene were: A
(51.2%) and C (48.8%). The genotype frequencies obtained were: AA (11.9%), AC
(78.6%) and CC (9.5%). Significant associations between the diferente genotypes and
clinical features of the patients with CAD were not detected in this study. Our results
show that -911 polymorphism (rs3761740) in the promoter region of the HMGCR gene
was not associated with clinical and laboratory characteristics in patients with coronary
artery disease.

Key words: Coronary artery disease, hydroxyl-methylglutaryl co-enzime A reductase

(HMGCR), genetic polymorphism, cholesterol biosynthesis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aterosclerose - definicao

O termo “ateroma” tem origem grega e significa “porridge”, uma papa ou mingau
tipico escocés a base de aveia em flocos. Inicialmente, foi proposto por Albrecht von
Hallet, em 1755, para designar o processo degenerativo nas artérias. Em 1833, o
patologista francés Jean Lobstein propds o termo “arteriosclerose” para caracterizar
tal processo que provocava proliferacédo de tecido conjuntivo e calcificacdo da intima
arterial (TEDGUI & MALLAT, 2006). Finalmente, em 1904, o patologista alemao
Marchand usou pela primeira vez o termo “aterosclerose”, atualmente entendido como
um processo inflamatério da camada intima arterial (TEDGUI & MALLAT, 2006;
LIBBY, 2008). Muitas lesOes de aterosclerose sé&o densas e fibrosas, enquanto outras
podem conter grandes quantidades de lipideos e restos necréticos, a maioria
demonstrando combinacdes e variacdes de cada uma dessas caracteristicas (LIBBY,
2008).

1.2 Aterosclerose - epidemiologia

Durante os ultimos trinta anos, houve um declinio da mortalidade por doencas
cardiovasculares (DCV) nos paises desenvolvidos, enquanto que elevacdes
relativamente rapidas e substanciais tém ocorrido nos paises em desenvolvimento,
entre os quais se inclui o Brasil (MANSUR et al., 2012). De acordo com as projecdes
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2011), esta situacdo tende a persistir
agravando ainda mais o quadro de morbidade e mortalidade elevadas nestes paises.
O risco de morte por doenca isquémica do coracéo (DIC) no Brasil, em 2009, foi de
149,36 (homens) e 84,82 (mulheres) para cada 100 mil habitantes (MANSUR et al.,
2012).

No estado de Goias, assim como no restante do pais, as DCV representam
maior causa de morbidade e mortalidade (JARDIM et al 2007), sendo que 25,5% dos
pacientes com DCV morrem por infarto agudo do miocardio (DATASUS, 2013).

Segundo a OMS, as DCV representam a principal causa de morte no mundo,

perfazendo 30% das mortes globais. Doencgas cardiovasculares sao as principais
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causas de morte no Brasil e, em 2011, foram responsaveis por 28,6% das 1.170.498
mortes ocorridas no pais, sendo que as doencas isquémicas do coracdo (DIC) e a
insuficiéncia cardiaca (IC) foram responsaveis por 39,1% das mortes por doencas
cardiovasculares (OMS, 2011). As DCV apresentam um grau de acometimento
elevado e graves consequéncias para a populacao e para o sistema de saude (GAUI
et al., 2014).

As doencas cardiovasculares sao importantes problemas de saude publica e
requerem acdes emergenciais que possam reduzir taxas de prevaléncia, amenizar
suas consequéncias fisicas e sociais e reduzir os gastos dos servicos de saude
comprometidos com tais doencas (DATASUS, 2013). O colesterol elevado é
considerado o principal fator de risco modificavel para as doencas (LLOYD-JONES et
al., 2010) e a base fisiopatoldgica para os eventos cardiovasculares € a aterosclerose
gue, para produzir sequelas clinicas, requer o acumulo extenso na intima da artéria
afetada (V DIRETRIZ BRASILEIRA DE DISLIPIDEMIAS E PREVENQAO DA
ATEROSCLEROSE, 2013).

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo multifatoriais e sua prevencao €
baseada na identificacdo de fatores de riscos associados, que se dividem em
modificaveis e ndo modificaveis. Os fatores modificaveis sao o diabetes mellitus (DM),
tabagismo, sedentarismo, hipertensédo arteial sistémica (HAS), obesidade e as
dislipidemias (JARDIM et al., 2007, MAZARRO et al., 2014). Os fatores nao
modificaveis sdo a idade, o sexo e a historia familiar positiva para doenca arterial
coronariana (DAC) precoce (GIROLDO et al., 2007).

Cerca de 7,6 milhdes de mortes prematuras no mundo estéo relacionadas a
HAS, sendo que 54% dos acidentes vasculares cerebrais e 47% dos eventos
coronarianos isquémicos estédo relacionados a esta doenca (LAWES et al., 2008).

As dislipidemias sdo citadas como um dos principais fatores de riscos para
aterosclerose e suas complicacdes. A prevaléncia das dislipidemias € variavel de
acordo com a populacdo estudada e depende dos habitos dietéticos, culturais ou
adquiridos, das caracteristicas genéticas e do estilo de vida das pessoas
(KOLANKIEWICZ et al., 2008). Ainda sdo poucos os estudos de prevaléncia das
dislipidemias no Brasil, no entanto, alguns mostram alta prevaléncia no pais, que varia
de 3,1% a 46,5% em criangas e adolescentes de algumas regifes Ja os adultos
apresentam uma prevaléncia de 12 a 26 % em moradores de capitais brasileiras
(XAVIER et al., 2013).
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1.3 Aterosclerose - histdéria natural

A artéria normal € dividida em trés camadas: uma camada intima revestida por
endotélio na superficie interna do vaso e limitada pela l1amina elastica interna na sua
superficie externa; a camada média é limitada pela lamina elastica interna e, em
artérias elasticas e musculares bem desenvolvidas, pela lamina el4stica externa; a
camada adventicia é limitada pela lamina eléstica externa e pelo exterior do vaso em
si (MEDEIROS et al., 2001).

O endotélio representa 0 maior e mais extenso tecido do corpo. No sistema
arterial, as células endoteliais, formam uma superficie lisa e continua, ininterrupta e
representa, a principal barreira entre os elementos do sangue e a parede arterial. As
células endoteliais repousam sobre a membrana basal que provavelmente também
atua como um tipo de filtro rudimentar (GUTIERREZ et al., 2013). As células
endoteliais possuem receptores para muitas moléculas diferentes em sua superficie,
incluindo receptores para lipoproteinas de baixa densidade (LDL, do inglés: low
density lipoprotein), fatores de crescimento e, muitos agentes farmacoldgicos
(STEIMBERG et al.,, 1983; HANSSON et al.,, 2005). A capacidade especial do
endotélio de modificar lipoproteinas pode ser particularmente importante na
aterogénese (STARY et al., 1995).

A aterosclerose € uma doenca crénica de origem multifatorial e relacionada a
respostas inflamatorias que ocorrem frente a agressdo do endotélio, acometendo
principalmente a camada intima das artérias de médio e grande calibres (figura 1).
Entretanto, toda a vasculatura € exposta aos efeitos da aterogénese por fatores de
riscos sistémicos como hiperlipidemia, tabagismo, hipertensédo, diabetes mellitus,

infeccdes cronicas e fatores genéticos (CHATZIZISIS et al., 2007).
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Capafibrosa
Nacleo lipidico

Nucleo lipidico

Trombo intramural ) Intramural

Figura 1. Patogénese da placa aterosclerGtica: A) lesédo
inicial; B) remodelamento positivo e afilamento da capa fibrosa;
C) Ruptura da capa fibrosa sem hemorragia intraplaca; D)
Hemorragia intraplaca determinando ruptura da capa fibrosa
(adaptado de ROHDE e LEE 2003).

Um aumento de LDL associado a uma diminui¢cdo dos niveis de HDL (do inglés:
higth density lipoprotein) tem sido reportado como importante preditor de doenca
arterial coronariana (MAEDA et al., 2014). Como consequéncia, a disfuncao endotelial
aumenta a permeabilidade da intima as lipoproteinas plasmaticas, favorecendo a
retencdo das mesmas no espaco subendotelial. Retidas, as particulas de LDL sofrem
oxidacao, causando exposicdo de diversos neoepitopos e tornando-as imunogénicas
(ROSS 1999; SPOSITO et al., 2007).

O depdsito de lipoproteinas na parede arterial, processo-chave no inicio da
aterogénese, ocorre de maneira proporcional a concentracéo dessas lipoproteinas no
plasma (FRANCA et al., 2015). Além do aumento da permeabilidade as lipoproteinas,
outra manifestacdo da disfuncdo endotelial € o surgimento de moléculas de adesao
leucocitaria na superficie do endotelial, processo estimulado pela presenca de LDL
oxidada (LDL-ox). As moléculas de adeséo sao responsaveis pela acdo de mondcitos
e linfocitos para a intima da parede arterial (Figura 2). Induzidos por proteinas
guimiostaticas, os mondcitos migram para o espaco subendotelial onde se diferenciam
em macréfagos, que por sua vez captam a LDL-ox, sem controle da quantidade
recebida (ALBUQUERQUE et al., 2006).
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Figura 2. Formacdo do ateroma. Representacao ilustrativa de algumas interacdes
celulares no decorrer da formacédo do ateroma (adaptado de FRANCA et al., 2015).

Os macrofagos repletos de lipedes sdo chamados de células espumosas e sao
0s principais componentes das estrias gordurosas, lesées macroscoépicas iniciais de
aterosclerose (KOLANKIEWICZ et al., 2008). Uma vez ativados, os macréfagos séo,
em grande parte, responsaveis pela progressao da placa aterosclerética mediante a
secrecdo de citocinas, que amplificam a inflamacdo, e de enzimas proteoliticas,
capazes de degradar colageno e outros componentes teciduais locais (GIROLDO et
al., 2007).

Outras células inflamatorias também participam do processo aterosclerotico.
Os linfocitos T, embora menos numerosos que 0os macrofagos no interior do ateroma,
sdo de grande importancia na aterogénese. Mediante interagdo com macroéfagos, por
exemplo, as células T podem se diferenciar e produzir citocinas que modulam o
processo inflamatorio local (HANSSON 2005).

Alguns mediadores da inflamacédo estimulam a migracdo e proliferacdo das
células musculares lisas da camada média arterial. Estas, ao migrarem para a intima,
passam a produzir ndo so citocinas e fatores de crescimento, mas também matriz
extracelular, que forma parte da capa fibrosa da placa aterosclerética (SPOSITO et
al., 2007).

A placa ateroscleroética plenamente desenvolvida é constituida por elementos

celulares, componentes da matriz extracelular e nacleo lipidico e necrético, formado
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principalmente por debris de células mortas. As placas estaveis caracterizam-se por
predominio de coldgeno, organizado em capa fibrosa espessa, escassas células
inflamatérias e nucleo lipidico e necrético de propor¢cdes menores (figura 3). As
instaveis apresentam atividade inflamatdria intensa, especialmente nas suas bordas
laterais, com grande atividade proteolitica, nucleo lipidico e necrético proeminente e
capa fibrética ténue (LIBBY et al., 2005).

Placa estavel Placa instavel com ruptura

Nucleo lipidico pequeno r\, Grande nucleo lipidico
Capa fibrosa espessa \f Capa fibrosa escassa
Baixo conteudo de macréfagos [ - 1 Alto contetido de macréfagos
Baixa densidade de microvasos - Alta densidade de microvasos
Sem hemorragia intraplaca ' Presenca de hemorragia intraplaca
Sem ruptura da capa e sobreposi¢do de trombo ‘ Ruptura da placa com sobreposi¢do de trombo

Figura 3. Aterosclerose coronariana. Comparacao entre as placas estavel e instavel
(adaptado de van LAMMEREN, 2011).

A ruptura desta capa expde material lipidico altamente trombogénico, levando
a formacdo de um trombo sobrejacente. Este processo, também conhecido como
aterotrombose, € um dos principais determinantes das manifestacfes clinicas da
aterosclerose e pode ter como consequéncia final a sindrome coronariana aguda
(SCA) manifestando-se como infarto agudo do miocardio (IAM), angina instavel (Al)
ou isquemia silenciosa (HAMM et al., 2011).

Resumidamente, com o desenvolvimento do processo aterosclerdtico, os
mondcitos passam a acumular lipoproteinas, transformam-se em macrofagos ricos em
colesterol, que sofrem apoptose, liberando alta quantidade de lipides no meio
extracelular, ocasionando um ciclo vicioso de inflamacéao, estresse oxidativo, apoptose
de células endoteliais ou erosdo endotelial, culminando com os desfechos
aterotrombdéticos, como infarto do miocardio ou acidente vascular isquémico, que

ocorrem em razao do contato das substancias do interior da placa com o sangue,



19

produzindo imediata coagulacdo e, consequentemente, obstrucdo total e subita do
vaso (NOMURA et al., 2002; FRANCA et al 2015).

1.4 Aterosclerose - fatores de riscos

A formacéao de placa de ateroma na parede dos vasos sanguineos (HERMANN
et al., 2001) e suas consequéncias clinicas, infarto do miocéardio e acidente vascular
encefalico (RUSH et al., 2007), associam-se intimamente com fatores de risco tais
como: fatores genéticos, hipercolesterolemia com aumento da fracdo LDL-colesterol
(LDL-c), hipertrigliceridemia, diminuigdo da fragdo HDL-colesterol (HDL-c),
hipertensédo arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus (DM) e obesidade
(ALEXOPOULOS et al., 2009; SONODA et al., 2014).

Os principais fatores de risco para DAC foram estabelecidos em meados de
1960 através do estudo de Framingham (DAWBER et al., 1951). Neste estudo
epidemiologico prospectivo, individuos entre 35 e 65 anos foram examinados para
possiveis fatores de risco para doenca cardiovascular e acompanhados por 16 anos
para manifestacdes de doenca coronariana ou morte (WILSON et al., 1994). Os
fatores de risco suspeitos para doenca cardiovascular, além da idade e sexo, foram
hipertenséo arterial, hiperglicemia, tabagismo, dislipidemia, e hipertrofia ventricular
esquerda (WILSON et al., 1987).

Ainda no estudo de Framingham foi possivel demonstrar que a presenca de
alguns fatores pode prever o desenvolvimento da doenca aterosclerética coronariana
(OLIVEIRA et al., 2007). O diabetes mellitus tipo 1 e 2 é considerado um forte fator de
risco independente para doenca cardiovascular, duplicando em homens e triplicando
em mulheres o risco idade-ajustado para doenca cardiovascular. O diabetes tipo 1
acomete geralmente criangas e jovens, porém um nimero menor da populacéo faz
parte deste subgrupo (HAFFNER et al., 1998, ROSINI et al., 2015).

A prevaléncia do diabetes mellitus tipo 2 tem aumentado significativamente
devido a elevada prevaléncia de obesos e sedentarios, favorecendo o
desenvolvimento desta doenca numa faixa etaria mais tardia da vida adulta
(POYRAZOGLU et al., 2014). Porém, antes do aparecimento do diabetes, muitos
desses individuos apresentam resisténcia insulinica, que associada a outros fatores
de risco como dislipidemia, hipertensdo e fatores pré-trombéticos, configuram a

sindrome metabdlica (ROSINI et al., 2015). Esta sindrome € constituida por varios
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fatores de risco independentes para DAC. Portanto, antes de desenvolverem o
diabetes, esses individuos ja apresentam os fatores que predispde a doenca
cardiovascular (GRUNDY et al., 1999).

Os fatores de risco para doenca arterial coronariana (DAC) séo classificados
como fatores ndo modificaveis e fatores modificaveis. Dentre os fatores néo
modificAveis estdo idade, sexo masculino e histéria familiar de DAC precoce
(MARTINEZ-SELLES et al., 2008). Os fatores de risco modificaveis, que incluem a
hipertenséo arterial sistémica, diabetes mellitus, tabagismo, obesidade, sedentarismo
e dieta aterogénica, sdo analisados com grande interesse pela saude publica devido
a possibilidade de interven¢des que diminuam o risco cardiovascular da populacéo
(KOSKINAS et al., 2013; MAGALHAES et al 2014).

A dislipidemia é outro fator de risco independente para DAC, sendo a
hipercolesterolemia um pré-requisito para aterogénese, especialmente o LDL-
colesterol. Diversos estudos epidemiolégicos, como o de Framingham, Multiple Risk
Factor Intenvention Trial (MRFIT), Lipid Research Clinical Trial (LRC) mostraram a
relacdo direta que existe entre os niveis de LDL-colesterol e as taxas de incidéncia da
doenca aterosclerdtica (NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM,
2002).

A hipertensao arterial sistémica (HAS) € um dos fatores de risco modificaveis
mais prevalentes na populacdo mundial (LAWES et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2015).
A HAS esté associada ao aparecimento de eventos cardiacos maiores (ECM), e 0 seu
controle € indicado na tentativa de melhorar o prognostico em médio e longo prazo
(GAO et al., 2011). Quanto ao sexo, a prevaléncia de HAS entre homens e mulheres
€ semelhante. Entretanto, nota-se uma taxa mais elevada nos homens até os 50 anos,
invertendo-se a partir da quinta década de vida (LOPES et al., 2008).

Cerca de 7,6 milhdes de mortes prematuras no mundo estdo relacionadas a
hipertenséo arterial sistémica, sendo que 54% dos acidentes vasculares cerebrais e
47% dos eventos coronarianos isquémicos estdo relacionados a esta patologia
(LAWES et al., 2008).

O tabagismo foi definido em mdltiplos estudos como um fator de risco
importante para doenca arterial coronariana (NATIONAL CHOLESTEROL
EDUCATION PROGRAM, 2002; YUSUF et al., 2004) especialmente quando
combinado a hipercolesterolemia (WILSON, 1987). Embora o niumero de fumantes

tenha diminuido consideravelmente, ainda constitui importante fator de risco para DAC
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e outras doencas do aparelhop circulatério . Estudos observacionais demonstraram
uma queda significativa do risco cardiovascular com a suspenséo do habito de fumar
(DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA SOBRE ANGINA
INSTAVEL E INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO SEM SUPRADESNIVEL DO
SEGMENTO ST-2014).

Outros dois fatores de risco modificAveis para DAC sdo a obesidade e
sedentarismo, que aumentam o risco cardiovascular e estdo comumente relacionados
a sindrome metabdlica (REZENDE et al., 2006). A sindrome metabdlica cresceu
absurdamente e um dos parametros de avaliacéo é o indice de massa corpérea (IMC)
ou do inglés: body mass index (BMI). O IMC indica a relacdo entre o peso (em
quilogramas) e a altura do paciente (em metros) ao quadrado. Estar acima do peso
(IMC> 25) esta associado com um maior risco de doenga coronariana e acidente
vascular cerebral (GRUNDY et al., 1999; REIBIS et al., 2012).

Dentre os fatores de risco nao modificaveis, o risco de DAC aumenta
progressivamente com a idade. O sexo masculino apresenta um risco absoluto maior
gue mulheres, mantendo o risco aumentado mesmo em mulheres ap0s a menopausa
(NATIONAL CHOLESTEROL EDUCATION PROGRAM, 2002).

Diversos trabalhos demonstraram que a historia familiar precoce de DAC
aumenta de forma significativa o risco de doenca cardiovascular e sua gravidade
(VAIDYA et al., 2007; GREENLAND et al., 2010; REIBIS et al., 2012; SUNMAN et al.,
2013).

1.5 Lipoproteinas e dislipidemias

Os lipedeos, representados principalmente por triglicérides (TG), fosfolipides e
colesterol, sdo particulas hidrofébicas transportadas na circulacdo sanguinea e
linfatica pelas lipoproteinas (PASSARELLI et al., 2007).

Existem quatro grandes classes de lipoproteinas separadas em dois grupos:
(1) as ricas em TG, maiores e menos densas, representadas pelos quilomicrons, de
origem intestinal, e pelas lipoproteinas de densidade muito baixa, do inglés:very low
density lipoprotein (VLDL), de origem hepatica; e (2) as ricas em colesterol, incluindo
as de densidade baixa (LDL) e as de densidade alta , do inglés: high density
lipoprotein (HDL). Existe ainda uma classe de lipoproteinas de densidade

intermediéaria, do inglés:intermediary density lipoprotein (IDL) e a lipoproteina (a)



22

[Lp(a)], que resulta da ligacdo covalente de uma particula de LDL & APO (a). A fungéo
fisiolégica da Lp(a) ndo é conhecida, mas, em estudos mecanisticos e observacionais,
ela tem sido associada a formacdo e progressdo da placa aterosclerotica
(KOLANKEWICZ et al., 2008; XAVIER et al., 2013).

A lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) é formada no figado, rica em
TG e possui pequena porcdo de colesterol. Os quilomicrons sdo as maiores
lipoproteinas e as menos densas, formadas no intestino. Participam da via exdgena
de lipedes e transportam cerca de 90% dos TG provenientes da dieta. Ja a IDL possui
teor lipidico intermediario entre LDL e VLDL, sendo formada pela deplecédo do TG da
VLDL e tem contetdo formado predominantemente por colesterol estratificado
(OLOFSSON et al., 2007).

Formada a partir da IDL, a LDL possui elevada concentracdo de colesterol
esterificado (50%) e funcéo fisiologica de fornecer substrato de colesterol as células
do organismo pelo receptor de LDL (LDL-r). Quarenta anos ap0s a descoberta de
Goldstein e Brown do receptor, LDL-r, (GOLDSTEIN and BROWN, 2009) e 25 anos
apos a introducédo das estatinas (ENDO, 1992), um marco do gerenciamento da
aterosclerose, os olhos da comunidade cientifica se voltam novamente para o LDL-r
(CORRAL, 2014).

A HDL é a menor das lipoproteinas em tamanho. Formada no figado e no
intestino, € responsavel pelo transporte reverso do colesterol, retirando-o das células,
e trocando-o com outras lipoproteinas ou levando-o diretamente para o figado, onde
este colesterol ndo utilizado pelos tecidos extra-hepaticos é excretado na bile ou
utilizado para a producéo de mais VLDL (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA- 2014)).

Varios estudos epidemiolégicos, entre eles o classico estudo de Framingham
(WILSON et al., 1988; ASSMANN et al., 1996), revelam que a concentracdo de HDL-
colesterol (HDL-C) é inversamente relacionada a incidéncia de doenca aterosclerotica
coronariana. Considerando-se que, atualmente, as doencas cardiovasculares sdo a
principal causa de morte e que estudos clinicos com estatinas revelam risco
cardiovascular residual mesmo apos correcao das concentracées de LDL-colesterol
(LDL-C), estratégias farmacologicas para elevar as concentracoes de HDL-C
tornaram-se alvo de intensas pesquisas (LEANCA et al., 2010).

As dislipidemias se apresentam como um dos principais distarbios metabdlicos,

podendo ser classificadas como altera¢cdes do metabolismo lipidico que modificam os
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niveis das lipoproteinas na circulacdo sanguinea e as concentracdes dos seus
diferentes componentes (MINEO et al., 2006).

As dislipidemias estéo relacionadas aos niveis anormais de TG, e/ou alteraces
do colesterol total (CT), colesterol ligado & HDL, LDL e Lp(a) plasmatica (PRADO&
DANTAS, 2002; XAVIER et al.,, 2013). Essas alteracbes lipidicas tém sido
exaustivamente estudadas devido a sua forte relacdo com DCV e com excec¢do da
idade, a dislipidemia, principalmente em relacdo as altas concentracfes de LDL-c e
baixas de HDL-c, € o fator preditivo mais importante para o desenvolvimento da DAC
e de suas complicacdes (VAPAALATO & MERVAALA, 2001; FORTI & DIAMENT,
2006).

Classificam-se as dislipidemias em primarias ou secundarias de acordo com a
sua etiologia (MCKENNEY, 2001; XAVIER et al., 2013). As dislipidemias primarias ou
genéticas séo decorrentes de alteragdes no metabolismo do LDL-c, HDL-c e TG,
podendo se manifestar com a influéncia do ambiente (FORRESTER et al., 2010;
GREGORI et al., 2013).

As dislipidemias secundarias estdo associadas aos habitos inadequados, como
etilismo, sedentarismo, dieta inadequada (National Cholesterol Education Program-
NCEP, 2002) e a uma série de co-morbidades com DM, obesidade, insuficiéncia renal
cronica, hipotireoidismo, ou ao uso de medicamentos como anticoncepcionais,
diuréticos, betabloqueadores, anabolizantes e corticosteroides (SBC, 2013).

Para a classificacéo fenotipica ou bioquimica (Quadro 1), sdo considerados 0s
niveis plasmaticos de CT, LDL-c, TG e HDL-c. Estas dosagens bioquimicas
compreendem o perfil lipidico (XAVIER et al., 2013).

A importancia da classificacdo etiologica das dislipidemias em primaria ou
secundaria deve-se ao fato de que muitos casos sdo revertidos com o controle da
doenca de base, enquanto as primarias sdo apenas controlaveis com medicamentos
e mudanca no estilo de vida (SCHULZ, 2006).
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Quadro 1 - Valores de referéncia para o diagndstico de dislipidemia em individuos acima de
20 anos de idade.

Lipedes Valores(mg/dL) categoria
<200 Desejavel
CT 200-239 Limitrofe
>239 Alto
<100 Otimo
100-129 Desejavel
LDL-c 130-159 Limitrofe
160-189 Alto
>189 Muito alto
HDL-c >60 Desejavel
<40 Baixo
<150 Desejavel
TG 150-200 Limitrofe
200-499 Alto
>499 Muito alto

CT=colesterol total; LDL-c =Lipoproteina de baixa densidade; HDL-c= lipoproteina de alta
densidade; TG= triglicérides. Adaptado da V DIRETRIZ BRASILEIRA DE DISLIPIDEMIAS E
PREVENCAO DA ATEROSCLEROSE DO DEPARTAMENTO DE ATEROSCLEROSE DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA (SBC) Arq Bras Cardiol. 2013.

1.6 Doenca aterosclerodtica coronariana

A formacéo da placa ateromatosa em artérias que irrigam o coracéao resulta na
doenca arterial coronariana (DAC), diagnosticada por exames essenciais, incluindo a
angiografia coronariana (LIBBY et al., 2005; DIRETRIZES DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2008) ou cateterismo cardiaco (figura 4) que é o
método mais indicado para pacientes que apresentam angina pectoris com testes de
imagem nao invasivos sugestivos de doenca coronariana e com suspeita ou
conhecida doenca coronariana (DIRETRIZES DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2014).
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Figura 4 - Angiografia coronariana normal. Angiografia coronariana de aspecto
normal. A-artéria coranaria esquerda e seus ramos. B-Artéria coronaria direita (adaptado
de CESARIO et al., 2012).

As lesbes coronarianas sao significativas quando ha obstrucao de uma ou mais
artérias com estenose de 70% e/ou lesao de tronco da coronaria esquerda (TCE) com
no minimo, 50% de estenose. Tais obstrucdes sdo avaliadas e mensuradas pela
cineangiocoronariografia, exame diagndéstico com baixas taxas de complicacfes
(figura 5). Alguns pacientes devem ser submetidos a esse estudo invasivo, por ser o
método mais acurado para diagnostico de lesBes coronarianas obstrutivas (LIBBY et
al., 2005).

O mais simples e mais usado método para descrever a extensdo da DAC
separa 0s pacientes em uniarterial, biarterial, triarterial ou lesdo em TCE (HIGGINS et
al., 1988).

A angina é uma sindrome clinica caracterizada por dor ou desconforto em
guaisquer das seguintes regides: torax, epigastrio, mandibula, ombro, dorso ou
membros superiores. E tipicamente desencadeada ou agravada com a atividade fisica
ou estresse emocional, e atenuada com uso de nitroglicerina e derivados (CORREIA
etal, 2012). A angina usualmente acomete portadores de DAC com comprometimento
de, pelo menos, uma artéria epicardica. Entretanto, pode também ocorrer em casos
de doencga cardiaca valvar, cardiomiopatia hipertréfica e hipertensdo ndo controlada.
Pacientes com coronarias normais e isquemia miocardica relacionada ao espasmo ou

disfuncdo endotelial também podem apresentar angina (CESAR et al., 2014).
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Figura 5- Cateterismo cardiaco com les0es.
Cateterismo cardiaco com lesdo grave (seta) de
artéria descendente anterior (DA), um ramo da
coronaria esquera. Adaptado de SARMENTO-LEITE
etal., 2011.

As sindromes coronarianas agudas (SCA) podem levar a eventos de alta
morbimortalidade como o infarto agudo do miocardio, a angina instavel e a morte
subita. O infarto agudo do miocardio tem mortalidade em um terco dos casos, sendo
gue a metade desses 0Obitos ocorre na primeira hora do evento isquémico por arritmia.
Outro terco evolui com disfuncédo ventricular, tornando o individuo inapto para a
realizacao de atividades laborativas ou mesmo pessoais (CARVALHO et al., 2005).

A alta mortalidade e morbidade da doenca coronariana implicam em alto
impacto socioecondémico, visto que tais casos incidem, em sua maioria, sobre
individuos economicamente ativos (BONOW et al., 2008). A faixa etaria mais
frequentemente acometida é dos 50 aos 65 anos. Porém, tem-se observado um
aumento significativo no niumero de casos em pacientes mais jovens (LONG et al.,
2013; REIBIS, R., 2012). O estudo de Framingham (LLOYD-JONES et al., 1999)
analisou dados para estimar o risco de um adulto desenvolver doenca coronariana por
faixa etaria. De acordo com esta analise, o risco estimado para DAC em adultos na
faixa etéria de 40 anos foi de 48,6% para homens e 31,7% para mulheres. Aos 50
anos, o risco foi estimado em 51,7% e 39,2%, para homens e mulheres, e aos 70 anos
34,9% e 24,2% para homens e mulheres, respectivamente (LLOYD-JONES et al.,
2006).
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O espectro da DAC inclui: angina pectoris estavel crénica, angina instavel e
infarto agudo do miocardio (PEREIRA et al., 2009). Pacientes com DAC tém, alto risco
de desenvolver eventos cardiovasculares, incluindo infarto do miocéardio (IAM),
acidente vascular cerebral e morte por doenga cardiovascular (DCV). Cerca de 80%
das doencas cardiacas coronarianas e doenca cerebrovascular sdo causadas por
fatores de riscos comportamentais (AQUINO et al., 2012). De acordo com dados da
OMS existe uma estimativa de que 75% da mortalidade por DCV pode ser diminuida
com adequadas mudancas no estilo de vida e esse é o grande desafio das diversas
diretrizes existentes em prevencdo cardiovascular (DIRETRIZES DA SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2014).

1.7 Tratamento da doenca arterial coronariana

Os tratamentos propostos para as lesdes aterosclergticas que causam
estenoses (estreitamentos do lumen arterial) significativas sdo a revascularizagéao
cirdrgica ou percutanea para reestabelecimento do fluxo arterial e melhora da
perfusdo miocéardica (de SOUSA et al.,, 2015). Porém, estes tratamentos sao
paliativos, ndo impedindo a progressédo da doenca aterosclerdtica em outros locais
(KEMP et al., 2015). Vérios estudos recentes mostram que a prevencao primaria e
secundaria da doenca aterosclerética, por mudancas no estilo de vida e medicacdes,
€ capaz de reduzir a progressao ou até regredir as placas aterosclerdticas. Essas
mudancas levam a reducdo nas taxas de mortalidade e eventos cardiovasculares
como a morte subita, o infarto agudo, angina e acidente vascular cerebral (GRUNDY
et al., 2004).

As placas aterosclerdticas comecam a se formar na infancia e progridem durante
a adolescéncia e a vida adulta (GREENLAND et al., 2010; TUZCU et al., 2001). Existe
um longo tempo entre a formacédo das placas e as manifestacdes clinicas da DAC em
gue os individuos permanecem assintomaticos. Fatores genéticos e inflamatorios néo
sdo modificaveis. Porém, muitos dos fatores de risco para doenca aterosclerdtica sao
conhecidos e modificaveis, sendo possivel intervir para uma reducao efetiva da

progresséo da doenca e suas manifestacées (TULLY and BAKER, 2012).
1.8 Genética da aterosclerose e biossintese do colesterol

A doenca arterial coronariana (DAC), como consequéncia das alteracdes
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aterosclergticas nas artérias coronarias, também pode resultar da agdo de multiplos
fatores genéticos e ambientais. Susceptibilidade genética a doencas cardiacas
isquémicas (DCI) pode ser determinada por variantes polimorficas especificas de
genes que codificam isoformas envolvidas em processos que sdo importantes na
patogénese da aterosclerose (THANASSOULIS et al., 2012).

Recentemente, um estudo amplo de associagdo do genoma (GWAS - do inglés:
genome wide association study) relatou um grande nimero de loci candidatos que
conferem risco ou protecao para DAC e infarto do miocéardio (RISK et al., 2015).

A biossintese do colesterol € uma das vias bioquimicas mais intensamente
estudadas devido a sua relevancia bem conhecida para a saide (GOLDSTEIN, 1993).
O colesterol € uma molécula que contém 27 carbonos que é essencial para a estrutura
e funcdo das membranas lipidicas eucarioticas (YEAGLE, 1989). Em adicédo, o
colesterol atua como precursor essencial de varias biomoléculas de importancia
fisiologica incluindo os acidos biliares, hormdnios esteroidais e oxiesterol (ADLAKHA
et al., 2013). A sintese de colesterol é essencial para a vida e defeitos na habilidade
de sintetizar o colesterol pode resultar em condicdes clinicas severas (PORTER,
2003).

As células animais obtém o colesterol por uma combinacdo de sintese e a
captacdo da corrente sanguinea. A necessidade da inibicdo da biossintese é
primordial para prevencédo de doencas cardiovasculares. A sintese do colesterol ou
via do mevalonato foi elucidada gracas ao trabalho pioneiro de muitos pesquisadores
(SHARPE AND BROWN, 2013). Entretanto, de todas as enzimas envolvidas (BLOCK,
1965), uma recebe maior atencédo, a 3-hidroximetilglutaril-CoA redutase (HMGCR).

O mecanismo de regulacdo da biossintese do colesterol foi descoberto por
Rudolf Schoenheimer e Fritz Breusch, que observaram que ratos produziam colesterol
em proporc¢ao inversa a quantidade presente na dieta (SCHOENHEIMER et al., 1933).
Com base nesta constatacédo, Marvin Siperstein e M. Joanne determinaram que o0 alvo
de inibicdo da retroalimentacdo para a sintese do colesterol é a reacédo de reducéo
(HMG-CoA) em mevalonato pela enzima HMGCR (SIPERSTEIN et al., 1960).

Avancos subsequentes revelaram que a HMGCR é regulada em varios niveis,
incluindo a transcricdo, traducdo, modificacdo pds-translacional e degradacéo
(GOLDSTEIN et al., 1990; GOLDSTEIN et al., 2006).

O colesterol do organismo é, portanto, em parte proveniente da alimentacéo e

em parte produzido a partir de intermediarios metabdlicos (HIRASHIKI et al., 2003).
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A enzima-chave da sintese do colesterol é a HMGCR, cujo gene localiza-se em
5013.3-q14, compreendendo 19 exons (KAMSTRUP et al., 2009; KELLER et al., 2010;
LICASTRO et al., 2007). AHMGCR é uma enzima que limita a sintese do colesterol e
€ regulada via mecanismo de feedback (PORCELLINE et al., 2007). A inibicdo da
biossintese de colesterol enddgeno resulta em aumento da expressao e da atividade
de receptores de LDL, o que contribui para uma maior captacdo de particulas LDL
pelos tecidos que utilizam e armazenam o colesterol (CLARKE et al., 2009).

Além disso, a HMGCR ¢é o principal alvo das estatinas, drogas usadas na
reducdo do colesterol plasmatico (ISTVAN et al., 2001). A resposta as estatinas pode
variar de acordo com o individuo e a variacao genética da HMGCR pode explicar esta
variacdo de resposta (KATHIRESAN et al., 2008). Portanto, varios grupos vém
pesquisando a relacdo entre variantes do gene da HMGCR e a resposta ao uso de
estatinas (SAMANI et al., 2007; JAWAID et al., 2010; BURG et al., 2011; CHASMAN
etal., 2004; CHUNG et al., 2012; CHEN et al., 2009, AKADAM-TEKERAT et al., 2013).

A via do mevalonato (figura 6) leva a via do lanosterol que pode seguir a via de
Bloch produzindo colesterol através do desmosterol, ou a via de Kandutsch-Russell,
através do 7-desidrocolesterol. Dois outros ramos também divergem da via do
mevalonato. Os isoprendides sao produzidos pela difosfato de geranilgeranil sintase,
gue atua para converter a farnesil-difosfato a geranilgeranil difosfato e dai a
isoprendides. E através da via de derivacdo, quando ocorre a conversado do 2,3-
epoxido de esqualeno em diepoxiesqualeno, eventualmente, conduzindo a producao
de 24 (S),25-epoxicolesterol (SHARPE AND BROWN, 2013).

O terceiro passo na via do mevalonato que € catalizada pela HMGCR é
considerado a reacao limitante para a velocidade de sintese do colesterol. Assim a
HMGCR ¢ o principal alvo das estatinas, drogas utilizadas para o tratamento de niveis
elevados de colesterol e doencas cardiovasculares, justificando a concentracdo de
esforcos para desvendar a regulagcdo da HMGCR (JO and DEBOSE-BOYD, 2010;
BURG and ESPENSHADE, 2011).

Todas as células nucleadas sédo capazes de sintetizar o colesterol. Portanto,
em condi¢des normais ndo ha necessidade da ingesta de colesterol. A quantidade de
colesterol em uma alimentacao tipica ocidental pode variar em média de 300 a 500
mg por dia (WANG, 2007).
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Figura 6. Via do mevalonato. Estagios da biossintese do colesterol e acao das estatinas. A
enzima 3-hidroximetilglutaril coenzima A redutase (HMGCR) catalisa a conversdo de HMG-
CoA em mevalonato; a acdo de inibicdo dessa enzima pelas estatinas acarreta a reducao de
sintese do colesterol, bem como de demais intermediarios (proteinas preniladas, dolicois e
ubiguinona), os quais poderiam contribuir para as lesdes musculares decorrentes do uso das
estatinas. CoA: coenzima A; PP: pirofosfato (adaptado de BONFIM et al., 2015).

O colesterol € absorvido no intestino delgado e distribuido para a maioria dos
tecidos do corpo pela acao de lipoproteinas. O cérebro € um bom exemplo, onde a
barreira hemato-encefalica impede a passagem do colesterol carreado pelas
lipoproteinas. O colesterol do cérebro € proviniente da sintese local (BJORKHEM AND
MEANEY, 2004). O excesso de colesterol pode ser armazenado com ésteres de
colesteril ou eliminado via oxidac&o e/ou convertido em acidos biliares (BJORKHEM,
2013).

Apesar da eficacia consideravel das estatinas, um numero significativo de
eventos cardiovasculares ocorre em individuos tratados com esta droga, indicando
uma persisténcia da fisiopatologia subjacente, apesar do tratamento (CHASMAN et
al., 2004). Variac6es na resposta do LDL-colesterol para o tratamento com estatinas
tem sido atribuidas a fatores genéticos e ndo genéticos e incluem polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) e haplétipos dos principais genes, reguladores do
metabolismo do colesterol, incluindo a HMGCR, entre outros, assim como preditores
fenotipicos, tais como raca, idade e tabagismo (CHASMAN et al., 2004; SIMON et al,
2006; DONNELLY et al. 2008, KRAUSS et al. 2008, THOMPSON et al.,. 2009). No
entanto, a eficacia das estatinas por estes polimorfismos ainda é pouco estudada.

Além disso, as abordagens do genoma inteiro ainda nao identificaram SNPs
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estatisticamente significativos associadas a uma resposta as estatinas (THOMPSON
et al., 2009).

A HMGCR ¢é altamente regulada por mecanismos mudltiplos, incluindo a
transcricdo, a estabilidade do RNAm, degradacao de proteinas e a fosforilagédo, e ha
evidéncia genética para a regulacao por splicing alternativo da HMGCR (GOLDSTEIN
e BROWN, 1990; CHASMAN et al., 2004).

1.9 Polimorfismo genético e doenca cardiovascular

Ao considerar a base genética da doenca coronariana, € necessario
estabelecer uma distingdo entre suas causas mais raras, causas monogénicas, e as
causas mais comuns, ou seja, as poligénicas, nas quais estdo envolvidos varios
fatores, entre eles genéticos, comportamentais e ambientais. Embora a investigacao
sobre a DAC foi por décadas tratada apenas como monogénica, sabe-se que a
maioria dos casos de DAC séo de etiologia complexa. Um exemplo de doenca
monogénica que predispde a DAC precoce é a hipercolesterolemia familiar, causada
por uma mutacdo no gene que codifica o receptor LDL, a qual se caracteriza por
concentracdes elevadas de LDL no plasma (SWERDLOW et al., 2012).

Polimorfismos genéticos sao descritos em todo genoma humano. Além de
serem responsaveis pelas diferencas genéticas individuais, muitas vezes, estao
associados a uma maior predisposicdo as doencas, a resisténcia aos diferentes
tratamentos e ao aparecimento de efeitos colaterais frente aos procedimentos clinicos
especificos (PORCELLINI et al., 2007).

Ao longo dos ultimos anos, os avancos das técnicas de biologia molecular, em
grande parte proporcionados pelo aparecimento e generalizacdo do uso da terceira
geracdo de sequenciadores, emplementaram os GWAS para a linha da frente dos
estudos populacionais, com enfoque na identificacdo de moduladores genéticos de
doencas, em especial de doencas complexas (SAMANI et al., 2007). Os GWAS
baseiam-se na premissa de que, em muitas dessas doencas, as variantes hereditarias
gue concorrem para explicar o desenvolvimento do processo patogénico podem ser
relativamente comuns, com frequéncia do alelo minoritario (minor allele frequency,
MAF) superior a 5%, o0 que torna possivel identificar associacdes entre doencas e
variacdes gendmicas através de grandes rastreios populacionais. Essas variacdes

ndo sdo necessariamente codificantes e, de facto, através de GWAS tém sido
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identificadas associagfes com uma série de variantes genéticas localizadas em zonas
nao codificantes do genoma (SAMANI et al., 2008). A interpretacédo do significado
destas associacoes depende, em grande parte, do conhecimento fino sobre as regides
em que se encontram as variantes. No fundo, questiona-se se uma variante para a
qgual se detetou um sinal positivo de associacdo nao influenciara a expressao de um
gene ou se o sinal ndo sera consequéncia da ocorréncia de desequilibrio de ligacédo
com outras variacfes em genes localizados nessa mesma regido gendémica. Procura-
se, entéo, identificar os genes com potencial para explicar a associacao detetada,
seguindo-se um outro desafio, que é compreender a base biol6gica dos sinais
revelados pelos GWAS.

Embora as expectativas nem sempre sejam alcancadas, os estudos de GWAS
tem desvendado importantes fatores genéticos que estao por detras de uma série de
doencas complexas. Um dos casos de maior sucesso € ilustrado pela identificacdo de
single nucleotide polimorphism (SNP) relevantes em doencas cujos quadros
patogénicos dependem dos niveis de lipidos e de lipoproteinas no plasma, como séo
exemplo a dislipidemia ou o infarto agudo do miocéardio (IAM). Ao longo dos ultimos
anos, foram ja descritos mais de 100 loci associados a variagdo dos niveis de
triglicerideos, c-LDL e colesterol HD. Relativamente a DAC ou IAM, os GWAS levaram
a identificacdo de um menor numero de loci, alguns dos quais igualmente associados
a alteracdes nos fatores de risco tradicionais (SANDHU et al., 2008; SAMANI et al.,
2008).

Quando genomas de diferentes humanos sdo comparados, a grande maioria
dos nucleotideos € quase sempre a mesma em todo o mundo. Esta € a razéo pela
gual é possivel falar de forma generalizada sobre o genoma humano (LICASTRO et
al., 2010). Variantes de forma ocasionais podem ser vistas na posicdo de qualquer
nucleotideo, mas sdo quase sempre raras e cerca de um nucleotideo a cada 300 &
polimorfico, isto €, mais de uma forma € comum na populacdo. Estes polimorfismos
de nucleotideo Unico séo catalogados no banco de dados publico dbSNP
(HTTP://Amww.ncbi.nIm.nih.gov/projects/SNP) e designados por nimeros iniciados por RS
(do inglés: reference SNP). As formas mais comuns de polimorfismos genéticos incluem
delecdes e insercdes, substituicdo de nucleotideos Unicos (SNPs), além de variacdes no
namero de cépias ou de sequéncias repetidas (VNTR do inglés: variable number of

tamdem repeat) de micro e minissatélites (ZULLIANI et al., 1990)..
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Cerca de 92-94% dos genes humanos podem sofrer splicing alternativo, que € um
processo pés-transcricional capaz de gerar multiplos RNAs mensageiros a partir de um
unico gene (NEMBAWARE et al., CLARK et al., 2007, 2004, WANG et al. 2008). Assim,
o impacto do splicing alternativo no risco de DCV pode se estender para além do seu
papel na determinacao da sensibilidade da HMGCR a estatina (BURKHARDT et al.,
2008, KATHIRESAN et al., 2008).

O splicing alternativo tem sido reportado em importantes genes envolvidos na
captacédo e producéo celular de colesterol (BURKHARDT et al., 2008; MEDINA et al.,
2008). A HMGCR ¢é codificada por um Unico gene no cromossomo 5 (5q13.3-q14) e
duas variantes transcricionais estdo catalogadas no Centro Nacional de Biotecnologia
e Informag&o (NCBI do inglés: National Center for Biotechnology Information). Uma
transcricdo longa composta por 20 exons (NM_000859.2) e uma variante de splicing
alternativo do exon 13 (NM_001130996.1), (Johnson et al., 2003, BURKHARDT et al.,
2008; MEDINA et al., 2008).

O gene que codifica a HMGCR sofre splicing alternativo no exon 13, ou seja,
guando o gene da HMGCR é transcrito, uma regido chamada de exon 13 é excluida,
0 que prejudica a atividade enziméatica da HMGCR, podendo acarretar uma inibicao
de sua sensibilidade a acdo das estatinas. Durante o splicing, algumas partes do
primeiro produto do gene, RNAmM, sdo removidas e outras sdo combinadas. A enzima
gue é produzida pelo padrdo splicing convencional desempenha um papel crucial no
inicio da producéo de colesterol no organismo, e a sua atividade pode ser fortemente
inibida por estatinas. A isoforma resultante de splicing alternativo, em vez disso, é
mais resistente a inibicdo da producdo de colesterol pela estatina (BURKHARDT et
al., 2008).

Adicionalmente estudos de microarranjos sugerem a presenca de pelo menos
mais trés isoformas resultantes de splicings alternativo da HMGCR (Johnson et al.,

2003) . Estas envolvem o exon 8 (AY429542), exon 18 (AY429543) e os exons
17 e 18 (AY429544).

A diversidade gendmica é grandemente ampliada pelo processo de splicing
alternativo, por introns que sao removidos e exons que sao ligados para formar varios
RNAm. O splicing alternativo tem sido sugerido como outro mecanismo de regulacéo
subjacente da HMGCR e homeostase do colesterol (MEDINA et al., 2011).

Um painel de 12 SNPs associados com os niveis de LDL-colesterol ou HDL-
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colesterol foi relatado como fator preditivo de risco de DCV, independentemente dos
niveis lipidicos (KATHIRESAN et al. 2008). O impacto potencial do splicing alternativo
de fatores de risco para DCV é ainda sugerido pela evidéncia de splicing alternativo
de outros genes na via biossintética do colesterol tais como inibidores da HMG-CoA-
sintase e da mevalonato-quinase (GIL et al. 1987, HOUTEN et al., 2001).

Além disso, uma vez que as estatinas sdo conhecidas por inibirem a
biossintese do colesterol, € possivel que o splicing alternativo possa ser um
importante mecanismo de regulacdo dos efeitos pleiotropicos das estatinas, ou seja,
além dos efeitos hipolipimiantes como outras propriedades antiinflamatérias, acfes
imunomoduladoras, antitrombogénicas e de melhora da funcdo endotelial (WANG et
al. 2008).

O conhecimento dos polimorfismos genéticos que predispdem ou agravam a
doenca arterial coronariana (DOEVENDANS et al., 2001) é um instrumento importante
para a prevencao primaria, abordagem diagnéstica, tratamento e aconselhamento
genético em cardiologia (O'DONNELL et al., 2011). Estudos de epidemiologia
genética mostram uma variedade de alteracdes genéticas, incluindo polimorfismos,
gue estdo associados a maior prevaléncia da DAC (HIRASHIKI et al., 2003; RIZK et
al 2015). Entretanto, poucos estudos corelacionam polimorfismos da HMGCR e DAC.
Entender a regulacdo genética destes efeitos e o papel do splicing alternativo da
HMGCR e de outros genes na via de colesterol pode levar ao desenvolvimento de
novos medicamentos para reduzir o risco de doenca cardiaca (KELLER et al., 2010;
LICASTRO et al., 2010).

Dentre os polimorfismos mais estudados da HMGCR relacionados com DAC,
tem-se o da regido promotora 911 C>A (rs3761740), o polimorfismo de repeticdo
(TTA)n (do inglés: tandem repeats polymorphism) localizado no intron 2 e 0 8302 A/C
( TONG et al., 2004; NORIEGA et al., 2008; BHANUSHALI et al., 2012; AKADAM-
TEKER et al., 2013).

1.10 Estudos que avaliam polimorfismos da HMGCR e doenca arterial

coronariana.

Um estudo de varredura genémica (GWAS), no qual foram analisadas milhares
de variaveis ao longo do genoma humano, a procura de genes importantes para

doencas multifatoriais, identificou uma forte associagdo entre a DAC e a regiao
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cromossOmica 9p21. Esta regido € a primeira varidvel de risco para DAC descoberta
por GWAS, que também foi confirmada por numerosos estudos de replicacdo. Esta
regido é também sitio comum para DAC e infarto do miocardio, tendo os polimorfismos
rs1333049, em que ocorre a troca de base G>C e o rs10757274 A>G fortemente
associados a doenca ( SCHEFFOLD et al., 2011; GIOLI-PEREIRA et al., 2012).

O polimorfismo de nucleotideo Unico na regido promotora da HMGCR foi
reportado como fator de risco para Doenca de Alzheimer (KELLER et al., 2010). Este
polimorfismo (rs3761740) influencia a regido promotora da HMGCR, que tem sua
atividade transcricional regulada pela proteina ligadora do elemento regulatério do
esterol (SREBP do inglés: sterol regulatory element binding protein), acima dos niveis
basais (PORCELLINI et al., 2007).

Dentre os trabalhos analisados que estudaram a relacdo de polimorfismos da
HMGCR e DAC, foi considerado de relevancia para o desenvolvimento deste estudo,
uma pesquisa realizada na Turkia (AKADAM-TEKER et al., 2013), que analisou a
idade e 0 género em relacédo ao SNP da regido promotora 911(rs3761740) da HMGCR
e os lipideos séricos em pacientes com DAC. Demonstrou que na populacéo turca
existe uma associacao significante entre entre o polimorfismo da regido promotora
911 (rs3761740) no gene da HMGCR e a presenca de doenca cardiovascular e
hipercolesterolemia.

Em outro estudo (NORIEGA et al., 2008), o polimorfismo de repeticdo (TTA)n
da HMGCR foi relacionado com doenca arterial coronariana e hiperlipidemia em
pacientes fazendo uso de estatina (atorvastatina).

O estudo de BHANUSHALI et al., 2012, avaliou a regido promotora da HMGCR
C>A em pacientes com DAC e niveis de colesterol na populacéo da india. Este estudo
concluiu que ndo havia associacdo do polimorfismo -911 (rs3761740) C>A com as
alteracdes dos niveis de colesterol e o risco de DAC.

No Brasil, o estudo MASS Il (do inglés: Medical Angioplasty or Surgery Study
II) investigou a associacao dos polimorfismos rs1333649, rs10757274, rs10757278,
ra2383206, da regido cromossémica 9p21, com eventos cardiovasculares, porém nao
foi encontrado nenhum estudo brasileiro que avalia a regido promotora 911
(rs3761740) da HMGCR com niveis lipidicos e doenca arterial coronariana (GIOLI-
PEREIRA et al., 2012).

No presente estudo a hipotese de que o polimorfismo da regido promotora -

911(rs3761740) da HMGCR possa estar associado aos aspectos clinicos e
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laboratoriais de pacientes com DAC foi investigada (LIPKIN et al., 2010; MAGRAVITE
etal., 2010; MEDINA et al., 2011). Poucos estudos no Brasil investigam polimorfismos
da HMGCR, porém a nivel mundial, existe um nimero crescente de estudos sobre
esta regido promotora, investigando a relacéo de polimorfismo da HMGCR e o risco
de doenca arterial coronariana (BHANUSHALI et al., 2012; AKADAM-TEKER et al.,
2013).

O quadro 2 mostra os estudos de associacdo entre a variavel rs3761740 da

regido promotora 911 da HMGCR, niveis liidicos e DAC em diferrentes populagdes.
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Quadro 2: Estudos de associacao da variavel rs3761740 da regido promotora 911 do gene da HMGCR em diferentes populacdes.

‘ Tamanho Etnia Fendtipo avaliado | Variante Principais achados Referéncias
The effects of age and | amostral genética
gender on the relationship Pacientes  com Mostra que o]
between HMGCR DAC e controles polimorfismo na regido | Akadam-
promoter-911 SNP | 365 pacientes | Turquia | saudaveis promotora 911 da | Teker et al.,
(rs3761740) and serum | com DAC relacionado a|rs3761740 | HMGCR pode ter | 2013.
lipids in patients with | 365 pacientes variante diversos  efeitos nos
coronary heart disease. controles rs3761740 niveis de  colesterol
saudaveis plasmatico e risco de

DAC dependendo do

sexo e da idade.
Evaluation of the | 220 pacientes | india Pacientes com | Rs3761740 | Observou que ndo ha | Bhanushali
promoter polymorphism - | com DAC e DAC e controles associacao do | etal., 2012.
911 C>A in the HMGCR | 150 pacientes saudaveis polimorfismo 911C>A
gene with coronary artery | controles relacionados a com niveis de colesterol e
disease risk and | saudaveis. variante o risco de DAC.
cholesterol levels in a rs3761740

population from Wester
india
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a frequéncia do polimorfismo na regido promotora -911(rs3761740) do

gene da HMGCR em pacientes com DAC, comprovada por angiografia coronariana.

2.2 Objetivos especificos

e Investigar os aspectos clinicos e epidemiolégicos de 84 pacientes com DAC.

e Investigar a frequéncia do polimorfismo -911(rs3761740) da regiao
promotora do gene HMGCR em pacientes com DAC comprovada.

e Avaliar as possiveis associacdes entre 0os genotipos do gene da HMGCR

avaliado e os aspectos clinicos dos pacientes com DAC.
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3. METODOLOGIA

3.1 Desenho do estudo

O presente estudo é descritivo e analisou um polimorfismo genético da regido
promotora -911(rs3761740) do gene HMGCR em amostras de sangue periférico
obtidas de um grupo de pacientes com DAC estabelecida e documentada por meio de
angiografia coronariana, no Servico de Cardiologia do Hospital Lucio Rebelo, em
Goiania. Os pacientes que concordaram em participar do projeto assinaram um termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE), responderam a um questionario sobre
os fatores de risco para a DAC e doaram uma amostra de sangue periférico para as
analises moleculares. As amostras de sangue foram transferidas para o Laboratorio
de Diversidade Genética da PUC Goias, onde foram processadas para extracdo de
DNA e andlise dos polimorfismos genéticos. Para as analises dos polimorfismos
genéticos foi utilizada a reacdo em cadeia da polimerase (do inglés: polymerase chain
reaction, PCR) e a andlise de polimorfismos de comprimento de fragmentos de
restricdo (do inglés: restriction fragment length polymorphism, RFLP). Os resultados
obtidos para as frequéncias dos polimorfismos os aspectos clinicos e epidemiolégicos
foram analizados por meio de testes estatisticos apropriados. O SNP (do inglés: single
nucleotide polymorphism) foi 0 911 C>A (rs3761740) na regido promotora do gene da
HMGCR.

3.2 Questdes éticas

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia
Universidade Catdlica de Goias, recebendo o parecer em anexo CAAE:
36241814.4.0000.0037 de 24 de Setembro de 2014.
3.3 Selecao de pacientes e coleta das amostras de sangue periférico:

Durante suas consultas de rotina, um total de 84 pacientes com DAC,

comprovada por angiografia coronariana, atendidos no Servico de Cardiologia do

Hospital Lucio Rebelo, foram convidados, pelo pesquisador (Médico cardiologista,
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Stanley S. Sousa), a participar do estudo.

3.4 Dados clinicos e laboratoriais

As informacdes sobre as variaveis consideradas como fatores de risco para
DAC (tabagismo, diabetes melitus, hipertenséo arterial) foram obtidas a partir da ficha
clinica e avaliada com base nas recomendacdes da V DIRETRIZ BRASILEIRA
SOBRE DISLIPIDEMIAS E PREVENCAO DE ATEROSCLEROSE (SBC, 2013). A
obesidade foi medida pelo indice de massa corporal (IMC), preconizado pela OMS
(Rezende et al., 2006). A andlise bioquimica do perfil lipidico foi obtida no exame de
rotina do paciente. Os dados coletados foram tabulados e analisados em relagéo ao

polimorfismo genético estudado.

3.5 Extracdo de DNA

As amostras de sangue periférico coletadas foram usadas para extracdo de
DNA, no Laboratorio de Diversidade Genética da PUC Goias. A extracao de DNA total
utilizou o kit comercial PureLINK, distribuido pela INVITROGEN, de acordo com as
recomendacdes dos fabricantes. As aliqguotas de DNA foram identificadas por um
namero, rotuladas e mantidas em freezer -80°C até a realizacdo das analises

moleculares.

3.6 Anélise de polimorfismo genético do gene HMGCR

O DNA genbmico isolado das amostras de sangue foi analisado para detec¢ao
do polimorfismo genético por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
analise de polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricdo de acordo com
procedimento descrito por Percellini et al (2007). A amplificacdo da regido promotora
foi feita com os oligonucleotideos iniciadores HMGCRF (SNP 911):
5TTGAGTGAAATACAGATCCTGTCC3/HMGCRR(SNP911):5CCATAGACCTGCA
TCAGCGT 3’. O mix usado na reacao de PCR continha tampao 10X 10mM , dNTP
0,2 mM, MgCI2 1,5 mM, 0,8 pM/ul de cada primer e 1 U de Taq polymerase. O
protocolo de ciclagem incluiu: uma etapa a 96°C por 5 minutos, para desnaturagao
inicial; 30 ciclos com etapas a 96°C por 45 segundos, 56°C por 45 segundos e 72°C
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por 45 segundos; mais uma etapa de 72°C. O produto de PCR foi digerido com a
enzima BsuRI (MBI Fermentas, Italy; 10U/amostra). Os produtos de digestdo foram
analisados em gel de poliacrilamida a 8%, corado pela prata. De acordo com os trés
diferentes genotipos, os fragmentos obtidos foram: 261 e 139 pares de bases
(gendtipo AA), 261, 70 e 69 pares de bases (gendtipo CC) ou 261, 139, 70 e 69 pares
de bases (genotipo AC).

3.7 Andlise dos dados

A analise estatistica dos dados foi realizada com o uso do software SPSS
versao 15.0. teste t Student com significancia de 5%. A utilizacdo deste programa
permitiu avaliar as frequéncias alélicas e genotipicas do grupo e investigar as
possiveis associacfes com oas caracteristicas genéticas e laboratoriais dos

pacientes.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinicas, laboratoriais e sociodemograficas dos pacientes
com DAC.

A maioria dos pacientes (tabela 1) estudados (61,9%) era do sexo masculino e
histéria familiar de DAC foi registrada para a maior parte do grupo (61,9%). A
hipertenséo arterial sistémica (HAS) foi observada na maioria dos pacientes (84,5%).

Tabela 1- Caracteristicas demogréficas e clinicas do grupo de pacientes com DAC.

Numero de pacientes (N=84)

Aspecto
n %
Sexo
Masculino 52 61,9
Feminino 32 38,1
HF de DAC
Nao 32 38,1
Sim 52 61,9
Tabagismo
Nao 67 79,8
Sim 17 20,2
DM
Nao 58 69,0
Sim 26 31,0
HAS
Nao 13 15,5
Sim 71 84,5

DAC, doenga arterial coronariana; HF, historia familiar; DM, diabetes melitus; HAS,
hipertenséo arterial sistémica.

As caracteristicas de IMC e perfil lipidico sdo descritos na tabela 2. A média do
IMC descrita para o grupo foi de 26,22 kg/mz2, caracterizando o sobrepeso dos

participantes, uma vez que os valores desejaveis de IMC estdo abaixo de 25kg/m2.
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Tabela 2 Caracteristicas demogréficas, clinicas e bioquimicas do grupo estudado.

. Desvio IC (95%)

Fator n Média Padrio _ _

Inferior Superior
Idade (anos) 84 62,65 11,23 60,22 65,09
IMC (kg/m2) 84 26,22 4,17 25,32 27,13
CT (mg/dL) 84 145,83 46,20 135,81 155,86
TG (mg/dL) 84 131,42 59,22 118,57 144,27
LDL (mg/dL) 84 82,18 40,85 73,31 91,04
VLDL (mg/dL) 84 26,26 11,84 23,69 28,83
HDL (mg/dL) 84 40,77 10,13 38,57 42,97

LDL, lipoproteina de baixa densidade; IMC, indice de massa corporea; CT, colesterol
total;LDL,lipoproteina de baixa densidade; HDL, lipoproteina de alta densidade; VLDL,
lipoproteina de densidade muito baixa e TG, triglicerideos.

As caracteristicas como idade, perfil lipidico e IMC foram comparadas com
relacdo ao sexo dos pacientes (tabela 3). Os niveis de HDL foram significativamente

mais elevados nas mulheres avaliadas (p=0,03).
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Tabela 3- Distribuicdo das caracteristicas laboratoriais, idade e IMC de acordo com o

sSexo.
. IC (95%)
Variavel / Sexo n Média Desv~|o P
Padrao . .
Inferior Superior
Idade
Masculino 52 61,06 11,26 57,92 64,19
Feminino 32 65,25 10,84 61,34 69,16 0,097
IMC
Masculino 52 25,99 3,67 2497 27,01
Feminino 32 26,61 491 24,84 28,38 0,509
CT
Masculino 52 141,88 42,28 130,11 153,66
Feminino 32 152,25 52,01 133,50 171,00 0,321
TG
Masculino 52 137,67 54,46 12251 152,84
Feminino 32 121,25 65,85 97,51 144,99 0,219
LDL
Masculino 52 78,60 36,34 68,48 88,71
Feminino 32 88,00 47,32 70,94 105,06 0,308
VLDL
Masculino 52 27,52 10,90 24,48 30,55
Feminino 32 24,22 13,15 19,48 28,96 0,217
HDL
Masculino 52 38,90 6,76 37,02 40,79
Feminino 32 43,81 13,58 38,92 48,71 0,030

LDL, lipoproteina de baixa densidade; IMC, indice de massa corpérea; CT, colesterol total;
LDL, lipoproteina de baixa densidade; HDL, lipoproteina de alta densidade; VLDL, lipoproteina
de densidade muito baixa e TG, triglicerideos.

4.2 Frequéncias do polimorfismo -911 (rs3761740) na regido promotora do gene
HMGCR

As frequéncias alélicas e genotipicas avaliadas para o polimorfismo -911
(rs3761740) na regiao promotora do gene HMGCR séo apresentadas na tabela 4. Na
analise de distribuicdo dos gendtipos e alelos, houve uma predominancia do genétipo

heterozigoto (AC) em relacdo aos genotipos AA e CC.
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Tabela 4- Distribuicdo dos gendtipos e alelos no polimorfismo da regido promotora -
911(rs3716740) da HMGCR em pacientes com DAC.

Frequéncia
HMGCR ¢ fr(%)
GENOTIPO
AA 10 11,9
AC 66 78,6
CC 8 9,5
Alelos
A 86 51,2
C 82 48,8

HMGCR, hidroximetilglutaril coenzima A redutase; DAC, doenca arterial coronariana.

4.3 AssociacOes avaliadas entre os aspectos clinicos e laboratoriais dos
pacientes com DAC e o polimorfismo -911 (rs3761740) do gene HMGCR.

As associacdes investigadas entre as frequéncias alélicas obtidas e as
caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com DAC séo apresentadas na
tabela 5. Os aspectos demograficos e clinicos avaliados ndo foram significativamente

associados aos genoétipos analisados.
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Tabela 5- Caracteristicas demogréficas, clinicas e genotipicas de polimorfismos da
HMGCR em pacientes com DAC.

. IC (95%)
Variavel n Média Desv~|0 P
Padrao . .
Inferior ~ Superior
Idade
AA 10 68,30 12,02 59,70 76,90
AC 66 62,26 11,03 59,55 64,97 0,173
CcC 8 58,88 10,78 49,87 67,88
IMC
AA 10 24,59 3,67 21,96 27,22
AC 66 26,66 4,36 25,59 27,73 0,190
CcC 8 24,69 2,03 22,99 26,38
CT
AA 10 154,60 71,10 103,74 205,46
AC 66 145,97 43,98 135,16 156,78 0,641
CcC 8 133,75 23,88 113,79 153,71
TG
AA 10 155,70 87,51 93,10 218,30
AC 66 130,73 56,20 116,91 144,54 0,216
CcC 8 106,75 29,45 82,13 131,37
LDL
AA 10 87,90 67,32 39,74 136,06
AC 66 82,85 37,81 73,55 92,14 0,617
CcC 8 69,50 21,15 51,82 87,18
VLDL
AA 10 31,20 17,52 18,66 43,74
AC 66 26,12 11,22 23,36 28,88 0,205
CcC 8 21,25 5,97 16,26 26,24
HDL
AA 10 41,80 15,92 30,41 53,19
AC 66 40,30 8,73 38,16 42,45 0,685
CcC 8 43,38 13,15 32,38 54,37

HMGCR, hidroximetilglutaril coenzima A redutase; DAC, doencga arterial coronariana. LDL,
lipoproteina de baixa densidade; IMC, indice de massa corpérea; CT, colesterol total; LDL,
lipoproteina de baixa densidade; HDL, lipoproteina de alta densidade; VLDL, lipoproteina de
densidade muito baixa e TG, triglicerideos.

A distribuicdo dos pacientes de acordo com 0s genoétipos e caracteristicas
demograficas e clinicas, tais como genero, historia familiar de DAC, tabagismo,
diabetes melitus e hipertensdo sdo mostrados na tabela 6. Diferencas significativas
entre 0s genotipos avaliados e as caracteristicas demograficas e clinicas ndo foram

demonstradas.
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Tabela 6- Numero de pacientes de acordo com as caracteristicas pessoais e 0S

genotipos.
. AA (N=10) AC (N=66) CC (N=8)
Variavel n % N % n % p
Sexo 5 500 42 636 5 625
Masculino
Feminino 5 50,0 24 36,4 3 37,5 0,710
HF de DAC
Nao 4 40,0 26 39,4 2 25,0
Sim 6 60,0 40 60,6 6 75,0 0,725
Tabagismo
Nao 9 90,0 53 80,3 5 62,5
Sim 1 10,0 13 19,7 3 37,5 0,343
DM
Nao 6 60,0 46 69,7 6 75,0
Sim 4 40,0 20 30,3 2 25,0 0,768
HAS
Nao 0 0,0 10 15,2 3 37,5
Sim 10 100,0 56 84,8 5 62,5 0,091

DAC, doenca arterial coronariana; HF, histéria familiar; DM, diabetes melitus; HAS,
hipertensédo arterial sistémica. Teste qui-quadrado.
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5. DISCUSSAO

Considerando a atividade limitante da biossintese do colesterol pela enzima
HMGCR, acredita-se que variacdes genéticas deste gene sao importantes para o
desenvolvimento da doenca aterosclergtica assim como de outras doencas
associadas ao metabolismo do colesterol (GOLDSTEIN e BROWN, 2009). Diante
disso, este estudo avaliou a frequéncia do polimorfismo na regido promotora -
911(rs3761740) do gene da HMGCR em pacientes com DAC, buscando possiveis
associacdes entre 0os genétipos encontrados e 0s aspectos clinicos da doenca.

As estatinas tém sido utilizadas clinicamente para reduzir os niveis de colesterol
total e LDL e tém como principal alvo a HMGCR, que apresenta papel fundamental na
via do mevalonato. As diferencas farmacolégicas interindividuais observadas neste
tratamento clinico tém sido atribuidas a diferencas genéticas (NORIEGA et al., 2009).

Em virtude da alta incidéncia de doencas cardiovasculares no mundo, torna
necessaria a busca de marcadores genéticos que possam determinar o risco de
desenvolvimento de tais doencas (BANUSHALI et al., 2012). Inidmeros polimorfismos
foram identificados no lécus da HMGCR e seus efeitos foram estudados em
associacao aos niveis de lipideos no sangue (LIPKIN et al., 2010; MAGRAVITE et al.,
2010; CHUNG et al., 2012).

Diferentes estudos investigaram polimorfismos desta enzima em outras
doencas como a Doenca de Alzheimer (PORCELLINE et al., 2007). Visto que os
protocolos de estudo de polimorfismo da HMGCR séo poucos detalhados, as reacdes
realizadas neste estudo foram ajustadas para obtencéo de melhores resultados.

Considerando que um elevado teor lipidico no organismo pode indicar alto risco
para eventos cardiovasculares, um estudo multiétinico MESA (do inglés: Multi-Ethnic
Study-Americans) avaliou 10 SNPs da HMGCR e niveis de lipideos em uma
populacdo de 2.444 pacientes formada por americanos descendentes de chineses,
espanhais, africanos e europeus. Os resultados apontaram que a variacdo genética
da HMGCR estava associada a niveis de baixos de HDL, e niveis elevados de LDL e
triglicerideos (CHEN et al., 2009).

Alguns estudos sugerem que o polimorfismo na regido promotora -911 pode
ser fator de risco para desenvolver infarto agudo do miocardio (LICASTRO et al., 2007,

2010), contudo o impacto no nivel de lipideos na aterosclerose ainda nao foi
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adequadamente elucidado. No presente estudo foi detectado que o polimorfismo de
nucleotideo Unico na regido promotora -911 do gene da HMGCR néo possui
associacdo com DAC. Este achado estd em concordancia com um estudo que
também demonstrou que tal polimorfismo néo é fator preditivo de DAC (BHANUSHALI
et al., 2012). Para Bhanushali et al. (2012), em uma avaliacado das associacdes entre
o polimorfismo da regido promotora -911 C>A (rs3761740) da HMGCR em doentes
com DAC e niveis de colesterol na populacdo da india, n&o foi observada diferenca
estatistica entre os genétipos avaliados em relacdo aos niveis de colesterol ou a
presenca de DAC.

Entretanto, segundo Akadam-Teker et al. (2013), em um estudo realizado com
uma populacdo da Turquia, existe uma significante associacao entre o polimorfismo
na regiao promotora -911 (rs3761740) no gene da HMGCR, a presenca de DAC e
dislipidemia. Estas associacfes sao influenciadas pela idade e o sexo. Esse estudo
concluiu que niveis elevados de colesterol estédo associados ao genotipo CC naregido
promotora 911C>A da HMGCR e idade menor que 55 anos em homens, porém sem
afetar o risco para DAC. Mostrou também que existe uma relagdo importante entre o
gendtipo CC e o risco de DAC independente do nivel de lipideos em mulheres
(AKADAM-TEKER et al., 2013).

Ao analisar os dados obtidos no presente estudo foi verificada uma média de
idade igual a 62,65 anos para os casos avaliados, valor considerado superior em
relacdo as médias observadas por Akadam-Teker et al (2013), que foi de 52,20 anos
e Bhanushali et al (2012) que foi de 55 anos.

O indice de massa corporea (IMC) no presente estudo evidenciou sobrepeso
(IMC>25) dos patrticipantes com valor médio igual a 26,22. Este mesmo indice foi de
22,20 na populacéo turca, segundo dados da pesquisa de Akadam-Teker et al (2013)
e néo foi avaliado na populacao indiana no estudo de Bhanushali et al (2012).

O numero elevado de hipertensos no grupo estudado (84,5%) evidencia a
hipertensdo como fator de risco para o desenvolvimento de DAC. A histéria familiar
para o desenvolvimento de DAC foi maior no presente estudo (61,9%) em relacéo ao
estudo turco (42,19%) de Akadam-Teker et al. (2013), que também verificou que o
padrdo de alelos C>A na regido promotora -911(rs3761740) do gene HMGCR foi:
C=89,1% e A= 10,89%. Na populacio da india, segundo Bhanushali et al. (2012), a
proporcédo dos alelos foi: C=90% e A=10%. J& na amostra de pacientes estudados no

estado de Goias, a proporcao dos alelos A e C foi praticamente semelhante (51,2 e
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48,8 respectivamente). O gendtipo predominante na populacéo turca foi CC (80,5%),
na populacdo indiana foi CC (80,5%), e neste estudo predominou o genoétipo AC
(78,6%). Tal diferenca enfatiza a importancia do estudo populacional brasileiro, cuja
populacdo € extremamente heterogénea e resultante de cruzamentos entre varios
grupos populacionais (SUAREZ-KURTZ, 2009).

O numero de tabagistas vem decrescendo na populacdo mundial, como
resultado das campanhas de conscientizagdo do risco de DCV associada ao
tabagismo. Neste estudo, a amostra de fumantes foi de 20,2%, significativamente
menor quando comparado com o estudo turco (AKADAM-TEKER et al., 2013), que foi
de 62,1%. No estudo indiano de Bhanushali et al.(2012), esta variavel ndo foi
analizada.

No presente estudo, foi possivel verificar que os niveis de HDL colesterol foram
significativamente mais elevados (p=0,03) em individuos do sexo feminino em relagéo
ao masculino (38,90/43,81). Também foi observado um sobrepeso maior nas
mulheres em relacdo aos homens, quando analisado o IMC (26,61/25,99), dado
também observado na populacao turca (27,0/26,8), (AKADAM-TEKER et al., 2013).

Os niveis de lipideos detectados no presente estudo se apresentaram dentro
da normalidade, sendo este resultado ocasionado, provavelmente, pelo tratamento
instituido ao diagnostico de DAC, que consiste, entre outros fatores, ha mudanca do
estilo de vida (dieta hipolipidica e atividade fisica) e 0 uso de estatina.

Quando analisado o perfil lipidico e os genoétipos neste estudo, ndo houve
associacao significativa, porém, observou-se que o grupo de genoétipo AC apresentava
uma média de 40,30 mg/dL de colesterol HDL mais proximo do limitrofe (>40mg/dL)
guando comparado com os genoétipos AA e CC ( 41,80 mg/dL e 43,38 mg/dL
respectivamente).

Os resultados obtidos neste estudo descritivo de polimorfismo da regido
promotora -911(rs3761740) da HMGCR, demonstraram que para 0s genotipos AA,
AC e CC, nenhuma associacao significativa, foi observada em relagdo aos niveis de
lipideos de pacientes com DAC.

No futuro préximo, estudos farmacogenéticos poderdo trazer elevados
impactos na area clinica e permitirdo a identificacdo de individuos com maior
probabilidade em desenvolver uma determinada doenca. Dada a importancia da
HMGCR e a alta incidéncia de DAC, o presente estudo se torna de grande valia para

gue novas pesquisas, com maior casuistica e utilizando grupo controle, sejam
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realizadas para uma avaliacdo mais ampla da populacdo. E & medida que os estudos
de varredura do genoma vao definindo novos marcadores para DAC, torna-se
importante as descobertas das associacdes dos polimorfismos genéticos com as

doencas nos seres humanos.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, é possivel concluir que:

1 - Nos pacientes com DAC avaliados nesse estudo, o polimorfismo
911(rs3761740) da regido promotora da HMGCR apresentou uma frequéncia de
51,2% para o alelo A e de 48,8% para o alelo C.

2 - Dentre as caracteristicas clinicas e laboratoriais avaliadas para os pacientes
com DAC, a histéria familiar foi descrita em 61,9% dos casos, a hipertenséo arterial
sistémica em 84,5% dos casos e os niveis de HDL foram significativamente diminuidos
nas mulheres.

3 - Nos pacientes com DAC avaliados neste estudo, a analise do polimorfismo
-911(rs3761740) da regido promotora do gene da HMGCR resultou nas frequéncias
génicas: AA (11,9%), AC (78,6%) e CC (9,5%).

4 - Nao foram demonstradas associacdes significativas entre os genotipos
avaliados e as caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes com DAC
avaliados neste estudo.

5 - Uma vez que varios mecanismos regulatérios controlam a expressao e a
atividade bioquimica da HMGCR, estudos mais amplos devem ser conduzidos no
sentido de explicar melhor o papel das variagdes genéticas na atividade desta enzima

e no controle da DAC.
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ANEXO A - TCLE do grupo Caso
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) para participar voluntariamente de um projeto
de pesquisa intitulado: ANALISE DO POLIMORFISMO NA REGIAO PROMOTORA -
911 NO GENE DA 3-HIDROXIMETILGLUTARIL-COA REDUTASE (HMGCR) EM
PACIENTES COM DOENCA ARTERIAL CORONARIANA, meu nome € Stanley
Silvano Sousa, sou o pesquisador do projeto, mestrando em genética pela Pontificia
Universidade Catdlica de Goias (PUC).

O convite esta sendo feito porque vocé tem o diagndéstico de Doeca Arterial
Coronariana (DAC) e é acompanhado no Servico de Cardiologia do Hospital Lucio
Rebelo em Goiania, assim vocé fara parte do nosso grupo de casos com DAC ja
previamente documentada em seus exames no servigo de cardiologia deste hospital.
Sua participacao é importante, porém, vocé nao deve participar contra a sua vontade.
Antes de decidir se vocé quer participar, € importante que vocé entenda porque esta
pesquisa esta sendo realizada, 0s seus objetivos, todos os procedimentos a serem
realizados, o0s possiveis beneficios, riscos e desconfortos. Apos receber os
esclarecimentos e as informacdes 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 responsavel e a segunda ficard& sob sua
responsabilidade para quaisquer fins. Em caso de recusa, vocé nao sera penalizado
de forma alguma. A qualgquer momento, antes, durante e depois da pesquisa, vocé
podera solicitar maiores esclarecimentos. Em caso de duvidas sobre a pesquisa, vocé
podera entrar em contato com a orientadora da pesquisa, Dra. Vera Aparecida Saddi,
nos telefones: (62) 3946-13460u (62) 3212-0012, ou com o0 pesquisador responsavel,
Dr. Stanley Silvano Sousa, telefone: (62) 82312928. Se vocé tiver alguma duvida
sobre os seus direitos ou questdes éticas como participante de pesquisa, vocé pode
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catolica de Goias, situado no endereco: Av. Universitaria, n® 1.069, setor Universitario,
area IV (Bloco D da Reitoria), Goiania, Goias, pelo telefone (62) 3946-1512 no horario
de 8:00 as 17:00 h ou pelo e-mail:cep@pucgoias.edu.br.

Durante a sua internacédo no Hospital Lucio Rebelo, vocé esta sendo convidado
a participar da pesquisa. Vocé tem total liberdade para recusar sua participacdo no
estudo. Esta recusa nao interfere na assisténcia que vocé recebera e vocé ndo sera
penalizado(a) ou responsabilizado de forma alguma. Se aceitar participar e depois
retirar seu consentimento, em nada sera prejudicado (a). Caso vocé gueira, vocé pode
retirar seu consentimento a qualquer momento durante o desenvolvimento da
pesquisa.

Todas as informacdes coletadas neste estudo sdo estritamente confidenciais.
Somente o pesquisador e/ou equipe de pesquisa terdo conhecimento de sua
identidade e nos comprometemos a manté-la em sigilo ao publicar os resultados
dessa pesquisa.
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Os resultados dessa pesquisa serdao usados para elaboracdo de
dissertacdes/teses e artigos cientificos, que se tornardo publicos, por meios de
publicacdes cientificas. Porém, vocé pode consultar os pesquisadores responsaveis
a qualquer momento e buscar informacfes sobre o andamento e os resultados da
pesquisa.

Se vocé tiver interesse em conhecer os resultados das andlises realizadas com
a amostra de sangue colhida para este estudo, vocé podera entrar em contato com 0s
pesquisadores responsaveis, a qualquer momento.

A principio, esta pesquisa ndo trard nenhum beneficio direto ou mudanca no
seu tratamento. Entretanto, os resultados poder&o beneficiar pacientes e familiares
com caracteristicas genéticas que possam aumentar o risco da doenca do coracgdao,
permitindo a mudanca de habitos e a prevencao dessa doenca.

ApOs ser esclarecido sobre as informacgdes abaixo descritas, no caso de aceitar
fazer parte do estudo, vocé devera rubricar todas as paginas e assinar ao final deste
documento elaborado em duas vias, que também sera rubricado em todas as paginas
e assinado pelo Pesquisador Responsavel, devendo uma via ficar com vocé ou com
seu representante legal e uma com o0 pesquisador para que Vocé possa consultar
sempre que necessario.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

De acordo com 0 nosso conhecimento, ndo existe outra forma de obter dados
sobre o procedimento em questdo e que possa ser mais vantajoso. A doenca
cardiovascular é a principal causa de morte no mundo, e as mortes decorrentes
dessas doencas sédo ainda muito frequientes. O colesterol elevado € o principal fator
de risco que pode ser mudado por meio de habitos alimentares, exercicios fisicos e
medicamentos, dentre outros fatores de risco como tabagismo, obesidade,
sedentarismo e diabetes mellitus. As doencas do coracéo e suas complicacdes, como
infarto do miocardio, sdo problemas de saude publica e metas para reducédo dessas
doenca estédo estabelecidas. A producéo de colesterol no organismo depende de uma
proteina chamada 3-hidroximetilglutaril-CoA redutase (HMGCR). A inibicdo dessa
proteina diminui a producéo de colesterol pelas suas células, diminuindo assim o risco
de ataque cardiaco, popularmente conhecido como o “entupimento das veias do
coragao”. Como essa proteina € muito importante para a producao de colesterol, ela
foi escolhida para ser investigada neste estudo. O estudo proposto visa identificar
diferencas genéticas entre individuos (polimorfismos genéticos) que podem afetar a
funcdo dessa proteina, em um grupo de pacientes com doenca coronariana
documentada pelo cateterismo cardiaco e um outro grupo de controles, incluindo
individuos saudaveis. S6 entrardo no estudo os pacientes que concordarem em
participar e que assinarem o Termo de Consentimento Livre Esclarecido. Caso vocé
aceite participar, devera assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) e doar uma amostra de sangue que sera coletada durante a realizagdo dos
seus exames de rotina. A amostra de sangue coletada sera transferida ao Laboratoério



69

de Diversidade Genética-PUC Goiés, sob a responsabilidade da coordenadora do
laboratério, Profa. Dra. Vera Aparecida Saddi, que € a pesquisadora responséavel pelo
presente projeto. As amostras de sangue colhidas de todos os participantes da
pesquisa serdo congeladas e mantidas em um freezer e formar&o uma colecéo de
amostras, que é chamada de biorrepositorio, ou seja, um repositério de material
biol6égico (amostras de sangue). Essas amostras de sangue serdo usadas para a
analise genética da proteina HMGCR, associada a producéo do colesterol.

Apesar do cronograma deste projeto prever seu desenvolvimento por um
periodo de 24 meses, as amostras de sangue coletadas serdo armazenadas por um
periodo de cinco anos. Essas amostras ndo serdo utilizadas para o desenvolvimento
de outras pesquisas, porém, caso haja necessidade de repeticdo das analises
moleculares de laboratdrio e das analises estatisticas para esclarecimentos de
possiveis duvidas, as amostras estardo disponiveis. Ap6s o periodo de cinco anos
previsto para o armazenamento, o0 material biologico coletado (amostras de sangue)
devera ser descartado, conforme as normas vigentes de Orgaos técnicos
competentes, mantendo em sigilo a identidade dos participantes da pesquisa.

O material genético (DNA) de cada amostra de sangue serd devidamente
identificado e usado para a analise das diferencas genéticas (polimorfismos
genéticos). Os dados clinicos e epidemioldgicos serdo colhidos a partir de uma busca
ativa dos prontuéarios, lancados em fichas clinicas que serdo mantidas pelo
pesquisador por um periodo de cinco anos, sendo posteriormente incineradas.

Esse estudo ndo acarretard nenhuma despesa para o paciente, pois a conversa
com o pesquisador, a assinatura do TCLE e as coletas de sangue serdo realizadas
durante sua internacédo no Servico de Cardiologia do Hospital Lucio Rebelo. Assim,
ndo sera fornecida nenhuma compensacéo financeira adicional, caso o paciente
aceite participar do estudo.

Os riscos ou transtornos previstos para vocé incluem aqueles relacionados a
coleta de sangue, obtida por puncéo venosa, que pode causar desconforto fisico ou
emocional. Porém, o procedimento de coleta devera ser realizado por profissionais
treinados, seguindo as normas de seguranca estabelecidas e evitando maiores riscos.
Entretanto, caso vocé apresente algum problema médico durante ou apds a coleta da
amostra de sangue periférico, o pesquisador Ihe prestara assisténcia, encaminhando-
0 para o ambulatério de emergéncia da instituicdo onde vocé se encontra para
atendimento e acompanhamento médico.

Vocé tem o direito garantido de requerer indenizacdo em caso de danos,
comprovadamente decorrentes da sua participacdo na pesquisa, conforme decisao
judicial ou extra-judicial.

A sua participacdo no estudo se resumira ao periodo de leitura do TCLE e
coleta da amostra de sangue periférico realizado durante sua estadia na
hemodinamica, ndo sendo necessario seu comparecimento em qualquer consulta
médica extra para este estudo. Assim, o estudo ndo prevé nenhum pagamento ou
ressarcimento em fungédo de sua participagdo na pesquisa.

Declaro para os devidos fins que cumprirei com legitimidade os itens IV. 3 e IV.
4 da Resolucdo do Conselho Nacional de Saude 466/12.
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Eu, , RG ;
abaixo assinado, concordo em participar do estudo “ANALISE DO POLIMORFISMO
NA REGIAO PROMOTORA -911 NO GENE DA 3-HIDROXIMETILGLUTARIL-COA
REDUTASE (HMGCR) EM PACIENTES COM DOENCA ARTERIAL
CORONARIANA ” como participante de pesquisa. Fui devidamente informado e
esclarecido pelo pesquisador, Dr. Stanley Silvano Sousa, sobre a pesquisa, sobre os
procedimentos nela envolvidos, assim como 0s possiveis riscos e beneficios
decorrentes de minha participacdo. Ficou claro também que a minha participacao é
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar desse estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou
interrupcéo de meu tratamento e que todas as informagdes obtidas serdao mantidas
sob sigilo. Recebi uma cépia deste documento com todas as paginas rubricadas e
assinadas por mim e pelo pesquisador responsavel. Assim, autorizo a coleta, o
depdsito, 0 armazenamento, a utilizacdo do material biologico colhido e o descarte
desse material, cinco anos depois da data de coleta. Autorizo também a divulgacao
dos dados obtidos neste estudo, na forma de apresentacdes em congressos e artigos
cientificos publicados em revistas especializadas.

Goiania,__, de , de 2014.
1
Assinatura do participante Data
I
Assinatura da testemunha Data
/1

Assinatura do responsavel pelo estudo Dat
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ANEXO B - Questionario e dados laboratoriais.

ANALISE DO POLIMORFISMO NA REGIAO PROMOTORA -911 NO GENE DA 3-
HIDROXIMETILGLUTARIL-COA REDUTASE (HMGCR) EM PACIENTES COM
DOENCA ARTERIAL CORONARIANA

NOME: DN:_ [/ [/
EXAME N° DATA [/ |
ENDERECO: TEL.:

SEXO: (1) MASCULINO (2) FEMININO

IDADE: ANOS

HISTORIA FAMILIAR PARA DAC: (1) SIM (2) NAO.
TABAGISMO (1) SIM (2) NAO

DIABETES MELITUS (1) SIM (2) NAO

HAS (1)SIM (2) NAO

PESO: ALTURA IMC
COLESTEROL TOTAL

TRIGLICERIDEOS

LDL

HDL

VLDL

COLETADO POR: DATA
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ANEXO C- Protocolo de PCR da HMGCR-911 seguido do protocolo de ciclagem.

Reagentes Concentracao | Concentracédo | Volume Volume

Inicial Final para para

1 reagao 12 reagdes

H20 miliq 13,5 pL 162
(autoclavada)
Tampé&o 10x | 10x 1x 2,5uL 30
MgCl2
MgClI2 50mM 1,0mM 0,5uL 6
dNTP 2nM 0,2mM 2,5uL 30
GC enhancer - - 1,0pL 12
Primerl(sense) 25 pM/L 1 pM/L 1,0pL 12
Primer2(anti- 25 pM/L 1 pM/L 1,0pL 12
sense)
Tag polimerase 5u/ pL 0,25 U/uL 1,0uL 12
DNA 50ng/uL 2ng/uL 2,0uL 24uL
Total 25puL 280pL




ANEXO D - Protocolo de ciclagem da PCR:
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96°C

96°C

57°C

72°C
72°C

5min
45segundos
30segundos
1minuto
7minutos

4°C

a

—35 ciclos




ANEXO E - Protocolo da restrigcdo RFLP.

Reagente Volume para 1 reagcédo | Volume para 11
reacdes

Agua millig 12,5uL 137,5uL

Enzima 0,5pL 5,5uL

Tampéo 10 x 2,0pL 22pL

Produto de PCR 10pL 110pL

Total 25uL 175uL
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ANEXO F- Protocolo de ciclagem
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37°C 2horas
80°C 20minutos
4°C a




ANEXO G - PARECER DO CEP
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PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICADE GOIAS - “Cgrasl -
, ¥
PUC/GOIAS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DE POLIMORFISMOS NO GENE DA 3-HIDROXIMETILGLUTARIL-COA
REDUTASE (HMGCR) EM PACIENTES COM DOENCA ARTERIAL CORONARIANA E
CONTROLES SAUDAVEIS

Pesquisador: VERA APARECIDA SADDI

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 1

CAAE: 36241814.4.0000.0037

Instituicdo Proponente: Pontificia Universidade Catélica de Goias - PUC/Goias
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 816.611
Data da Relatoria: 24/09/2014

Apresentacao do Projeto:

O estudo proposto é epidemioldgico, do tipo caso-controle e visa a andlise dos polimorfismos genéticos da
HMGCR em amostras de sangue periférico obtidas de dois grupos de pacientes. O grupo dos casos incluira
sujeitos com DAC estabelecida e documentada por meio de angiografia coronariana, no Servi¢co de
Cardiologia do Hospital Lucio Rebelo, em Goiania.Esses sujeitos serdo convidados a doar uma parte da
amostra de sangue periférico (2 ml), a ser coletada para os exames de rotina, para a realizagdo das anélises
moleculares. As amostras de sangue serdo transferidas para o Laboratério de Diversidade

Genética da PUC Goiés, onde serdo processadas para extracdo de DNA e andlise dos polimorfismos
genéticos. As andlises dos polimorfismos genéticos utilizardo a reacdo em cadeia da polimerase (do inglés
:PCR) e a andlise de polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricdo (do inglés: RFLP). Os
resultados obtidos para as frequéncias dos polimorfismos estudados serdo comparados entre os dois
grupos, por meio de testes

estatisticos apropriados. Os polimorfismos genéticos a serem estudados incluem o SNP 911 C>A
(rs3761740) na regido promotora do gene, o SNP 8302 A/C no intron 2 e o polimorfismo de

Endereco: Av. Universitaria, N.° 1.069

Bairro: Setor Universitario CEP: 74.605-010
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3946-1512 Fax: (62)3946-1070 E-mail: cep@pucgoias.edu.br
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Continuagédo do Parecer: 816.611

repeticdo (TTA)n no exon 2 do gene da HMGCR.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Comparar o perfil de polimorfismos do gene da HMGCR em pacientes com DAC, comprovada por
angiografia coronariana, e pacientes sem histdria de doenca coronariana.

Objetivo Secundario:

1-Investigar os aspectos clinicos e epidemioldgicos de 100 pacientes com DAC. 2.Investigar o perfil de
polimorfismos do gene da HMGCR :SNP 911 C>A(rs3761740), SNP 8302 A/C no intron 2 e o polimorfismo
de repeticdo (TTA)n no exon 2 do gene da 3-Hidroximetilglutaril-CoA Redutase (HMGCR) em pacientes com
DAC e em controles sem historia de doenga coronariana comprovada.

3-Avaliar as possiveis associa¢cdes entre o perfil polimérfico do gene da HMGCR e os aspectos clinicos dos
pacientes com DAC.

4- |dentificar polimorfismos especificos do

gene da HMGCR associados a DAC. 4.2.5-Produzir informacdes a respeito dos polimorfismos genéticos da
HMGCR passiveis de serem usados na prevencao e diminuicdo dos casos de DAC.

Avaliagcdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos e beneficios apresentados dentro do previsto pela Resolucao 466/12.

Comentérios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante, pois os resultados permitirdo o conhecimento das caracteristicas da populacéo

estudada, colaborando com novas estratégias na prevencéo e tratamento da DAC.
Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatdria:

Termos de acordo com a Resolugéo 466/12.

Conclus8es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacado da CONEP:

N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:

A aprovacéo deste, conferida pelo CEP, ndo isenta o Pesquisador de prestar satisfagdo sobre sua

Endereco: Av. Universitaria, N.° 1.069

Bairro: Setor Universitario CEP: 74.605-010
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3946-1512 Fax: (62)3946-1070 E-mail: cep@pucgoias.edu.br
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Pesquisa em casos de alteragcdo de amostra ou centros de coparticipacio. E exigido a entrega do relatorio
final apds concluséo da pesquisa.

GOIANIA, 02 de Outubro de 2014

Assinado por:
NELSON JORGE DA SILVA JR.

(Coordenador)
Endereco: Av. Universitaria, N.° 1.069
Bairro: Setor Universitario CEP: 74.605-010
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3946-1512 Fax: (62)3946-1070 E-mail: cep@pucgoias.edu.br
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