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RESUMO

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria cronica que ocorre pelo acumulo de
lipidios na camada mais interna das artérias (tunica intima) de médio e grande
calibre, esse depdsito juntamente com fatores plaquetarios estimulam a
proliferagdo das células musculares desta regido. Mais de 400 genes podem
estar envolvidos com essa patologia, por estarem relacionados com a
regulacdo da fungdo endotelial, coagulagéo, inflamacédo, metabolismo dos
aminoacidos, lipidios e hidratos de carbono. As Glutationas S-Transferase
(GSTs) sao enzimas polimoérficas que catalisam a detoxificagdo de metabdlitos
produzidos pelo estresse oxidativo dentro da célula, sendo induzidas por
espécies reativas de oxigénio. Consideradas como um dos mecanismos de
defesa contra os danos do estresse oxidativo. Em virtude de fatores genéticos,
culturais e ambientais a doenga aterosclerdtica se torna acelerada, contudo o
diagnostico precoce € importante para a prevencao e tratamento das diversas
complicagbes que envolvem o processo aterosclerotico. Esse estudo teve por
objetivo a analise da frequéncia dos gendtipos do gene GSTT1 da presenca ou
auséncia do polimorfismo em relacdo a aterosclerose. Foram coletadas 200
amostras de sangue periférico de pacientes com diagnostico prévio de
aterosclerose baseado em exame clinico e de imagem, e 100 amostras de
sangue periférico para grupo controle de pacientes n&o portadores da doenca.
O polimorfismo foi avaliado por PCR e analisados em gel de agarose a 2% e
corado com brometo de etideo. As frequéncias do polimorfismo do gene
GSTT1 foram comparadas com o teste x* (p<0,05) e teste G. No grupo caso
foram detectados em 85,5% dos pacientes com aterosclerose a presenga do
gene GSTT1 e 14,5% dos pacientes o gendtipo nulo. Foi verificada uma
diferenga significativa em ambos os grupos estudados (caso x controle) em
relagdo a presenga do polimorfismo do gene GSTT1. A frequéncia do gene
GSTT1 em pacientes com aterosclerose foi de 1,3 vezes maior quando
comparado ao grupo controle. Na analise da variavel consumo de bebida
alcodlica verificou-se que no grupo aterosclerose a presenga do gene GSTT1
foi mais elevada nos individuos que relataram nao consumir bebida alcodlica.
Neste estudo a presenga do polimorfismo do gene GSTT7 em pacientes do
sexo masculino com aterosclerose foi de 1,5 vezes maior quando comparado
aos pacientes do sexo feminino. Com relagéo aos anos de tabagismo verificou-
se que o genodtipo presente foi mais frequente nos individuos fumantes em
ambos os grupos estudados

Palavras-Chave: GSTT1,Polimorfismo, Aterosclerose, PCR.
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ABSTRACT

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease that occurs by the
accumulation of lipids in the innermost layer of the artery (intima) of medium
and large caliber, this deposit with platelet factors stimulate the proliferation of
muscle cells in this region. More than 400 genes may be involved in this
pathology, being related to the regulation of endothelial function, coagulation,
inflammation, metabolism of amino acids, lipids and carbohydrates. Glutathione
S-Transferase (GST) are enzymes that catalyze the polymorphic detoxification
of metabolites produced by oxidative stress within the cells, is induced by
reactive oxygen species. Deemed one of the defense mechanisms against
oxidative stress damage. Because of genetic, cultural and environmental factors
atherosclerotic disease becomes accelerated, however, early diagnosis is
important for the prevention and treatment of various complications involving
the atherosclerotic process. This study aimed to analyze the frequency of
genotypes of GSTT1 gene presence or absence of polymorphism in relation to
atherosclerosis. We collected 200 samples of peripheral blood of patients with
previous diagnosis of atherosclerosis based on clinical examination and
imaging, and 100 peripheral blood samples for the control group of patients
without the disease. The polymorphism was assessed by PCR and analyzed on
agarose gel and stained with 2% ethidium bromide. The frequency of the
GSTT1 gene polymorphisms were compared with ¢? test (p <0.05) and G.
In the case group were detected in 85.5 % of patients with atherosclerosis the
presence of the GSTT1 gene and 14.5 % of patients the null genotype . A
significant difference was observed in both groups (if x control ) in relation to the
presence of the polymorphism of GSTT1 gene. The frequency of the GSTT1
gene in patients with atherosclerosis was 1.3 times higher compared to the
control group . In the analysis of the variable consumption of alcohol it was
found that in atherosclerosis group the presence of the GSTT1 gene was higher
in individuals who reported not drinking alcohol . In this study the presence of
the polymorphism of the GSTT1 gene in male patients with atherosclerosis was
1.5 times higher compared to female patients. With respect to years of smoking
it was found that this genotype was more frequent in smokers in both groups

Keywords: GSTT1, polymorphism, atherosclerosis
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1. INTRODUGAO

A aterosclerose é a principal causa de morte em todo mundo, sua
presenga inclusive sob formas severas, foi constatada em mumias egipcias ha
mais de 3.500 anos, sendo assim, ndo deve ser considerada uma doeng¢a nova
ou com caracteristicas de tempos modernos (Ruffter, 2005).

O primeiro relato de angina pectoris, ou dor toracica, definicdo clinica de
origem coronariana conhecida nos tempos atuais foi descrita por Heberden em
1786 (Macruz, 1976).

A expressao aterosclerose foi referida por Felix Marchand, patologista
aleméo, que caracterizou como lesbes das grandes e meédias artérias com
depdsitos de placas e matéria lipoide que contém colesterol (Dorland,1966).

Monckeberg em 1915 relatou apds exames relacionados as artérias
coronarianas em 140 soldados da 1° guerra mundial com idade média de 27
anos, lesdes tipicas em artérias coronarianas em 50% deles, ficando evidente a
possibilidade de ocorréncia em individuos jovens (Giannini, 2000).

Ja na década de 50 e 60 diversos pesquisadores estabeleceram a
histéria natural da aterosclerose baseado em dados de necropsias que
demonstravam relagdo entre disturbios cardiovasculares e doencas
ateroscleréticas (Giannini, 2000).

Introncaso, (2001) destaca a doenga arterial coronariana (DAC) e o
acidente vascular cerebral (AVC), como principais sequelas da aterosclerose,
contudo esta s6 passou a ser reconhecida como problemas de saude no inicio
do século.

Diversos fatores como a eliminagao de doencgas infecciosas, mudangas
no estilo de vida, provocou um aumento da expectativa de vida e um maior

conhecimento destas patologias por parte da classe médica (Introncaso, 2001).
1.1 Definigao/patogénese

A palavra aterosclerose deriva do grego atero, que significa caldo ou
pasta, e esclerose, que corresponde a endurecimento (Gottlieba et al., 2005). A
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aterosclerose € uma doenga lenta e progressiva, resultante de uma série de
respostas celulares e moleculares altamente especificas (Hackam, 2003).

Caracterizada como uma doenca inflamatéria crénica de origem
multifatorial ocorre em resposta a agressao endotelial e acomete
principalmente, a camada intima de artérias de médio e grande calibre
decorrentes de uma inflamagéo progressiva na parede dos vasos sanguineos
resultando no acumulo de lipoproteinas e turbuléncias hemodinamicas
(Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2013).

A agressdo do endotélio vascular leva a formagcdo da placa
aterosclerdtica que pode ser desencadeada por fatores como a dislipidemia,
hipertensao arterial ou tabagismo (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2013).
Este problema se tornou a principal causa de morte na civilizagdo moderna
envolvendo diversos aspectos decorrentes do estilo de vida entre eles a
alimentacao irregular, ingestdo de bebidas alcodlicas em excesso, estresse
cotidiano, hereditariedade e o sedentarismo (Cotran,1987; Ross et al., 1992;
Morais,2009).

Dentre os principais sitios da doenca que pode afetar qualquer artéria
destacam-se: a aorta e as artérias coronarianas e cerebrais, tendo como
principais consequéncias o infarto do miocardio, a isquemia cerebral e o
aneurisma aortico (Gottlieba et al.,2005).

A disfuncdo endotelial por sua vez aumenta a permeabilidade da
camada intima de artérias de médio e grande calibre as lipoproteinas
plasmaticas, favorecendo a retencdo das mesmas no espaco subendotelial. As
particulas das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) retidas sofrem entéo
oxidacdo, causando a exposicao de diversos neoepitopos e tornando-as
imunogénicas (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2013).

O inicio da aterogénese ocorre entdo de maneira proporcional a
concentracado dessas lipoproteinas depositadas na parede arterial presentes no
plasma. Além do aumento da permeabilidade as lipoproteinas, ocorre o
surgimento de moléculas de adesao leucocitaria na superficie endotelial que
sao responsaveis pela atracdo de mondécitos e linfécitos para a intimidade da
parede arterial (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2013). Os mondcitos sao
induzidos por proteinas quimiotaticas que migram para o espago subendotelial,

onde se diferenciam em macrofagos e captam as LDL-ox, estes que contem os
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lipides que sdo os principais componentes das estrias gordurosas, que se
caracterizam por lesdes macroscopicas iniciais da aterosclerose (Baigent et al.,
2011).

Uma vez ativados, os macrofagos sdo, em grande parte, responsaveis
pela progressao da placa aterosclerética mediante a secrec¢do de citocinas, que
amplificam a inflamacdo, e de enzimas proteoliticas, capazes de degradar
colageno e outros componentes teciduais locais (Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 2013).

Outras células inflamatérias participam do processo aterosclerético os
linfécitos T, que desempenham uma importante fungdo na aterogénese estas
que podem se diferenciar e produzir citocinas que modulam o processo
inflamatadrio local (Hansson, 2005).

Alguns mediadores da inflamagao estimulam a migragao e proliferagdo
das células musculares lisas da camada meédia arterial. Estas, ao migrarem
para a intima, passam a produzir ndo so citocinas e fatores de crescimento,
como também matriz extracelular que formara parte da capa fibrosa da placa
aterosclerotica (Horton et al.,2009; Steinberg et al.,2009).

Diversas interagbes entre plaquetas, macrofagos, linfécitos T, moléculas
de adesdo, células do musculo liso e componente genético tém sido
documentadas e provavelmente promovem o ambiente de inflamacédo e
crescimento necessario para provocar a injuria endotelial (Gottlieba, et
al.2005).

As placas instaveis apresentam atividade inflamatéria intensa, com
grande atividade proteolitica, nucleo lipidico e necrético proeminente e capa
fibrotica ténue (Libby, 2005). A ruptura desta capa expde material lipidico
altamente trombogénico, levando a formagdo de um trombo conhecido por
aterotrombose, sendo um dos principais determinantes das manifestacdes
clinicas da aterosclerose. Estas placas caracterizam-se por predominio de
colageno, organizado em capa fibrosa espessa, escassas células inflamatérias
e nucleo lipidico e necrético de proporgdes menores (Horton, et al.,2009;
Catopano et al.,2011).

Geralmente manifestagbes agudas como a angina instavel (Al) e o
Infarto agudo do miocardio (IAM), sdo desencadeadas através de uma

desestabilizagdo da placa aterosclerética, com reducgéao significativa da luz do
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vaso devida a formacgdo local do trombo contribuindo assim para o
desenvolvimento da doenga (Gottlieb et al., 2005).

As lipoproteinas, principalmente as de baixa densidade (LDL)
apresentam um importante papel na etiologia da doencga aterosclerdtica, apesar
de que, muitos individuos desenvolvem doencas cardiovasculares na auséncia

de anormalidades no perfil das lipoproteinas (Libby, 2002).

1.2 Epidemiologia

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), no inicio do século
XX, a doencga cardiovascular foi responsavel por menos de 10% das mortes em
todo o mundo e ao final deste século, corresponde a 50% de todas as mortes
em paises desenvolvidos e 25% em paises em desenvolvimento (Almeilda et
al,.2003) O crescimento acelerado da doenga em paises em desenvolvimento
representa uma das questdes de saude publica mais relevantes no momento
(Libby et al,.2010).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude em 2002 ocorreram 16
milhdes de Obitos, desses 7,2 milhdes foram relacionados a doencgas
cardiovasculares. Estima-se para 2020 um aumento entre 35 e 40 milhdes de
Obitos (Guimaraes, 2006). As doencgas cardiovasculares sao responsaveis por
aproximadamente 15 milhdes de ébitos a cada ano em todo o0 mundo, apesar
das modernas estratégias preventivas e terapéuticas, representando os mais
altos custos em assisténcia médica (Lopes, 1993; Murray et al.,1996; Hajjar et
al.,2006; Libby et al.,2010).

A ocorréncia de um evento coronariano agudo em pelo menos metade
dos individuos é a primeira manifestagdo clinica da doenca ateroscleroética.
Contudo é fundamental a identificacdo dos individuos assintomaticos a fim de,
uma prevengao efetiva com a correta definicio das metas terapéuticas
individuais (Wilson et al.,1998)

No Brasil entre 2000 a 2009 as doencas cardiovasculares foram
responsaveis por 65% dos obitos na populacdo adulta em plena fase laboral,
entre 30 a 69 anos, e por 40% das aposentadorias precoces (Nogueira et
al.,2010).
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A doenca obstrutiva periférica, (DAOP), esta cada vez mais prevalente
na sociedade moderna devido ao aumento da expectativa de vida da
populagdo. Em 2010 cerca de 200 milhdes de pessoas no mundo foram
acometidos por esta patologia (Fowkers et al.,2013).

Um conjunto de fatores de risco classicos e emergentes tem sido
correlacionado a patogenia da doenga (Gottlieba, et al.2005). Entretanto quanto
maior a existéncia destes fatores, maior sera a probabilidade do individuo
apresentar um evento cardiovascular. Quanto menor o controle dos habitos de
vida com a reducdo do numero de fatores modificadores associados, maior
sera a reducgao do risco (Brauwnwald et al.,2003 e Lanas et al.,2007)

Os fatores de risco podem ser divididos em modificaveis (ambientais e
comportamentais) como o tabagismo, colesterol sérico elevado, hipertensao
arterial sistémica, inatividade fisica, diabetes, obesidade, estresse mental, uso
de anticoncepcional e obesidade abdominal: e fatores de risco ndo modificaveis
(genéticos e bioldgicos) tais como a hereditariedade, sexo e idade avancada
(Polanczyk, 2005 e Herrmann et al.,2006)

Dentre os fatores de risco citados a hipertensdao e o diabetes estao
relacionados a acidentes cerebrovasculares (AVC) devido a interrupgdo do
fluxo sanguineo ou redugao nas artérias cerebrais sendo que atualmente, é a

terceira maior causa de morte no mundo (Turkanoglu et al, 2010).

1.3 Componente Genético

A Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2013, destaca que varios genes
tém sido associados a doencgas cardiovasculares nos ultimos anos. O uso de
genotipagem para estimativa de risco ndo é recomendado, no entanto, estudos
sugerem que no futuro ela podera ser utilizada para a identificacdo de
individuos de alto risco. No diagnéstico de algumas hiperlipidemias
geneticamente determinadas, a genotipagem da apolipoproteina E (apo-E) e/ou
de genes associados a Hipercolesterolemia familiar (HF) pode ser considerada
(Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2013). De tal forma, as doengas de cunho

genético podem ser investigadas através do uso de marcadores moleculares
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visto que o procedimento € realizado de forma ndo invasiva (Lekawa-liczuk et
al., 2011).

Mais de 400 genes podem estar envolvidos a esta patologia, podendo
assim estar relacionados a regulagao da fungao endotelial, lipidios, hidratos de
carbono, inflamacdo, metabolismo dos aminoacidos e a coagulacdo. Com
relacdo aos genes envolvidos destacam-se: CYP1A, GSTs, Apo-E e o ENOS
(Marinkovic et al., 2013; Marques e S4a, 2011).

Alguns genes e proteinas estao relacionados com metabolizagdo e ou
detoxificagao de xenobidticos, que sdo usualmente utilizados em estudos de
marcadores potenciais de suscetibilidade para desenvolvimento de varias
doencgas, inclusive cancer, nestas onde a etiologia esta relacionada a
exposicao ambiental (Young et al., 2010).

Genes que codificam as enzimas de ativagdo (reacdo de fase ) ou
detoxificagdo (reagcdo de fase Il) de xenobidticos sdo alvos potenciais para
estudos de suscetibilidade genética. Muitos estudos mostram que a
detoxificagao celular feita por enzimas esta relacionada com a protegao celular.
(Young et al., 2010).

As GSTs, Glutationa S-transferase, compreendem uma familia de
enzimas multifatoriais que catalisam o ataque nucleofilico da forma reduzida da
glutationa (GSH) a compostos que apresentam um hidrogénio, um carbono, ou
um atomo de enxofre eletrofilico. Em mamiferos sdo encontradas trés familias
de GST: mitocondrial, microssomal e citossolica (Bolth e Their, 2006).

Foram identificadas sete classes distintas nas GSTs, diferenciadas pelas
sequéncias de aminoacidos: Alpha, Mu, Pi, Sigma, Theta, Omega e Zeta,
sendo a ultima classe ligada a membrana. Dentre as proteinas citosolicas as
GSTM1, GSTT1 e GSTP1, sao as que possuem maior correlagdo com a
suscetibilidade ao cancer (Tsai et al., 2005).

Em humanos séao classificadas em quatro grupos GST-a (A), GST-u (M),
GST-m (P), GST-O (T), de acordo com a especificidade do substrato, afinidade
quimica, estrutura, sequéncia de aminoacidos e comportamento cinético da
enzima. Os genes que codificam a isoenzima GSTT1 podem apresentar alelos
nulos resultante da delegdo do gene, resultando assim na diminuigdo de sua
atividade enzimatica. Em caucasianos a frequéncia dos gendtipos nulos do
GSTM1 varia de 42 a 60% e do GSTT1 de 13 a 26% (Turkanoglu et al., 2010).
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A subfamilia da GST da classe Theta, consiste em 2 genes, GSTT1 e
GSTT2, localizados no cromossomo 22g11.2 (Figura 1) e separados por
aproximadamente 50kb. Com cinco divisdes idénticas de intron/éxon, ambos os
genes possuem 5 éxons mas possuem apenas 55% da identidade do aa. A
falta de proteinas ativas no gene GSTT1 faz com que ele apresente um
polimorfismo nulo (Young et al., 2010).

Além disso, o gene GSTT1 pode ser excluido do genoma gerando alelo
ou genotipo nulo este que pode provocar mudangas na capacidade metabdlica
dos individuos contribuindo para sua diferenciagdo na populagdo (Hayes e
Strange, 2000). Os individuos que possuem o gendtipo nulo ndo tem atividade
enzimatica nula sendo que este gendtipo aumenta o risco de acumulo de
toxinas nas células podendo provocar dano ao DNA, levando o aparecimento

de alguma doencas (Kvitko et al., 2012).
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Figura I:Localizagao do gene GSTT1 (representado em vermelho)

Fonte:http://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=GSTT1.

As enzimas GSTs sao de fase Il, desempenhando assim fungbes como
a metabolizagdo de drogas que protege a célula contra metabdlitos enddégenos
e exogenos através da conjugacédo da Glutationa endégena com compostos
eletrofilicos, desativando assim sua citotoxidade. As GSTs estdo envolvidas no
metabolismo de xenobidticos incluindo carcinédgenos ambientais, espécies
reativas de oxigénio e agentes terapéuticos. A enzima GSTT1 detoxifica
pequenos hidrocarbonetos reativos, como o 6xido de etileno (Kvitko et al.,
2008;Norskov et al., 2011).

Esses hidrocarbonetos causam mutacbées no DNA, promovendo
transformacdes celulares e a clones proliferativos, presentes na fumacga do
cigarro estando assim envolvidos na carcinogénese e aterogénese (Marinkovic
et al.,2013).
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As espécies eucaridticas apresentam multiplas isoenzimas da Glutationa
S-Transferase, entretanto, existem diferencas relativas quanto aos niveis de
expressdo e distribuicdo nos tecidos, influenciando na formacao de
heterodimeros. A GSTM1 encontra-se expressa no figado onde ocorre a
formacao de heterodimeros entre a classe GSTM1, e outra classe como, por
exemplo, a GSTT1 (Pettigrew et al.,2001).

As GSTs sao enzimas polimoérficas que catalisam a detoxificagdo de
metabdlitos produzidos pelo estresse oxidativo dentro da célula, sendo
induzidas por espécies reativas de oxigénio. Estas enzimas desempenham
funcbes relacionadas a mecanismos de defesa contra os danos do estresse
oxidativo (Turkanoglu et al., 2010).

O estresse oxidativo apresenta um importante papel na aterosclerose,
uma vez que ele promove a liberagao excessiva de radicais livres induzindo a
disfuncdo endotelial, oxidacdo do LDL aumenta a fosforilacdo da tirosina
quinase, afeta a producédo do fator nuclear kappa B e fatores ativadores da
transcricdo da proteina-1. Estando todos estes processos e moléculas
envolvidos no processo da aterogénese. (Zivkovic et al, 2014; Turkanoglu et al,
2010).

Contudo o estresse oxidativo pode induzir a expressao de genes
relacionados a inflamagdo que € um mecanismo bastante comum aos fatores
de risco tradicionais que pode levar ao desenvolvimento da aterosclerose
(Alexander, 1995). Sendo assim sob a agc&o de inumeros fatores, as células
liberam uma grande quantidade de espécies reativas de oxigénio resultando no
estress oxidativo este que promove a formacado da placa de aterosclerose e
sua ruptura pode ocasionar o acidente vascular cerebral isquémico (Dazhong
et al.,2012).

Reis, 2010 destaca que devido a heterogeneidade genética do conjunto
de genes humanos, o nivel de expressao de muitas das enzimas responsaveis
pelas reagcbes de detoxificagdo pode variar muito em diferentes individuos
(Reis, 2010). Contudo como os genes que expressam as enzimas de GST séo
polimdrficos tornando assim possivel que as variagdes individuais na atividade
metabdlica de cada enzima promovam intermediarios toxicos ao DNA, e estes
podem ser parcialmente responsaveis pelo risco individual de dano ao stress

oxidativo nas células B (Wang et al., 2006).
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Alguns polimorfismos de genes responsaveis pela codificacdo de
enzimas envolvidas na biotransformagao de xenobidticos estdo relacionados
com o desenvolvimento de cancer, aterosclerose e Diabetes mellitus tipo 2.
(Reis, 2010; Koch et al., 2010; Farbstein et al., 2010; Wang et al., 2006).
Considerada como a principal enzima detoxificante da fase Il, a Glutationa S-
Transferase, desempenha um papel fisiolégico na iniciagdo da detoxificagao de
potenciais agentes alquilantes, incluindo xenobidticos toxicos e produtos
reativos de processos intracelulares (Wang et al., 2006).

Estudos demonstram que a auséncia de uma ou mais formas de GST ou
variantes alélicas que expressam diferentes combina¢des destas enzimas sio
mais susceptiveis ao estresse quimico, o qual contribui na disfuncédo celular
(Wang et al., 2006). Além disso, diversos autores associam os polimorfismos
GSTM1 e GSTT1 responsaveis pelo desenvolvimento de varios tumores uma
vez que se encontram expressos em locais como o pulmao, pescogo, cabeca,
mama, bexiga, figado, rins, estdmago, ovario, musculo esquelético, coragao,
veias, artérias e prostata (Hussey et al.,1991; Ramalhinho, 2001; Pettigrew et
al.,2001; Rosario,2007; Talat et al.,2009; Kwon,2011).

Em um estudo de associacido entre os niveis de estresse oxidativo e a
inflamacao na aterosclerose realizada na populagdo chinesa observou-se a
presenca dos gendtipos GSTM1 e GSTT1, modificando o risco de desenvolver
a aterosclerose. Visto que, as GSTs desempenham funcdes como a defesa do
organismo contra agentes oxidativo, toxicos, mutagénicos e carcinogénicos.
Sendo assim as duas classes da GST podem evitar a formacédo das placas
aterosclerdticas de tal forma que a proteina das GSTs catalisara a conjugacgao
dos eletrdlitos modulando a lesdo oxidativa ou inflamacgao (Oliveira, 2008).

A interacdo de componentes genéticos, ambientais e a resposta
inflamatéria baseados em evidencias cientificas tém demonstrado que
mecanismos envolvidos na génese da doenga aterosclerdtica sao
extremamente complexos (Ross,1976, Stein et al.,2002; Hulthe,2002;
Libby,2002; Hackam,2003).

Em virtude de fatores genéticos, culturais e ambientais a doenca
aterosclerdtica se torna acelerada, contudo o diagnostico precoce é importante
para a prevengao e tratamento das diversas complicagdes que envolvem o

processo aterosclerético (Kauffman, 2007).
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A viabilidade de efetivar terapias para a prevencdo de doencas
cardiovasculares e seus desfechos negativos, traduz-se em uma necessidade
de identificar individuos de baixo, médio e alto risco, dentro de uma
determinada populagédo para a aplicagao de intervengdes eficazes, antes dos
problemas manifestarem-se visto que muitos individuos desenvolvem doenca
cardiovascular na auséncia de outros fatores de risco (Gottlieba, et al.,2005).

Sendo assim faz-se necessario o entendimento da biologia basica da
inflamacao da aterosclerose a fim de proporcionar um melhor suporte clinico
que podera alterar o caminho da pratica da medicina preventiva e propiciar
beneficios para a saude publica (Gottlieba, et al.2005).

Esse estudo teve por objetivo a analise da frequéncia dos gendtipos do
gene GSTT1 da presenga ou auséncia do polimorfismo em relagdo a

aterosclerose.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar o polimorfismo do gene GSTT7 em um grupo de pacientes com

aterosclerose e um grupo controle sem a doencga na cidade de Goiania.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar o polimorfismo do gene GSTT7 no grupo caso € no grupo
controle;

o Verificar qual é o gendtipo mais frequente relacionado & aterosclerose na
populacao estudada;

o \Verificar possiveis associagoes entre o gendtipo GSTT1 e os fatores de
risco para a doenga: género, habito de ingerir bebida alcodlica e habito

de fumar.
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3.0 MATERIAIS E METODOS

3.1 Casuistica

O estudo foi do tipo caso-controle. Foram coletadas 200 amostras de
sangue periférico de pacientes com diagnostico prévio de aterosclerose
baseado em exame clinico e de imagem, e 100 amostras de sangue periférico
para grupo controle de pacientes nao portadores da doencga.

As amostras de sangue foram coletadas no periodo de outubro de 2014
a fevereiro de 2015 de pacientes referenciados ao servigco de cardiologia e
cirurgia vascular periférica da Clinica Angiogyn no municipio de Goiania, esta
que atende pacientes tanto da rede privada como do Sistema Unico de Saude
(SUS).

As amostras de sangue periférico coletadas foram submetidas a testes
moleculares a fim de verificar presenga dos polimorfismos do gene GSTT1. A
analise genética molecular foi realizada no nucleo de Pesquisas Replicon-PUC-
Goias. Como controle positivo para o gene foi utilizado DNA de individuo com a
presencga confirmada dos polimorfismos para o gene GSTT1.

Os critérios de inclusdo na pesquisa foram pacientes maiores de 38
anos, diagnosticados com aterosclerose em tratamento medicamentoso e/ou
submetidos aos procedimentos vasculares intervencionistas (angiografia) que
aceitaram responder ao questionario (anexo |) e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido. O diagndstico prévio da doenca
aterosclerédtica foram baseados em exame clinico e confirmados através dos
exames de imagem (Eco color Doppler, angiotomografia e/ou angiografia
digital, angiotomografia e/ou cine-angiocoronariografia) indicados de acordo
com a clinica de cada paciente. Os critérios de exclusdo sao os pacientes
menores de 38 anos e/ou que nao aceitem participar da pesquisa.

Para o grupo controle os critérios de inclusdo foram individuos com
idade superior a 38 anos, e que nao apresentaram diagndstico da doenga
aterosclerdtica baseados em critérios clinicos (anamnese, exame clinico,
auséncia de sintomas, sem alteragbes vasculares periféricas e diagnostico

clinico laboratorial) e/ou exames de imagem nao invasivos (Eco Doppler). Os
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de exclusao foram os individuos menores de 38 anos e/ou que nao aceitaram
participar da pesquisa.

O projeto foi aprovado pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa/Sistema Nacional de Informacdes Sobre Etica em Pesquisas
envolvendo Seres Humanos CEP/PUC GOIAS. (Numero:
35321614.3.0000.0037). Todos os pacientes responderam a um questionario
(anexo |) com dados relativos a nome, habito de fumar, habito de ingerir bebida
alcodlica, etnia, medicamentos em uso, exames realizados e intervencao
cirurgica, bem como assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido
(anexo I).

Publicagbes baseadas em consensos ou opinides de especialistas
definem como fumante (tabagista) toda pessoa que faz uso regular de pelo
menos um dos produtos do tabaco fumado, independentemente do tempo em
que fuma. Além disso, € definido como ex-fumantes (ex-tabagista) o individuo
que, no passado, fez uso de pelo menos um dos produtos do tabaco fumado e,
que atualmente, ndo fuma (AMB, 2013).

Estudos experimentais e observacionais destacam que o risco de um
evento cardiaco agudo é reduzido pela metade apds um ano de cessagao do
tabagismo e se iguala ao da populacdo nao fumante apés 15 anos sem fumar
(Critchley et al.,2003). Sendo assim foi definido em nosso estudo realizado na
populacdo de Goidnia como paciente ex-fumante todo aquele cujo periodo de
cessacgao do tabagismo foi igual ou superior a 15 anos.

No grupo caso dois pacientes nao relataram ha quanto tempo pararam
de fumar e apenas um paciente relatou ser fumante passivo durante toda a
vida, e que nunca fumou. Dois pacientes do grupo caso relataram fazer uso de
02 cigarros de palha/dia, além disso, 15 pacientes deste mesmo grupo que
relataram fumar ndo informaram durante a pesquisa a quantidade diaria de
cigarros, os resultados nao foram incluidos na tabela VII, 02 pacientes do grupo
caso que relataram fumar e um paciente considerado ex-fumante néao
informaram durante a pesquisa o tempo de uso. Os resultados nido foram
incluidos na tabela VIII.

No grupo controle dois pacientes nao relataram ha quanto tempo
pararam de fumar. Nove pacientes pertencentes a este grupo relataram fumar

e 02 pacientes considerados ex-fumantes, nao responderam ao questionario
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com relagdo a quantidade diaria de cigarros. Apenas um paciente relatou fazer
uso de cachimbo, os resultados nao foram incluidos na tabela VII. Trés
pacientes néo relataram ha quanto tempo fumam os resultados ndo foram

incluidos na tabela VIII.

3.2 Extracao de DNA gendémico

A extracdo de DNA das amostras coletadas de sangue periférico foram
realizadas de acordo com as instrugdes do kit Kaswi® (Genomic DNA
Purification Kit), no Laboratério do Nucleo de pesquisas Replicon — PUC-Goias.
Por conseguinte, foram submetidas a quantificagdo no espectrofotémetro
NanoVue™ Plus de acordo com as instru¢gdées do fabricante, tendo relevancia
apenas as amostras cujo o resultado da quantificacdo em relacdo a
concentragcdo de DNA foi superior a 5ng/ul.

O DNA foi mantido a temperatura de -20°C até a amplificacdo pelo

método da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

3.3 Reacao em Cadeia da Polimerase — PCR

ApoOs a extracdo do DNA as amostras foram submetidas a amplificagéo
por Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR)
para detectar o polimorfismo do gene GSTT1, em capela de fluxo laminar
buscando a minimizacdo da contaminacdo, sendo o volume final foi de 25uL,
de acordo com o protocolo proposto por Frare (2011).

As reacdes de PCR foram realizadas de acordo com o protocolo
proposto por Frare (2011). Como controle positivo para reagédo de PCR foi
utilizado DNA de individuo com a presenca confirmada do polimorfismo GSTT1.

Para o estudo do polimorfismo dos genes GSTT1 a auséncia de
amplificagdo indica gendtipo nulo e a presenga da amplificagdo confirma que o
individuo possui pelo menos um dos genes presente, sempre em duplicata,
sendo considerado gendtipo nulo apds trés vezes de repeticdo com 0 mesmo

resultado.
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O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a
1,5%, em solugado Tris-borato de EDTA (TBE) a 1x, em um campo elétrico de
10 V/cm. O gel foi corado com brometo de etidio (5mg/mL) sendo visualizada
em seguida no sistema de video-documentagcdo gel doc Gel Doc™ XR+
System.

Na tabela | temos as sequéncias de oligonucleotideos iniciadores

(Primers) utilizados para a amplificacéo da regido.

Tabela I: Caracteristica molecular do primer GSTT1-NPR

F: 5 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3

GSTT1 | R, 5 TCACCGGATGGCCAGCA 3

480pb

Legenda: NPR; Nucleo de Pesquisas Replicon.

O protocolo utilizado para amplificacdo do polimorfismo do GSTT1 foi
especificado na tabela Il e o protocolo de termociclagem especificado na tabela
[l

Tabela Ill - Protocolo para a amplificacdo do polimorfismo do GSTT17 para
I:)I;:IIE?A"GENTES [ ] UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Tampao (10X) 1X 2,5uL
MgCl, (50 mM) 1,5 mM 1,0 uL
dNTPs 1,25 mM de cada 0,5 yL de cada =2,0 yL
Taq polimerase 5 U/uL | 2,5 U/uL 0,3 uL
Primer sense 20 pM 0,5 L
Primer antisense 20 pM 0,5 L
H.O Mili Q - 17,2 uL
DNA amostra 200 ng/ uL 1,0 yL
Volume final 25,0 pL

Para a realizagdo da PCR para o gene GSTT1 foi utilizado 1,5 mM de
cloreto de magnésio, 1,25 U/uL de cada deoxinucleotideo trifosfato, 2,5U/uL de
Taq polimerase, 20 pmol de primer e aproximadamente 200ng/uL de DNA
gendmico. (Tabela Il). Para o protocolo de termociclagem do gene GSTT1

utilizou-se 94°C por 5 minutos na primeira etapa de desnaturagdo, seguido de
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35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 56°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e uma

extensdo final a 72°C por 7 minutos (Tabela Ill).

Tabela lll - Protocolo de termociclagem para amplificagdo dos primers GSTT1
para técnica de PCR.

Temperatura (°C) Tempo (minutos) Ciclos

Desnaturacdo inicial 94°C 5 1
Desnaturacao 94°C 1

Anelamento 56°C 90 seg 35
Polimerizagao 72°C 1

Extenséo final 72°C 7 1
Armazenamento 4°C o0

3.4 Analises Estatisticas

Os dados obtidos com a analise do polimorfismo do gene GSTT1, dos
grupos em estudo foram tabulados em planilhas do software Excel® (2010).
Posteriormente foi aplicado o Teste qui-quadrado e Teste G quando necessario
para verificacdo de possiveis associagbes entre a analise molecular do
polimorfismo e a aterosclerose. Para a realizacdo estatistica dos testes foi
utilizado o programa BioEstat® 5.3 (Sociedade Civil Mamiraua / MCT-CNPq).

4.0 RESULTADOS

A distribuicdo do polimorfismo do gene GSTT1 foi analisada no grupo
caso (paciente com aterosclerose) e no grupo controle (pacientes sem a
doencga) (Figura 2) conforme descrito na tabela IV. Sendo que a idade média
encontrada nos pacientes do grupo caso estudada (n=200) foi de +61 anos; ja

no grupo controle (n=100) a idade media dos pacientes foi de £ 50 anos.
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FIGURA 2: Gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo,
indicando o resultado da genotipagem do gene GSTT1 (480pb). C+:
controle positivo; Pogco 01 auséncia de banda indicando GSTT1 nullo;
Pogo 02,03,04 GSTT1 positivo.

No grupo caso (n=200) foram detectados em 85,5% (171/200) dos
pacientes com aterosclerose a presenga do gene GSTT1 e 14,5% (29/200) dos
pacientes, apresentaram o gendtipo nulo. No grupo controle (n=100) foi
detectada em 65% (65/100) dos pacientes a presenga do gene GSTT7 e em
35% (35/100) o gendtipo nulo. A frequéncia do gene GSTT1 presente em
pacientes com aterosclerose foi de 1,3 vezes maior quando comparado ao

grupo controle, sendo esta diferenca estatistica, significante, p<0,0001.
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Tabela IV-Distribuicdo do polimorfismo presente ou nulo do gene GSTT71 nos

grupos caso e controle.

Polimorfismo Presente Nulo Total

Grupos N % n % N % p*
Caso 171 855 29 14,5 200 100 <0,0001
Controle 65 65,0 35 35,0 100 100

p*= Teste qui-quadrado

A distribuicdo do polimorfismo do gene GSTT17, nos individuos do sexo
masculino e feminino nos grupos estudados pode ser observada na tabela V.

O polimorfismo presente do gene GSTT7 nos individuos do sexo
masculino no grupo caso corresponde a 89% (81/91) e 11% (10/91) o gendtipo
nulo. No grupo controle o gene esta presente em 56,6% (30/53) dos pacientes
e 43,4% (23/53) apresentaram o gendtipo nulo. Este resultado é considerado
significativo, p =0,005. A frequéncia da presenga do polimorfismo do gene
GSTT1 em pacientes do sexo masculino com aterosclerose foi de 1,5 vezes
maior quando comparado aos pacientes do sexo feminino.

No sexo feminino a presenca do polimorfismo do gene GSTT1
encontrada foi de 82,6% (90/109) no grupo caso e em 17,4% (19/109) o
genotipo nulo; No grupo controle em 74,5% (35/47) dos pacientes o gene esta
presente e 25,5% (n=12/47) apresentou o gendtipo nulo. Esse resultado nao é

considerado estatisticamente significativo (p=0,224).
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Tabela V- Distribuicdo do polimorfismo GSTT1 em relagdo ao sexo nos grupos

caso e controle

Presente Nulo Total

Sexo N % n % N % p*
Masculino

Caso 81 89,0 10 11,0 9 100,0 0,005
Controle 30 56,6 23 434 53 100,0
Feminino

Caso 90 82,6 19 17,4 109 100,0
Controle 35 74,5 12 255 47 100,0 0,224

p* Teste Qui-quadrado

Foi comparado o habito de fumar dos pacientes do grupo aterosclerose

e grupo controle e sua relagédo com o polimorfismo do gene GSTT1 (Tabela VI).

Tabela VI- Comparacdo da variavel tabagismo com polimorfismo GSTT7 no
grupo caso e controle.

Tabagismo

Variaveis/ Fumante Nunca Ex
Grupos Fumou Fumante

N % n % n % p
Caso
Presente 59 84,3 75 88,2 35 81,4
Nulo 11 15,7 10 11,8 08 18,6  0,5578*
Total 70 100 85 100 43 100
Controle
Presente 17 68 37 60 09 82
Nulo 08 32 25 40 02 18 0,3068**
Total 25 100 62 100 11 100

*Qui-quadrado; ** Teste G

Na analise dos 70 pacientes do grupo aterosclerose que declararam
fumar, foram detectados em 84,3% (59/70) a presenga do gene GSTT1 e
15,7% (11/70) apresentaram o gendtipo GSTT7 nulo. No grupo aterosclerose
em 85 pacientes que relataram nunca fumar foram detectados em 88,2%
(75/85) a presencga do gendtipo GSTT1 nulo. Dos 43 pacientes considerados
ex-fumantes, foram detectados em 81,4% (35/43) a presenca do gene GSTT1,
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e em 18,6% (08/43) a presenca do gendtipo GSTT71 nulo, ndo sendo esta
diferenca estatisticamente significante (p=0,5578), (Tabela VI).

Na analise dos 25 pacientes do grupo controle com o habito de fumar,
foram detectados em 68% (17/25) a presenca do gene GSTT1 e 32% (08/25)
dos pacientes apresentaram o genétipo GSTT7 nulo. No grupo controle em 62
pacientes que relataram nunca fumar, foram detectados em 60% destes
(37/62) a presenga do gene GSTT1 e em 40% (25/62) o gendtipo GSTT1 nulo.
Ja nos 11 pacientes considerados ex-fumantes (>= 15 anos) foram detectados
em 82% (08/11) a presenca do gene GSTT1 e em 18% (2/11) o gendtipo

GSTT1 nulo, ndo sendo esta diferenga estatisticamente significante (p=0,3068).

Tabela VII- Comparacao da variavel tabagismo com polimorfismo do gene

GSTT1 nos grupos caso e controle com relagao a quantidade diaria de tabaco.

Tabagismo
GSTT1 PRESENTE GSTT1NULO

Variaveis/
Grupos Fumante Ex-Fumante Fumante Ex-Fumante

N % n % n % n %
Caso
05-10 05 12 11 35 02 20 03 30
10-20 14 32 09 28 05 50 02 20
20 ou mais 24 56 12 37 03 30 05 50
Total 43 100 32 100 10 100 10 100
p* 0,0537* 0,3615**
Controle
05-10 0 0 01 12,5 01 14 0 0
10-20 08 90 05 62,5 04 57 0 0
20 ou mais 01 11 02 25 02 29 0 0
Total 09 100 08 100 07 100 0 100
p* 0,3064** 1,000**

* Qui-quadrado; ** Teste G

A tabela VIl analisa a distribuicdo do polimorfismo do gene GSTT1 entre
pacientes fumantes e ex-fumantes (>15 anos) no grupo aterosclerose e
controle com relagao a quantidade diaria de tabaco.

No grupo caso em 43 pacientes o gene GSTT1 esta presente nos
individuos que fazem o uso do tabaco. Destes, 12% (05/43) relataram fumar
entre 5 a 10 cigarros, 32% (14/43) entre 10 a 20 cigarros e 56% (24/43) 20 ou
mais cigarros diariamente. Enquanto que em 32 pacientes pertencentes ao

mesmo grupo (caso) o gene GSTT1 também esta presente em individuos

32



considerados ex-fumantes (>=15 anos). Destes, 35% (11/32) fumaram entre 5
a 10 cigarros, 28% (09/32) entre 10 a 20 cigarros e 37% (12/32) 20 ou mais
cigarros diariamente, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa
(p=0,0537).

Em individuos que fazem uso do tabaco, 10 pacientes pertencentes ao
grupo aterosclerose (caso) apresentaram o genétipo GSTT1 nulo. Destes, 20%
(02/10) relataram fumar entre 5 a 10 cigarros, 50% (05/10) entre 10 a 20
cigarros e 30% (03/10) 20 ou mais cigarros diariamente. Enquanto que em 10
pacientes pertencentes ao mesmo grupo (caso) o genodtipo GSTT7 nulo
também esta presente em individuos considerados ex-fumantes (>=15 anos).
Destes, 30% (03/10) relataram fumar entre 5 a 10 cigarros, 20% (02/10) entre
10 a 20 cigarros e 50% (05/10) 20 ou mais cigarros diariamente, sendo esta
diferenca estatisticamente n&o significativa (p=0,3615).

Dos 09 pacientes que fazem o uso do tabaco pertencente ao grupo
controle o gene GSTT1 esta presente. Destes, nenhum relatou fumar entre 5 a
10 cigarros, 90% (08/09) entre 10a 20 cigarros e apenas 11% (01/09) 20 ou
mais cigarros diariamente. Enquanto que em 08 pacientes pertencentes ao
mesmo grupo (controle) o gene GSTT1 também esta presente em individuos
considerados ex-fumantes (>=15 anos). Destes 12,5% (01/08) relataram fumar
entre 5 a 10 cigarros, 62,5% (05/08) entre 10 a 20 cigarros e 25% (02/08) 20 ou
mais cigarros diariamente, sendo esta diferenga estatisticamente n&o
significativa (p=0,3064).

Em individuos que fazem uso do tabaco, 07 pacientes pertencentes ao
grupo controle apresentaram o gendtipo GSTT7 nulo. Destes, 14% (01/07)
relataram fumar entre 5 a 10 cigarros, 57% (04/07) entre 10 a 20 cigarros e
29% (02/07) 20 ou mais cigarros diariamente. Enquanto que nenhum paciente
do grupo controle considerado ex-fumante (>=15 anos) apresentou o gendtipo

GSTT1 nulo, sendo esta diferenca estatisticamente nao significante (p=1,000).
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Tabela VIIl- Comparagéo da variavel tabagismo com polimorfismo GSTT17 nos
grupos caso e controle relacionado com o tempo (anos) de tabagismo.

Tabagismo
GSTT1 PRESENTE GSTT1NULO

Variaveis/
Grupos Fumante Ex-Fumante Fumante Ex-Fumante

N % n % n % n %
Caso
<10 anos 02 4,0 06 17 0 0 0 0
10a20anos 03 6,0 13 37 03 20 03 43
>20 anos 48 90 16 46 12 80 04 57
Total 53 100 35 100 15 100 07 100
p* <0,001* 0,5468*
Controle
<10 anos 02 15 05 50 01 11 0 0
10a20anos 02 15 05 50 02 22 01 100
>20 anos 09 70 0 0 06 67 0 0
Total 13 100 10 100 09 100 01 100
p* 0,006* 0,2615*
*Teste G

A tabela VIII mostra a distribui¢do do polimorfismo do gene GSTT1 entre
pacientes fumantes ex-fumantes (>15 anos) no grupo aterosclerose e controle
com relagéo ao tempo de tabagismo em anos.

Dos 53 pacientes pertencentes ao grupo aterosclerose (caso) o gene
GSTT1 esta presente em individuos que fazem uso do tabaco. Destes apenas
4% (02/53) relataram fumar em um periodo menor que 10 anos, 6% (06/53)
entre 10 e 20 anos e 90% (48/53) ha mais de 20 anos. Enquanto que em 35
pacientes pertencentes ao mesmo grupo (caso), o gene GSTT1 esta presente
em individuos considerados ex-fumantes (>=15 anos). Destes, 17% (06/35)
fumaram no periodo menor que 10 anos, 37% (13/35) entre 10 e 20 anos e
46% (16/35) ha mais de 20, sendo esta diferengca estatistica significante
(p=0,001).

Em individuos que fazem uso do tabaco, 15 pacientes pertencentes ao
grupo aterosclerose (caso) apresentaram o genétipo GSTT71 nulo. Destes,
nenhum (0/0) relatou fumar no periodo menor que 10 anos, 20% (03/15) entre
10 e 20 anos e 80% (12/15) ha mais de 20 anos. Enquanto que em 07
pacientes pertencentes ao mesmo grupo (caso) o genétipo GSTT1 nulo esta

presente em individuos considerados ex-fumantes (>=15 anos). Destes,
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nenhum (0/0) relatou fumar no periodo menor que 10 anos, 43 % (03/07) entre
10 e 20 anos e 57% (04/07) ha mais de 20 anos, sendo esta diferenca
estatisticamente nao significativa (p=0,5468).

Em 13 pacientes pertencentes ao grupo controle o gene GSTT1 esta
presente em individuos que fazem uso do tabaco. Destes, 15 % (02/13)
relataram fumar no periodo menor que 10 anos, 15% (02/13) entre 10 e 20
anos e 70% (09/13) ha mais de 20 anos. Enquanto que em 10 pacientes
pertencentes ao mesmo grupo (controle) o gene GSTT1 também esta presente
em individuos considerados ex-fumantes (>=15 anos). Destes 50% (05/10)
relataram fumar no periodo menor que 10 anos, 50% (05/10) entre 10 e 20
anos e nenhum (0/0) ha mais de 20 anos, sendo esta diferenca
estatisticamente significativa (p=0,006).

Em individuos que fazem uso do tabaco, 09 pacientes pertencentes ao
grupo controle apresentaram o genétipo GSTT1 nulo. Destes, 11% (01/09)
relataram fumar no periodo menor que 10 anos, 22% (02/09) entre 10 e 20
anos e 67% (06/09) ha mais de 20 anos. Enquanto que apenas 01 paciente
considerado ex-fumante (>=15 anos) do grupo controle apresentou o gendtipo
GSTT1 nulo. Deste, nenhum (0/0) relatou fumar no periodo menor que 10
anos, 100% (01/01) entre 10 e 20 anos e nenhum (0/0) ha mais de 20 anos,
sendo esta diferenca estatistica nao significativa (p=0,2615).

Na tabela IX, foi comparado o habito de consumir bebida alcodlica nos
pacientes do grupo caso e do grupo controle e sua relagdo com o polimorfismo
do gene GSTT1. Na analise dos 19 (9,5 %) pacientes do grupo caso que
declaram consumir bebida alcodlica, foram detectados em 100% (19/19) a
presenca do gene GSTT1 presente e em nenhum dos pacientes deste grupo
(0/0) foi encontrado o gendétipo GSTT1 nulo. Dos 181 (95,5%) pacientes que
declaram ndo consumir nenhum tipo de bebida alcodlica 84% (152/181) destes
0 gene GSTT1 estava presente e em 29 (29/181) pacientes, 16% apresentaram
o gendtipo GSTT1-nulo. O resultado encontrado é considerado significativo
(p=0,0122).
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Tabela IX - Comparacado da declaragdo do consumo de bebida alcodlica no
polimorfismo GSTT1 nos grupos caso e controle.

Bebida alcodlica

Variaveis / Grupos

Sim Nao
n % n % pa* OR* Mini—
*max.
Caso
Presente 19 100 152 84
Nulo 0 0 29 16 0,0122** - -
Total 19 100,0 181 100,0
Controle
Presente 14 70 52 65
Nulo 6 30 28 35 0,5904 1,25 0,6707-
2,3536
Total 20 100,0 80 100,0
* Teste G

Na analise dos 20 (20%) pacientes do grupo controle que declaram
consumir bebida alcodlica foram detectados em 70% (14/20) a presenga do
gene GSTT1 e em 6 (6/20) pacientes, 30% apresentaram o gendtipo
GSTT1nulo. Dos 80 (80%) pacientes do grupo controle que declaram nao
consumir bebida alcodlica 65% (52/80) apresentaram o gene GSTT1 presente
e 28 (28/80) pacientes, 35% o gendtipo GSTT1 nulo. Sendo esta diferenga
estatisticamente nao significativa (p=0,5904; OR= 1,2564).

Nota-se que nos pacientes do presente estudo com relagdo ao consumo
de bebida alcodlica o gendtipo presente foi mais elevado tanto no grupo dos
pacientes que tem a doenga como no grupo dos pacientes que nao tem a

doenca aterosclerdtica (Tabela 1X)
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5.0 Discussao

O conhecimento dos polimorfismos genéticos que predispdem ou
agravam a doenga arterial coronariana € um importante instrumento para a
prevengao primaria, abordagem diagndstica, tratamento e aconselhamento
genético em cardiologia (Sabino, 2004).

A biologia molecular apresenta uma grande importancia na
compreensao de doengas complexas e multifatoriais como a doencga arterial
coronariana. Esta abordagem gera uma nova forma de avaliagdo da doenca
coronariana e propicia a criagdo de novas técnicas, métodos diagnosticos e
abordagens terapéuticas, interferindo, no desfecho clinico final do paciente
(Izar et al.,2004).

Estudos sugerem que essas técnicas poderado vir a ser utilizadas para a
identificacdo de individuos com alto risco de desenvolver a aterosclerose
(Xavier et al.,2013; Corréa-Camacho et al.,2007). Marinkovicet al. (2013), em
seu artigo de revisdo, destaca os polimorfismos geneticos envolvidos na
biotransformacao e aterosclerose a fim de estudar melhor a expressao do gene
e elucidar a sua interagao e o ambiente (Marinkovicet et al., 2013).

Inimeros trabalhos tém sido relacionados ao polimorfismo do gendtipo
GSTT1 em pacientes com aterosclerose. (Miller et al.,2003; Hayek et al.,2006;
Moon et al.,2007; Manfredi et al.,2007; Maciel et al.,2009; Bazo et al.,2011;
Norskow et al.,2011; Taspinar et al.,2012).

Neste estudo a presenca do polimorfismo GSTT1 foi significante em
ambos os grupos, sendo que nos pacientes com aterosclerose ela foi 1,3 vezes
maior.

Um estudo realizado em Sdo Paulo por Bazo et al., (2011) também
detectou uma maior presenca do gendtipo GSTT71 em pacientes submetidos a
angiografia com diagnéstico de doenga arterial coronariana (DAC) .

Assim como na populagao indiana foi detectado uma maior presencga do
gendtipo do GSTT7 nos individuos com a doenga arterial coronariana
comprovada pela angiografia (Girisha et al., 2004). Zivkovic et al., (2014)
também verificaram a presenga do GSTT1 prevalente em 346 pacientes da

Servia diagnosticados com aterosclerose avangada.
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Manfredi et al., (2009), da mesma forma identificaram em pacientes
fumantes da Italia com obstrugdo dos grandes, a prevaléncia do gendtipo
GSTT1 nulo associado a um risco 3x maior para o desenvolvimento da doenga
arterial coronariana em pacientes com diabetes tipo |l.

Em nosso estudo observamos que a presenga do polimorfismo do gene
GSTT1 foi estatisticamente significante para o género masculino em ambos os
grupos estudados. Verificou-se que a frequéncia da presenca do gene GSTT1
em pacientes do sexo masculino com aterosclerose foi de 1,5 vezes maior
quando comparado aos pacientes do sexo feminino.

Turkanoglu et al.,(2010), da mesma forma identificaram em pacientes
isquémicos caucasianos da Turquia o gendtipo presente do GSTT7 em maior
porcentagem. Entretanto, Taspinar et al.,(2012) relataram a prevaléncia do
gendtipo nulo do gene GSTT1 em pacientes com doenca arterial coronariana,
sendo 8,9 vezes, maior quando comparado ao controle. Também um estudo no
Brasil, com a populacdo da cidade de Vitoria (ES) submetida a angiografia
coronariana, a prevaléncia do gendtipo nulo do gene GSTT1 foi maior (Maciel
et al., 2009).

Um grupo de 871 pacientes brasileiros (Maciel et al., 2009) analisados
mostrou que a presenca do gene GSTT1 é maior na populacdo masculina, que
corrobora com o detectado em nossos resultados. Da mesma forma, Schreiber
e colaboradores (2013) também verificou em 76% dos pacientes na populagéo
brasileira presengca do gene GSTT1 maior no sexo masculino estudado. No
estudo conduzido com a populacdo americana (Olshan et al.,2003) mostrou
que a presenga do gendtipo GSTT7 nulo é maior na populagdo masculina
daquele pais.

Entretanto em um estudo realizado com pacientes chineses (Rui et al.,
2012) n&o encontrou diferengas significativas entre os sexo masculino e
feminino em ambos o0s grupos estudados com relagdo ao risco de
desenvolvimento de acidente vascular cerebral. A diferenga no resultado pode
ser explicada pela populacao utilizada em cada estudo considerado. Enquanto
a populagao brasileira € marcada pela miscigenagao (Suarez-Kurtz, et al.,
2014), a populagao chinesa tem origem Asiatica (Ma et al., 2007).

A anadlise da variavel consumo de bebida alcodlica em pacientes

declarados verificou-se que no grupo aterosclerose (caso) o gene GSTT1
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presente foi mais elevado nos individuos que relataram n&o consumir bebida
alcodlica (p=0,0122).

No estudo conduzido com a populagcdo de Hakka no Sul da China por
Pan et al.,(2011) associado a histéria familiar de varias doengas crbénicas
dentre elas a hipertensao, mostrou que presenga do gene GSTT1 também foi
maior nos pacientes que relataram nao consumir bebida alcodlica.

Entretanto Girisha et al., (2004) em pesquisa realizada com a populagao
indiana n&o encontrou diferengas significativas (p=0,0826) associado ao
consumo de bebida alcodlica no polimorfismo do gene GSTT1 para ocorréncia
de doenca arterial coronariana.

Pinheiro (2012) também n&o encontrou diferencas significativas com
relagdo a possiveis alteragbes bioquimicas e clinicas no grupo de pacientes
estudados no Brasil quanto ao consumo de alcool entre os individuos com
Diabetes Mellitus tipo 2 associado a presenca do gene e gendtipo GSTT1
nulo.

A analise da associacao do tabagismo com o polimorfismo do gene
GSTT1 nao apresentou-se significante neste estudo em nenhum dos dois
grupos estudados (p= 0,5578, p= 0,3068) em individuos que relataram fumar,
nunca fumaram e ex-fumantes.

Assim como o estudo realizado com a populagéo brasileira por Pinheiro
(2012) também né&o encontrou diferengas significativas com relagcéo a possiveis
alteragdes bioquimicas e clinicas se considerando o habito de fumar por pelo
menos um ano durante a vida associado ao desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 2 ao gendtipo GSTT1 presente e nulo. Maciel et al., (2009),
também n&o encontraram significancia estatistica nos individuos fumantes de
Vitoria (ES) submetidos a angiografia coronariana associado a presenga do
genotipo GSTTT.

Zivkovic et al.,(2014) estudando pacientes da Servia diagnosticados com
aterosclerose avangada também nao encontraram diferengas na frequéncia
genotipica do polimorfismo do gene GSTT71 em pacientes fumantes com
doenca arterial coronariana. Pan et al.,(2011) estudando a populagdo Chinesa
também nao encontraram diferencas significativas associadas a presenca do
gene GSTT1 e gendtipo nulo em individuos fumantes e ndo fumantes

associado a fatores de risco e estilo de vida ligados a aterosclerose .
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Entretanto, a pesquisa conduzida na India (Girisha et al.,2004)
encontrou diferengas significativas  associadas ao desenvolvimento da
doenca arterial coronariana (P= 0.018), com relagdo a presenga do genotipo
GSTT1 em pacientes fumantes. Cornelis et al., (2007) em um estudo caso
controle envolvendo 2042 pacientes com infarto agudo do miocardio da Costa
Rica verificaram que a presenca do Gendtipo GSTT1 pode modificar o risco de
desenvolver infarto agudo do miocardio associado ao consumo de vegetais
cruciferos em pacientes fumantes e nado fumantes. Eles constataram que o
efeito protetor dos vegetais cruciferos foi maior entre os pacientes que
atualmente fumam.

Quando analisamos o gendtipo presente associado a variavel habito de
fumar relacionado a quantidade diaria de tabaco consumida, ndao houve
diferenca estatisticamente significativa no grupo caso estudada com relagéo
aos individuos fumantes e ex-fumantes (p=0,0537). Nossa pesquisa mostrou
que a presenga do polimorfismo do gene GSTT1 foi maior no grupo caso para
os individuos fumantes e ex-fumantes que relataram consumir mais de 20
tabacos por dia.

Alguns estudos tem relacionado o uso do tabaco na indugao a danos
do DNA e a relagao de polimorfismos de enzimas envolvidos no metabolismo
de genotoxinas com o desenvolvimento da doenca arterial coronariana (Wilson
et al., 2000; Tamer el al.,2004)

Wilson et al.,(2000) relataram uma associacéo significativa com o
tabagismo destacando a hipotese de que o consumo de tabaco pode induzir
dano ao DNA desencadeando o mecanismo da doenga arterial coronariana em
adultos. Assim como Tamer et al (2004) encontrou uma associagao do
genotipo GSTT1 nulo significativa com o tabagismo associado ao
desenvolvimento de doenca cardiaca em Populagao turca . Eles descobriram
que o genotipo GSTTT1 nulo estava associado ao risco aumentado de
desenvolver doengas coronarias, mas este aumento nao foi significativo. No
entanto os pacientes fumantes encontrados com genotipo GSTT7 nullo
apresentaram um risco significamente maior de desenvolver doenga arterial
coronariana. Estes resultados demonstram que o polimorfismo do gene GSTs
pode agir de forma diferente em diferentes populagoes estudadas.
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Manfredi et al.,2007 destaca que a variabilidade individual de
desenvolvimento da doenga arterial coronariana em fumantes de cigarro &
resultado do polimorfismo genetico de enzimas envolvidas na metabolizagao de
xenobioticos. Alem disso, varias variagoes geneticas podem interagir com o
tabagismo aumentando a perioxidagao de lipidios proporcionando assim um
efeito aterogenico ainda mais elevado (Hayek et al.,2006).

Pan et al.,(2011) ndo encontraram diferengas significativas na
populagdo Chinesa associada a presenga do gene GSTT7 e gendtipo nulo
relacionado a quantidade diaria de tabaco em individuos fumantes e nao
fumantes a fatores de risco e estilo de vida ligados a aterosclerose nos grupo
estudados. Em nosso estudo também nao foram encontradas diferencas
significativas com relagdo a quantidade diaria de tabaco no grupo caso em
associagao ao genotipo GSTT1 nulo e grupo controle.

Nossos estudos detectaram que o genotipo GSTT1 presente foi mais
frequente nos individuos fumantes nos grupos caso (p<0,001) e controle
(p=0,006) estudados em que o periodo de tabagismo foi igual ou maior que 20
anos. Sendo, esta diferenca estatisticamente significativa.

Olshan et al.,(2003), avaliaram os efeitos da interacdo do tabagismo
no polimorfismo do gene GSTT7 sobre o risco de desenvolvimento da
aterosclerose provenientes do Atherosclerosis Risk in Communities Study
(ARIC), selecionados aleatoriamente de quatro comunidades americanas entre
1987 e 1989 com base na expessura da camada intima da arteria .Os autores
concluiram que a presenca do genotipo GSTT1 pode estar relacionada a uma
possivel interacao com o desenvolvimento da doenga em individuos que
fumaram em um periodo igual ou maior que 20 anos baseado no aumento da
espessura da intima.

Grignoli et al.,(2009) também estudando a populagédo da regido de
Araras no Brasil, encontraram em 61,3% dos pacientes que fumam ha mais de
10 anos uma maior frequéncia da presenga do gene GSTT1 com relagdo ao
gendtipo nulo.

Mais de 60 substancias encontrada no tabaco é classificado como
carcinogénicas, segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer
(IARC,2002; IARC, 2004). De acordo com a Associagdao Medico Brasileira

(2013), o risco de cancer aumenta de acordo com a idade mais precoce de
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inicio do tabagismo, quantidade de cigarros e numero de anos que a pessoa
fuma. O tabaco, além de ser fator de risco para o cancer, também €& um
importante fator que dificulta o tratamento e o controle das neoplasias em geral
(AMB, 2013).

Alguns autores tém relacionado diversos polimorfismos genéticos
envolvidos no mecanismo de biotransformagdo e carcinogénese aos
hidrocarbonetos policiclicos, entretanto os dados ainda sao escassos
(Marinkovic et al.,2013).

Acredita-se que dois grupos de enzimas estdo envolvidos no processo
de biometabolizagdo dos compostos quimicos do cigarro e do alcool: as
enzimas do metabolismo oxidativo (Fase |) e as enzimas conjugadoras (Fase
II). As enzimas oxidativas da Fase |, principalmente as enzimas da superfamilia
do citocromo P-450 (CYPs), convertem muitos compostos a metabdlitos
altamente reativos. Contudo, as enzimas da Fase Il atuam de modo a inativar
os produtos da Fase |, tornando os metabdlitos hidrofilicos e passiveis de
excregdo como resultado da conjugacdo desses com o substrato enddgeno
(glutationa, sulfato, glicose, acetato) por meio da agdo das glutationa-S-
transferases (GSTs), UDP-glucoroniltranferases e N-acetiltransferases (NATSs)
(GEISLER et al.,2001; TAIOLI,2008).

Marinkovic et al.,(2013) destacaram que o0s dados de associacao da
aterosclerose e os polimorfismos geneticos ainda sao controversos em
ocorrencia a diversos aspectos qua abrangem o delineamento do estudo e
numero de individuos pesquisados. Alem disso, Hayes et al.,(2005) ressalta
que o polimorfismo do gene GSTT1 pode aumentar ou diminuir a sensibilidade
de um organismo causando um processo inflamatorio e carcinogenico

envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose.
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6.0 CONCLUSAO

e Foi verificada uma diferencga significativa nos 2 grupos estudados (caso x
controle) em relagéo ao polimorfismo do gene GSTT1.

e A presenca do gene GSTT1 em pacientes com aterosclerose foi de 1,3
vezes maior quando comparado ao grupo controle.

e A presenca do polimorfismo do gene GSTT71 em pacientes do sexo
masculino com aterosclerose foi de 1,5 vezes maior quando comparado
aos pacientes do sexo feminino.

e A associagao do tabagismo com o polimorfismo do gene GSTT1 entre os
individuos que relataram fumar, que nunca fumaram e ex-fumantes nao
apresentou-se significante em nenhum dos 2 grupos estudados.

¢ Quando analisamos o gendtipo presente associado a variavel habito de
fumar relacionado a quantidade diaria de tabaco consumida, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa em ambos os grupos estudados.

e A frequéncia do gendtipo GSTT1 presente foi maior no grupo caso para
os individuos fumantes e ex-fumantes que relataram consumir mais de
20 tabacos por dia.

e Com relagcdo aos anos de tabagismo verificou-se que a presenga do
gendtipo GSTT1 foi frequente nos individuos fumantes em ambos os
grupos estudados. Sendo, esta diferenga estatisticamente significativa.

¢ Na analise da variavel consumo de bebida alcodlica verificou-se que no
grupo aterosclerose a presengca do gene GSTT171 foi elevada nos

individuos que relataram nao consumir bebida alcodlica.
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ANEXO |

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

N° PRONTUARIO: INICIAIS- N°
TUBO_

NOME:

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

SEXO: ()M ; ()F COR DA PELE: ( Branco, negro ou pardo)
FILHOS: () SIM () NAO.

QUANTOS: HOMENS () MULHERES

(____ )ABORTO: QTOS NATURALIDADE:

RESIDE EM:

TELEFONE: TEL. CONTATO:

PROFISSAO

1.ATUALMENTE FUMA: () SIM () NAO

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

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

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

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

DIAGNOSTICO:

INICIO DOS SINTOMAS AOS:_ ANOS

SINTOMAS:

DATA DO DIAGNOSTICO: . INICIO DO TRATAMENTO
TRATAMENTO CLINICO: SIM( ) NAO()
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CO-MORBIDADES: HAS ( ) DM ( ) DISLIPIDEMIA ( )
HIPERHOMOCISTEINEMIA( ) IRC () DIALITICO (___)

D. ISQ. CORONARIANA () IAM()___/ AVE() /|

OUTRAS:

MEDICAMENTOS EM
USO:

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

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

COMPLICACOES?

REINTERVENGCAO? SIM ( ) NAO ( ). QUANTAS VEZES E
QUANDO? -

FAZ USO DE CLOPIDOGREL? SIM ( ) DOSE: MG NAO ( ). POR
QUANTO TEMPO? PAROU? ( ) QUANTO TEMPO? INICIO

ANTES DE INTERVECAO () APOS INTERVENCAO ()
OBSERVACOES:
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ANEXO Il

PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

Meu nome é JOSE VITOR MAGAHAES MARTINS, sou o pesquisador (a)
responsavel pelo projeto. As informagbes e esclarecimentos a respeito da
pesquisa serao repassados e caso aceite participar do estudo, este documento
devera ser assinado em duas vias. A primeira sera de guarda e
confidencialidade do Pesquisador (a) responsavel e a segunda ficara sob sua
responsabilidade para quaisquer fins. Vocé pode se recusar a participar ou se
retirar deste estudo a qualquer momento, sem sofrer nenhum tipo de
penalizagao. Qualquer duvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato
com a coordenadora responsavel Dra. Katia Karina Verolla de O. Moura no
telefone: 62-3946-1385 ou através do e-mail kkverolli@pucgoias.edu.br

Em caso de duvida sobre a ética aplicada a pesquisa, vocé podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade
Catolica de Goias, telefone: (62) 3946-1512.

I. O paciente que estara sob consulta e com o diagnostico de aterosclerose
(acumulo de placas de gordura nos vasos sanguineos) sera contatado e
informado da pesquisa. Caso aceite devera assinar o TCLE e caso se recuse

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

II. A pesquisa consiste na analise laboratorial de amostras de sangue para
diferentes variagbes genéticas que podem estar relacionados & alteragdes

vasculares.
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lll. O objetivo da pesquisa € a deteccado de variagdes genéticas bem como a
criacdo de um painel com estas variagdes para deteccédo de pacientes com alto

risco de desenvolver a doenca.

IV. As amostras de sangue periférico coletadas serdo analisadas para verificar
a presenga das variagdes genéticas. Os critérios de inclusdo sao: pacientes
maiores de 38 anos, diagnosticados com aterosclerose em tratamento
medicamentoso e/ou submetidos aos procedimentos vasculares como a
angioplastia e o cateterismo, que aceitem responder ao questionario e assinar
o termo de consentimento livre e esclarecido. Os de exclusdo sdo: pacientes

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

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

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

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

sera identificado (a) em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo.

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

pesquisa, o material apds os exames serao descartados.

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

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

responsavel.

X. A participagdo na pesquisa nao acarretara custos para vocé, assim como

nao sera disponibilizado nenhum ressarcimento financeiro adicional.

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

Eu , RG , abaixo

assinado, discuti com o Dr. Fabio Campedelli, sobre a minha decisdao em

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

Goiania, , de , de 201 _.

/ / / /

Assinatura do participante Data  Assinatura do responsavel pelo estudo Data
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

GRUPO CONTROLE

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

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

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

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

pesquisa o0 seu atendimento tera continuidade normal.

II. A pesquisa consiste na analise laboratorial de amostras de sangue para
analise de diferentes variagdes genéticas que podem estar relacionados com

alteragdes vasculares.

lll. O objetivo do estudo é a deteccao de variagdes genéticas bem como a
criacdo de um painel com estas variagdes para deteccédo de pacientes com alto

risco de desenvolver a doenca.

IV. As amostras de sangue periférico do grupo controle coletadas serao
submetidas a testes de sangue, para verificar a auséncia das variagdes

genéticas. Para o grupo controle os critérios de inclusdo serdo idade superior a
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38 anos, e que nao apresentem diagndstico de doenga aterosclerdtica
baseados em resultados de exames de imagem. Os de exclusdo sdo os

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

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

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

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

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

pesquisa, o0 material apds os exames serao descartados.

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

IX. Fica garantido o direito de retirar o consentimento a qualquer momento,

sem e que isto leve a qualquer penalidade ou interrupcdo de meu
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acompanhamento/assisténcia/tratamento. Em caso de recusa vocé ndo sera
penalizado de forma alguma sem qualquer prejuizo a minha pessoa e que sera
mantido o total sigilo dos resultados, que serdo entregues apenas a mim ou

responsavel.

X. A participacdo na pesquisa nao acarretara custos para vocé, assim como

nao sera disponibilizado nenhum ressarcimento financeiro adicional.

Xl. Nao esta previsto indenizagdo por sua participagdo, mas em qualquer
momento se vocé sofrer algum dano, comprovadamente decorrente desta

pesquisa, tera direito a indenizagao requerida em termos legais.

Eu , RG , abaixo

assinado, discuti com o Dr. Fabio Campedelli, sobre a minha decisdao em

participar nesse estudo. Declaro ter recebido e compreendido todas as
informacdes referentes aos propositos do estudo, procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participagao é
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu

possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Goiania, , de , de 201 _.
I 1
Assinatura do participante Data
/1
Assinatura do responsavel pelo estudo Data
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