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RESUMO

A aterosclerose ¢ uma doenga inflamatéria cronica multifatorial que ocorre em resposta a
agressao endotelial, acometendo a camada intima de artérias de médio e grande calibre. A
hipertensdo arterial sist€émica ¢ considerada o principal fator de risco para a formagao das
placas aterogénicas, aumentando o risco de eventos cardiovasculares em duas a trés vezes.
Varios genes estao envolvidos no processo da aterogénese e da hipertensao, nesta pesquisa
foram estudados alguns polimorfismos de genes candidatos participes do processo que
envolve ambas patologias, os polimorfismos G894T e T786C do gene eNOS, e os
polimorfismos dos genes GSTTI e GSTM1. O objetivo deste trabalho foi analisar e associar
tais polimorfismos em individuos ateroscleroticos hipertensos e em individuos com auséncia
de hipertensdo e aterosclerose. Este estudo trata-se de um caso-controle onde foram
analisadas 267 amostras sendo 100 do grupo controle e 167 do grupo caso. As amostras foram
submetidas a extracdo de DNA, em seguida a PCR e analisadas em gel de agarose a 1,5%,
corados com brometo de etidio a 5 g/mL. Logo depois os resultados foram comparados
utilizando o Teste Qui-Quadrado e o Teste G. Os resultados apontaram para uma prevaléncia
do genoétipo GT (76%) e do alelo mutante T (55,5%) do polimorfismo G894T (eNOS), com o
p igual a 0,03. J& para o polimorfismo T786C (eNOS), o gendtipo heterozigoto (TC)
representou 58% da amostragem, com o alelo C prevalecendo com 61%, porém nao houve
significancia estatistica. Ja na analise do gene GSTTI houve prevaléncia do genotipo presente
(84%) assim como da presenca de GSTMI (73%), sendo que em ambas associagdes o p
detectado foi menor que 0,05. Foi encontrada associagdo entre o tabagismo apenas com o
polimorfismo GSTM1. Quanto ao alcoolismo houve associacdo somente entre o0 GSTT/ e o
habito de beber. Sao muitas as possiveis interacdes desses polimorfismos e o
desenvolvimento da aterosclerose e hipertensao, mas ainda sdo necessarios mais estudos para

uma maior elucidagdo destas associagdes.

Palavras-chave: aterosclerose, hipertensao, eNOS, GSTT1, GSTM1.
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ABSTRACT

The atherosclerosis is a multifactorial chronic inflammatory disease that occurs in response to
the endothelial aggression, compromising the intimate layer of media and large caliber
arteries. The systemic arterial hypertension is considered the main risk factor for the
formation of atherogenic plates, increasing the risk of cardiovascular events between two and
three times. Several genes are involved in the process of atherogenesis and hypertension, this
research studies some polymorphisms for candidates genes that participates in the process
which involves both pathologies, the polymorphisms G894T and T-786C of the genes eNOS,
and the polymorphisms of the genes GSTT/ and GSTM1. The objective of this work was to
analyze and associate such polymorphisms in hypertensives atherosclerotics individuals and
in individuals with absence of hypertension and atherosclerosis. This study deals with the
control-case in which 267 samples were analyzed, of which 100 of control group and 167 of
the group case. The samples were submitted to DNA extraction, then to PCR and analyzed in
1,5 % agarose gel, stained with ethidium bromide at Spug/mL. Soon after, the results were
compared using the Chi-Square test and the G-test. The results point to a prevalence of
genotype GT (76%) and the mutant allele T (56%) of the polymorphism T786C (eNOS), with
the p equal to 0.03. For the polymorphism T786C eNOS, the heterozygote genotype (TC)
represented 58% of the sample, with the allele C prevailing with 61%, but there was no
significant statistics. In the analysis of the gene GSTT1 prevailed the present genotype (84%)
as well as the presence of GSTMI (73%), in both associations the p detected was less than
0.05. Smoking association was found only in the polymorphism GSTMI. Regarding to
alcoholism, there was only association between GSTT! and the habit of drinking. There are
many possible interactions of these polymorphisms and the development of atherosclerosis

and hypertension, but more studies are necessary for further elucidation of these associations.

Keywords: atherosclerosis, hypertension, eNOS, GSTT1, GSTM1.
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1. INTRODUCAO

Leonardo da Vinci (1452—-1519) em um de seus manuscritos apresentou uma das
primeiras descrigdes conhecidas de aterosclerose — o entupimento de uma artéria em
decorréncia do acimulo de gordura (KEELE, 1973). Curiosamente, a aterosclerose também ¢
encontrada em estudos paleopatologicos em mumias antigas ou medievais. A primeira
constatacdo da aterosclerose, confirmada em evidéncias morfologicas, foi feita em mumias

egipcias de milhares de anos de idade no inicio do século XX (KIM et al., 2015).

A aterosclerose ¢ caracterizada por lesdes chamadas de placas de ateroma, que se
projetam para as luzes vasculares onde podem causar obstrugdes e, por vezes, outras
complicagdes tais como: insuficiéncia vascular periférica, acidente vascular encefalico
(AVE), doencas cardiacas isquémicas, infarto agudo do miocardio (IAM) e morte subita
(SCHOEN et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2013). Essas complicagdes estdo entre as
principais causas de mortalidade do mundo (MURRAY et al., 2013).

As placas ateromatosas podem se iniciar durante a infancia, mas s6 se observam as
lesdes arteriais no decorrer de décadas, quando surgem os sintomas da lesdao (RIBEIRO
&SHINTAKU, 2004). Além do histérico familiar, varios fatores de riscos podem ocasionar o
aparecimento da doencga, tais como: hipertensdo arterial, diabetes mellitus, maus habitos

alimentares, tabagismo, alcoolismo, obesidade e sedentarismo (THOMPSON et al., 2013).
1.1 ATEROSCLEROSE

O termo aterosclerose deriva do grego “athero” cujo significado ¢ mingau, papa ou
caldo e “sclerosis” quer dizer endurecimento (GOTTIEB et al., 2005). Silenciosa e insidiosa,
essa enfermidade representa o evento patologico inicial das doengas cardiovasculares como o
infarto cerebral, as doencas cardiacas isquémicas, infarto agudo do miocardio e morte stbita
(MARTELLI, 2014; NASCIMENTO et al., 2013). A aterosclerose ¢ uma doenca inflamatéria
cronica de origem multifatorial que ocorre em resposta a agressdao endotelial, acometendo
principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre (BEDI et al., 2010). E a
causa primaria de doenga arterial corondria (DAC) e (AVE), sendo responsavel por

aproximadamente 50% das mortes em paises ocidentais (ROBERTS, 1995; DZAU, 2004).
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As lesdes aterosclerdticas resultam da acumulagao de lipidios e macrofagos/ linfocitos
na intima de artérias de grande calibre. A deposicao desses materiais carreados pelo sangue e
0 consequente espessamento da parede muitas vezes podem comprometer significativamente
a luz residual que levam a eventos isquémicos distais e a estenose arterial. No entanto, essas
lesdes iniciais da camadas de gordura também podem evoluir para placas, as quais sdo
susceptiveis a ruptura. A ruptura da placa inicia-se a partir da adesao de plaquetas, agregacao
na superficie vascular exposta e a ativacdo da cascata de coagulacio (BADIMON et al.,

2012).

Dependendo da atividade inflamatoria apresentada ¢ possivel classificar as placas
ateromatosas como estavel, a qual apresenta maior conteido de colageno, poucas células
inflamatoérias, com nucleo lipidico e necrdtico menor, associado a capa fibrdtica espessada e
instavel, quando esta apresenta intensa atividade inflamatoria, grande atividade proteolitica
(degradagdo e interrupcao de produgdo da matriz extracelular), proeminente nacleo lipidico e

necroético, e fina capa fibrotica (LIBBY et al., 2005).

O endotélio vascular saudavel ¢ responsavel por promover a vasodilatagdo, inibir a
ativacdo de plaquetas e leucdcitos, inibir a angiogénese, prevenir trombose e proliferagao de
células musculares lisas, além de provocar alteragdes funcionais adaptativas causadas pela
liberacao de varias substancias com atividades pré e anticoagulantes (FAVARATO et al.,
2003). Contudo, o endotélio disfuncionante tem o potencial para exercer todos os efeitos

contrarios (GANZ et al., 2003).

O oxido nitrico (NO do inglés, “nitric oxide’’) derivado do endotélio ¢ um elemento de
curta duragao essencial a homeostasia vascular e participa de processos que incluem: a
vasodilatacdo, a sinalizagdo celular, a inibi¢do da adesdo de plaquetas, ¢ a inibicao da
proliferagao do musculo liso na parede do vaso. A perda dessa funcao protetora do endotélio
exercida pelo NO pode ser um evento desencadeante da doenca aterosclerotica em humanos,
por isso ¢ também um marcador precoce de risco de aterosclerose. Na presenca de fatores
inflamatoérios e de risco cardiovascular, ocorre a diminuigdo do NO o que propicia o aumento
da vasoconstricao, trombose, inflamacdo e proliferacdo celular na parede vascular (LEE,

2016).
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Figura 1 — O LDL fica retido no espago subendotelial onde esta sujeito a modificacdo oxidativa pelas
células vasculares residentes, tais como células de musculo liso, células endoteliais € macrofagos. O
LDL oxidado estimula a quimiotaxia de monocitos (A), impede a saida de mondcitos (B), e auxilia a
formacdo de células espumosas (C). Uma vez formado, o LDL oxidado também resulta em disfuncéo
e lesdo endotelial (D), e células espumosas se tornam necroticas, devido ao acimulo de LDL oxidado

(E). Fonte: adaptado de Stocker, 2004.

Devido a disfungao endotelial (Fig. 1) ¢ iniciada a formacao da placa aterosclerdtica
com a agressao ao endotélio vascular por causa dos fatores de risco como elevagdao de
lipoproteinas aterogénicas (LDL, IDL, VLDL, remanescentes de quilomicrons), HAS ¢ o
tabagismo o que aumenta a permeabilidade da camada intima as lipoproteinas plasmaticas,
favorecendo a retengdo dessas no espaco subendotelial e diminuindo o NO circulante.
Retidas, as particulas de LDL sofrem oxida¢ao, causando a exposi¢ao de diversos neoepitopos
e tornando-as imunogénicas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).

Particulas de LDL modificadas induzem a secre¢do de substancias endoteliais
quimiotaticas incluindo as selectinas e as integrinas, as quais favorecem a adesdo, migragao e
o recrutamento de leucocitos (mondcitos e linfocitos) para a parede arterial e a expressao de
receptores de adesao celular (Fig. 2). A migragdo de mondcitos ocorre preferencialmente em
areas onde a camada subendotelial ¢ enriquecida com particulas de LDL modificadas e
acontece principalmente através das juncdes entre as c€lulas endoteliais. Curiosamente, ha

algumas evidéncias recentes de que os niveis elevados de colesterol LDL recrutam
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seletivamente mondcitos distintos e subconjuntos de células T para a lesdo aterosclerdtica.
Uma vez que os monocitos alcangam a camada intima, o fator estimulante de colonia induz os
mondcitos a se transformarem fenotipicamente em macrofagos e expressarem receptores
scavengers, o que promove a captagdo de muitas moléculas de colesterol e ésteres de
colesterol contidos nas particulas de LDL modificadas, dando origem as células espumosas -
caracteristica da célula constituinte da lesao aterosclerotico. Células espumosas derivadas de
macrofagos liberam citocinas, fatores de crescimento, as metaloproteinases (MMP), espécies
reativas de oxigénio (ROS) e fator tecidual perpetuando a resposta inflamatoria, induzindo a
remodelagdo vascular e aumentando a susceptibilidade a ruptura da placa e subsequente

formagdo de trombos (BADIMON et al., 2012).

Formacao da
Macrofago Formagdo oo Nocleo Capsuia FDrosa

Figura 2 — A aterosclerose comeca com lesdo (A), que é caracterizado por aumento da permeabilidade
endotelial e deposigao lipoproteina de baixa densidade (LDL) no espago subendotelial. Isto é seguido
pela adesdo de leucdcitos e transmigragdo através do endotélio. Nas fases intermédias (B), ocorre a
formacdo de células de espumosas ¢ uma resposta a doenga inflamatodria, incluindo a ativacdo de
células T, a adesdo e agregacdo de plaquetas, e ainda a entrada de leucocitos para dentro da parede dos
vasos com a migracao de células do musculo liso para a intima. Finalmente, avangada a aterosclerose
(C) é caracterizada pelo acimulo de macrofagos, formacdo do tampao fibroso, e necrose no nucleo da
lesdo. Fonte: adaptada de Ross, 1999.
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1.2 FATORES DE RISCO DA ATEROSCLEROSE
Os principais fatores de risco da aterosclerose sdo: hipertensdao arterial sistémica

(HAS), LDL aumentada, histéria familiar de DAC, diabetes mellitus, dislipidemias,
obesidade, tabagismo, sedentarismo, alcoolismo e antecedente de acidente vascular cerebral.
Idosos, mulheres ap6s a menopausa e individuos com historico familiar de doenga coronaria

sdo mais propensos a desenvolver complicagdes decorrentes da doenga aterosclerotica

(LOPEZ et al, 2006; LLOYD-JONES et al, 2004).

A intensidade da participagdo destes fatores de risco no desenvolvimento da
aterosclerose depende dos componentes ambientais e das caracteristicas genéticas de cada
individuo ou de uma populagdo, por isso ¢ considerada uma doenca multifatorial (OPARIL et

al, 2003).
1.3 A HIPERTENSAO COMO FATOR DE RISCO

A hipertensdo arterial sistémica ¢ considerado o principal fator de risco para o
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares auxiliando na formagdo de placas aterogénicas
pela diminui¢do do NO devido a disfuncdo endotelial (KOHLMANN et al., 2006;
CARVALHO et al., 2001). No Brasil 29,4% das causas de morte sao devidas as DACs, uma
vez que 12,8% destas sdao causadas por HAS (VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
HIPERTENSAO, 2010).

Em 2000 a HAS possuia a prevaléncia de 25% na populacdo mundial e a estimativa
para o ano de 2025 ¢ de 29% (TALAETI et al., 2014). Assim como a aterosclerose, a HAS ¢
uma enfermidade multifatorial caracterizada por pressao arterial sistolica maior ou igual a 140
mmHg e uma pressao arterial diastélica maior ou igual a 90 mmHg em individuos que nao
fazem o uso de medicacao anti-hipertensiva. Esta doenca associa-se a alteracdes nas fungdes,
nas propriedades mecanicas e estruturais das artérias, que podem ser observadas nas células
endoteliais, células musculares lisas e matriz extracelular com consequente aumento do risco

de eventos cardiovasculares (O’BRIEN et al., 2005; CARVALHO, et. al., 2001).

Quanto a sua etiologia, a HAS ¢ dividida em primaria e secundaria. A HAS primaéria
(ou essencial) ¢ definida quando nenhuma patologia de base pode ser encontrada que explique
a doenca, caracterizada por um disturbio de mecanismo multifatorial, pois resulta da interagao
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entre diversos fatores ambientais (consumo excessivo de sodio, alcool, tabagismo, excesso de
peso, estrese € sedentarismo) e os fatores genéticos responsaveis pela predisposi¢ao ainda tem
sido estudados. A hipertensdo essencial afeta mais de 20% da populacdo adulta em paises
industrializados e 95% de todos os hipertensos. Os 5% restantes possuem hipertensdo
secundaria, nos quais uma etiologia subjacente pode ser encontrada e quase sempre tratada

(CARRANZA, 2012; ROSSKOPF et al., 2007; RAFIQ et al., 2010).

Essa patologia repercute no sistema cardiovascular, podendo desencadear a DAC,
angina, IM, insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), acidente vascular encefalico (AVE) ou
insuficiéncia renal (CARRANZA, 2012). Em um estudo feito por Keidar e colaboradores
(1997), foi demonstrado que a fracdo LDL em pacientes hipertensos ¢ mais suscetivel a
oxidagdo que o LDL de pacientes normotensos. Uma vez que o LDL oxidado altera a fungao
endotelial e a reatividade vascular, a hipertensdo portanto torna-se um agente fundamental

para aterogénese (STANDRIDGE, 2005).

Uma vez que a HAS surge como fator de risco para as doengas cardiovasculares, o
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) também estd relacionado com a
aterosclerose. Esse sistema ¢ fundamental para o controle das fungdes renais e para regulagao
da pressao sanguinea influenciando a homeostase (DANILCZYK e PENNINGER, 2006;
PAILLARD et al., 1999). Segundo Muthusamy (2016), existem estudos abordando as
evidéncias de que o sistema renina-angiotensina-aldosterona contribua para a formagao da
placa de ateroma, pois a angiotensina II tem um amplo espectro de efeitos que podem
promover ou facilitar a aterogénese, sendo eles: aumento da geragdo de superoxido (O2),
estimulagdo da proliferagdo de musculo liso vascular, redu¢do do relaxamento arterial
endotélio-dependente, aumento da aderéncia de monocitos ao endotélio, inibigdo da ativagao
do plasminogénio e estimulagdo da producdo de lipoxigenase por macrofagos, com

subsequente aumento da capacidade dos mesmos para oxidar a lipoproteina de baixa

densidade (LDL).

Os rins sdo os Orgaos responsaveis por este mecanismo enzimatico/hormonal do
SRAA e a ativagdao desse sistema ¢ relacionado diretamente com a regulagdo da pressao

sanguinea da seguinte forma: a pressao arterial baixa, a partir da pré-renina estimula a
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producdo de renina (proteina plasmatica de origem renal) responsavel pela conversao do
angiotensinogénio em angiotensina I, esta quando passa pelos vasos pulmonares ¢
rapidamente convertida em angiotensina II, por meio da enzima conversora da angiotensina I
(ECA). Por sua vez, a angiotensina Il produz vasoconstri¢ao nas arteriolas, através da ligagao
aos receptores de membrana (AT1 e AT2), o que faz com que a pressao arterial aumente até
os niveis normais. Este hormonio também estimula as glandulas suprarrenais a secretarem
aldosterona, a qual exerce um efeito direto sobre o rim, reduzindo a excrecao tanto de dgua
como de Na+ na urina. Como consequéncia, tanto a dgua quanto o Na+ ficam retidos no

sangue, 0 que aumenta o volume sanguineo, fazendo com que a pressao arterial retorne ao

normal (Figura 3) (GUYTON, 2011).

- ~ Conversao
Sistema Renina Enzimatica

Angiotensina _

Aldosterona Secreg3o
Indugio
Ligag3ao

Figura 3 - Representacdo esquemadtica do sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona. A renina
converte o angiotensinogénio (AGT) em angiotensina 1 (Ang 1). Ang 1 ¢ entdo convertido em
angiotensina Il (Ang 2) ligada a ECA. Em seguida, a Angiotensina II liga-se ao receptor AT1. Fonte:
adaptado de Claassen, 2013.
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A maioria das a¢des da angiotensina II relaciona-se a ativacdo do receptor AT1. Esse
receptor tem importantes fungdes na aterogénese, pois a sua ativacdo pela producao de
radicais livres provoca a disfuncdo endotelial, proliferacdo de células musculares lisas,
expressdo de varios genes responsaveis pela modulagdo e transcrigdo de moléculas pro-
inflamatérias, aumenta a oxidagdo de LDL, promove a captacdo de LDL oxidada por

macrofagos gerando as células espumosas e tudo isso estd na base do processo aterosclerotico

(LUFT et al, 1999).
1.3.1 ASPECTOS GENETICOS DA HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

A pressao arterial (PA) passou a ser alvo de estudos genéticos por volta da década de
1980, (HARRAP, 2009). Hoje novas tecnologias facilitam a detec¢ao de variantes genéticas
com os estudos de genes candidatos classicamente relacionados a regulagao da PA. A pressao
arterial ¢ uma caracteristica hereditaria e estimativas de herdabilidade sugerem que 15-60%
podem ser atribuidas a fatores genéticos (NORTON et al., 2010). A arquitetura genética da
regulacao da PA, a qual ¢ definida pelo numero de variantes genéticas, suas frequéncias e

seus efeitos nos fenotipos, ainda ndo foi bem elucidada (ARORA, 2010).

Quando uma variante genética alcanca uma frequéncia maior ou igual a 1% na
populagdo mundial passam a ser denominadas de polimorfismos genéticos. (BALASUBRA-
MANIAN et al., 2004), diferentemente de mutacdes, as quais sao raras ¢ demonstram alta
penetrancia e pouca influéncia de fatores ambientais. Além disso, os polimorfismos
funcionam como fatores de baixa penetrancia e podem apresentar susceptibilidade varidvel a

fatores ambientais de risco (FILHO e ASGO, 2005).

A HAS possui muitos genes candidatos que tem sido analisados, incluindo os que
codificam componentes do SRAA (ROSSKOPF et al., 2007). Dentro desse sistema
destacamos os seguintes genes: gene da ECA (enzima conversora de angiotensinogénio) que
esta associado a hipertensdo arterial na maioria da populacio (PROCOPCIUC et al., 2002),
com um polimorfismo de Insercdo/Dele¢ao de 287pb no intron 16 (NAKALI et al., 1994) o
qual pode influenciar a concentracdo sérica de ECA e afetar a pressao arterial através de
mudangas na Angiotensina II, aldosterona, e/ou outras substancias vasoativas (HARRAP et

al.,, 1993). O gene do AGT (angiotensinogénio) com a localizagdo citogenética 1q42-43,
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(GAILLARD-SANCHEZ et al, 1990) ¢ composto por cinco éxons e quatro introns
distribuidos em 13kb de sequéncias gendmicas (NIU et al., 1999). O gene da renina esta
localizado no cromossomo 1q32.1 e possui seis éxons e quatro introns (SUNDER-
PLASSMANN et al, 2002) sendo que o polimorfismo G2646A no gene da renina esta situado
no intron nove do gene e onde ha a substitui¢do de uma guanina (G) por uma adenina (A) na
posi¢ao 2646 (FROSSARD et al, 1998). O gene para o receptor tipo 1 da angiotensina II esta
localizado no cromossomo 3, composto por 5 éxons distribuidos em 45 kb (SCHMIDT et al.,
1997, ERDMANN et al., 1999) que se correlaciona com a hipertensao arterial (PIROLA,
2000), provavelmente por uma interagdo epistatica com o polimorfismo de I/D do gene da
ECA e, possivelmente, associando-se também as doengas coronarianas (TIRET et al., 1994).
E por fim o gene da aldosterona sintetase (CYP11B2) situando-se no cromossomo 8q24,
possui um tamanho de 7.3 kb, com um polimorfismo bialélico de nucleotideo unico, -
344C®T, ou seja, a transi¢cdo de uma citosina por uma timina, situado na regido promotora

deste gene (WHITE et al., 1995).
14 Genes candidatos

Nesta pesquisa foram estudados alguns polimorfismos de genes candidatos participes

do processo que envolve a hipertensdo arterial € também esta presente na aterogénese, sendo

eles: eNOS, GSTT1, GSTM1.
1.4.1 Gene da sintese de 6xido nitrico endotelial (eNOS)

O oxido nitrico (NO) ¢ produzido pelas enzimas 6xido nitrico sintase endotelial
(eNOS), neuronal (nNOS) e induzivel (iNOS). Sendo que a eNOS ¢ a principal fonte do NO
gerado no sistema vascular, sintetizada a partir de L-arginina, possui uma importante fungao
no controle cardiovascular especialmente para a vasodilatacdo (CHANNON et al., 2002;
NASCIMENTO, 2013; RUSH et al., 2005). O NO derivado do endotélio influencia o
relaxamento das células musculares lisas vasculares, inibe plaquetas e leucocitos aderidos ao
endotélio vascular, impede a migragdo e proliferacdo de células musculares lisas, além de

limitar a oxidagdo da LDL (YANG et al., 2015)

O gene eNOS humano esté localizado no cromossomo 7 (7q35-36) que ¢ composto por

26 éxons e 25 introns, com um comprimento de 21 kb e ¢ constitutivamente expresso em
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células endoteliais vasculares (MARSDEN et al., 1993). A atividade alterada do gene da
eNOS, em razdo de polimorfismos, pode levar a deficiéncia de NO propiciando a hipertensao,
enfarte do miocardio, doenca arterial coronariana e insuficiéncia cardiaca, além de
associarem-se com o aumento do risco de complicagdes cardiovasculares e hipertensao
(GONZALEZ, 2009). Varios polimorfismos tém sido identificados no gene da eNOS, dentre
eles abordaremos neste estudo o G894T e o T786C sendo estes polimorfismos de um tnico

nucledtideo (SNPs) (VALLANCE et al., 1989).

No SNP G894T, ha uma substituicdo de uma guanina por uma timina no éxon 7
fazendo a troca de um glutamato por um aspartato na posi¢ao 298 da proteina (Glu298Asp)
(PICCOLI et al., 2008). Valdman e colaboradores (2002) relatou em seus estudos que essa
alteragdo ¢ capaz de reduzir a producdo de NO a nivel basal. Pesquisas sugerem que
consequéncias funcionais desse polimorfismo esteja associada a uma diminuicao de até 80%
da atividade da eNOS e a um aumento da susceptibilidade a clivagem da proteina eNOS

(WANG et al., 2000; TESAURO et al., 2000).

A presenga de uma mutagao T786C da regido promotora (5°- regido flanqueadora) do
gene eNOS ocorre uma substituicdo de um nucleotideo T por um C na posi¢ao 786 resultando
na diminuicdo da sintese do 6xido em aproximadamente 50% (ROPERS, 2007; ZHANGZ et
al., 2008). Um estudo feito por Hyndman et al., 2002, relataram que o polimorfismo T786C ¢

significativamente associada com hipertensdo em uma populagao masculina adulta saudavel.
1.4.2 Glutationa S-Transferase (GST)

As GSTs sdo encontrados em praticamente todas as espécies eucaridticas e geralmente
sao distribuidas na natureza, sendo que oito classes distintas de GSTs foram identificados:
a(GSTA), m(GSTM), Y(GSTT), P(SGPC), S(GSTs), K(GSTK), O (GSTO), e T (GSTZ)
(STRANGE et al., 2001). Neste trabalho abordaremos dois loci em particular: GSTMI e
GSTTI. A variante mais comum dos genes GSTM1 e GSTTI ¢ a delegdo homozigoética, ou
seja, gendtipo nulo (GSTTI-nulo e GSTM1-nulo) o qual tem sido associado com a perda de
atividade enzimatica e o aumento da susceptibilidade a danos citogenéticos (HAYES et al.,
2000; NORPPA., 2004) tendo em vista que essas enzimas metabolizam os xenobioticos os

quais tem agao protetora contra o estresse oxidativo enddgeno e potenciais toxinas exdgenas.
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Hussain e colaboradores (2012), concluiram que tais polimorfismos podem ser um
fator de risco para hipertensdo. Além disso, estudos indicaram que a auséncia de GSTMI e

GSTTI esta associada com um aumento significativo do risco de doenca cardiaca coronaria

(figuras 3 e 4) (WANG et al., 2010).

Aleks Musmn

Figura 4 — [lustra¢do da delecdo de GSTMI1. Sao mostradas as posi¢des relativas dos genes da classe Mu de
GST, no cromossomo 1p, e a representacdo do alelo selvagem e polimorfico do gene GSTM 1. Fonte: adaptado

de Parl, 2005 e Reis 2010.

Figura 5 — [lustrag@o da dele¢do de GSTT1. Sdo mostradas as posi¢des dos genes da classe Theta de GST, no
cromossomo 22q, ¢ a representagdo do alelo selvagem e polimoérfico do gene GSTT!. Fonte: adaptado de Parl
(2005) e Reis (2010).
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2 OBJETIVOS

Analisar os polimorfismos G894T e T786C do gene eNOS, e os polimorfismos de
GSTM1 e GSTTI em individuos ateroscleroticos diagnosticados com hipertensao (grupo caso)

e individuos com auséncia de hipertensao e aterosclerose (grupo controle).
2.1  OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Detectar os polimorfismos G894T e T786C do gene eNOS nas populagdes estudadas;

* Detectar a presenca ou auséncia dos genes GSTTI e GSTMI nas populagdes

estudadas;

* Analisar a associacao dos polimorfismos G894T, T786C, GSTTI ¢ GSTM1I no grupo

caso e no grupo controle;

* Verificar qual ¢ o genotipo mais frequente de cada um dos polimorfismos estudados

associando-o a aterosclerose e hipertensdo na populacao estudada;

* Verificar possiveis associagdes entre os polimorfismos G894T (eNOS), T786C
(eNOS), GSTTI e GSTM1 com os fatores de risco: habito de ingerir bebida alcoolica e
habito de fumar.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este projeto recebeu a anuéncia da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa/Sistema
Nacional de Informagdes Sobre Etica em Pesquisas envolvendo Seres Humanos através do
CEP/PUC GOIAS cujo numero da aprovagio é: 35321614.3.0000.0037. Todos os
participantes da pesquisa receberam e assinaram um questionario (Anexo A) pertinente ao

projeto e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B).
3.1 Participantes da Pesquisa

O grupo amostral foi composto por 267 participantes, sendo subdividido em dois
grupos: o grupo controle, o qual foi constituido por 100 participantes e grupo caso constituido
por 167 pessoas. Exceto para a deteccdo do polimorfismo T786C do gene eNOS, pois duas

amostras foram insuficiente no grupo caso, sendo entdo composto por 165 individuos.

O diagndstico prévio da doenca aterosclerdtica foi baseado em exame clinico e
confirmado através de métodos de diagndsticos por imagem, sendo eles: eco color Doppler,
angiotomografia e/ou angiografia digital, angiotomografia e/ou cineangiocoronariografia

variando de acordo com o quadro do paciente.

Nesta pesquisa foram considerados pacientes hipertensos somente aqueles individuos

que estavam em tratamento medicamentoso para hipertensao.
3.1.1 Grupo Controle

Critério de inclusdo: ter aceito responder ao questionario (anexo A) e assinado o termo
de consentimento livre e esclarecido (anexo B); com idade superior a 38 anos, € que nao
apresentasse diagnostico de doenga aterosclerdtica nem hipertensao baseados em critérios
clinicos (anamnese, exame clinico, auséncia de sintomas, sem alteragdes vasculares
periféricas e diagnostico clinico laboratorial) e/ou exame de imagem ndo invasivo (Eco

Doppler).

Critério de exclusdo: pessoas menores de 38 anos e/ou que nao aceitassem participar

da pesquisa.

3.1.2 Grupo Caso
29



Critério de inclusdo: ter aceito responder ao questionario (anexo A) e assinado o termo
de consentimento livre e esclarecido (anexo B); idade superior a 38 anos, com diagndstico de
aterosclerose em tratamento medicamentoso e/ou submetidos aos procedimentos vasculares
intervencionistas (angiografia) e em tratamento medicamentoso; estar em tratamento para
hipertensdo. Haja visto que o diagndstico prévio da doenca aterosclerdtica foi baseado em
exame clinico e confirmado 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.

Critério de exclusdo: menores de 38 anos e/ou que nao aceitasse participar da

pesquisa.
3.2 Coleta e Armazenamento das Amostras

A coleta das amostras foi realizada na Clinica Angiogyn no municipio de Goiania de
pacientes da rede privada e credenciados no Sistema Unico de Satide (SUS). As amostras
consistiam em sangue periférico venoso sendo coletadas em tubos contendo heparina. As
amostras foram levadas ao Laboratério do Nucleo de Pesquisas Replicon da Pontificia
Universidade Catoélica de Goias afim de serem armazenadas em criotubos, preservados a -

20°C, para posterior extracao do DNA.
33 Extracao e quantificacio de DNA

A obtencdo do DNA foi realizada utilizando-se o kit Kaswi® (Genomic DNA
Purification Kit), em seguida os produtos da extracdo foram quantificados no
espectofotometro NanoVue™ Plus, sendo selecionadas apenas as amostras cujas
concentragdes fossem superiores a Sng/ul depois as mesmas foram submetidas a técnica da

Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR).
34 Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR

Para a investigacdo dos polimorfismos dos genes eNOS (G894T e T786C), GSTTI ¢
GSTM1 foram realizadas PCRs (sempre em duplicata) com o volume final de 25uL. Os

primers utilizados para a pesquisa destes polimorfismos foram descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 — Sequéncia nucleotidica dos primers dos genes eNOS (G894T e T786C), GSTTI ¢
GSTM1 .

F c: 5’AAGGCAGGAGAGACAGTGGATG 3°

G894T 181 pb
RN: S’ TGAAGGAAGAGTTCTGGTGGC 3’
(Adaptado de 171 pb
Tajehmiri etal, 2013) g ;. 5*TGAAGGAAGAGTTCTGGTGGA 3’
C0: 5° TTT CTC CAG CCC CTC AGA TG 3’ 387 pb
T786C 2684C : 5 GGC AGA GGC AGG GTC AGA CG 3’ 250 pb
(Adaptado de o ,
Femanten, 2016 2684T: 5" CAT CAA GCT CTT CCC TGT CT 3 176 pb
T0: 5° AGG CCC AGC AAG GAT GTA GT 3’
GSTTI F: 5 TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC 3’
(Adaptado de Martins, R: 5° TCACCGGATGGCCAGCA 3’ 480 pb
2016)
GSTMI F: 5 GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC 3’
(Adaptado de R: 5 GTTGGGCTAAATATACGGTGG 3’ 215 pb

Rodrigues, 2016)

3.5  Géis
ApoOs a realizagdo da PCR, os amplicons foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose com solucao Tris-borato de EDTA (TBE) a 1x. Os géis foram corados com brometo

de etidio (5 g/mL) e visualizados no Sistema de Video Documentacdo VDS® (Image Master

VD® - Amersham Pharmacia Biotech, EUA) (Figuras 6, 7, 8, 9 ¢ 10).

Figura 6 — Gel de agarose a 2%, corado com brometo de etideo, indicando a presen¢a ou auséncia do
alelo selvagem (G) do polimorfismo G894T do gene eNOS. O ladder (LD) confirma que os
fragmentos amplificados sdo constituidos por 181 pb. As colunas de 1 a 4 mostram a amplificagdo da
banda.
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Figura 7 — Gel de agarose a 2%, corado com brometo de etideo, indicando a presen¢a ou auséncia do
alelo mutante (T) do polimorfismo G894T do gene eNOS. O ladder confirma que os fragmentos
amplificados s@o constituidos por 171 pb. As colunas de 15, 19, 20 ¢ 21 mostram a amplificacdo da
banda.
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Figura 8 — Produto de PCR-ARMS em Gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo.
Polimorfismo T786C do gene eNOS. Colunas 1, 2, 3 ¢ 4 com as bandas de 176 pb indicam a presenga
do genotipo CC, sendo que as bandas com 387 pb indicam a presenca do controle.

LD C+ 01 02 03 04
s s e EA G A

.!_

Figura 9 — Gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo. Analise do gene GSTTI: Peso
Molecular (PM): 480 pb; C+: controle positive; Coluna 01: GSTTI nulo; Colunas 02, 03, 04: GSTT1

presente.
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Figura 10 — Gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo. Analise do gene GSTMI: Peso
Molecular (PM): 215pb; C+: controle positivo; Colunas 01: GSTMI nulo; Colunas 02, 03 ¢ 04:
GSTM 1 presente.

3.6 Analise estatistica

Para a realizagdo das analises estatisticas do coeficiente p foram utilizados o teste Qui-
quadrado e o teste G com o auxilio do software Bioestat (version 5.0; biocis-

tron.blogspot.com/).
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4 RESULTADOS

A média de idade dos participante do grupo caso foi de 61,99 anos, sendo constituido
por 167 participantes. E a média do grupo controle foi de 50,27 anos, com 100 participantes,
exceto para analise do polimorfismo T786C do gene eNOS em que as amostras de dois
participantes nao foram suficientes, sendo o grupo caso composto entdo por 165 pessoas,

portanto a média de idade para este foi de 62,08.
4.1 Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo G894T do gene eNOS

Na investigacao do polimorfismo G894T do gene eNOS foi encontrado no grupo caso
13% (17/167) de homozigotos para o alelo selvagem (GG), 76% (127/167) de heterozigotos
(GT) e 14% (23/167) homozigotos para o alelo mutante (TT). No grupo controle foi
encontrado 2% (2/100) de homozigotos para o alelo selvagem (GG), 85% (85/100) de
heterozigotos (GT) e 13% (13/100) de homozigotos para o alelo mutante (TT). Foram
detectados 6,5 vezes mais homozigose GG em pacientes do grupo caso do que no grupo

controle, o p obtido foi igual a 0,03 (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribui¢do do Polimorfismo do gene eNOS (G894T) nos grupos caso e controle.

GG GT TT Total p*
n % n % n % n %
Caso 17 13% 127 76% 23 14% 167 100% 0,03
Controle 2 2% 85 85% 13 13% 100 100%

*Teste Qui-quadrado

Quanto a frequéncia alélica do gene eNOS (G894T) no grupo caso foi encontrado 48%
do alelo selvagem (G) e 52% do alelo T, ja no grupo controle a frequéncia do alelo G foi de

44,5% e 55,5% do alelo T. O p obtido foi maior que 0,05 (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo dos alelos G e T do gene eNOS (G894T) nos grupos caso e controle

G T Total p*
n % n % n %
Caso 161 48% 173 52% 334 100% 0,4
Controle 89 44,5% 111 55,5% 200 100%

*Teste Qui-quadrado
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4.2 Frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo T786C do gene eNOS

A frequéncia genotipica do polimorfismo T786C do gene eNOS no grupo caso foi de
32% (53/165) de homozigotos do alelo C (CC), 58% (96/165) de heterozigotos (TC) e 10%
(16/165) de homozigose TT. No grupo controle foi obtido 31% (31/100) de individuos com
genotipo CC, 64% (64/100) heterozigotos (TC) e 5% (5/100) homozigotos para o alelo T
(TT). O valor de p encontrado foi maior que 0,05. No entanto, foi detectado que o genotipo

TT ¢ duas vezes mais frequente no grupo caso (Tabela 4).

Tabela 4 — Distribui¢do do Polimorfismo do gene eNOS (T786C) nos grupos caso e controle.

CC TC TT Total p*
n % n % n % n %
Caso 53 32% 96 58% 16 10% 165 100% 0,3
Controle 31 31% 64 64% 5 5% 100 100%

*Teste Qui-quadrado

A frequéncia alélica T/C encontrada no grupo caso foi respectivamente de 39% e 61%,
j& no grupo controle foi de 32% (T) e 68%(C). Nao houve diferenca estatistica entre os grupos

(Tabela 5).

Tabela 5 — Distribuicdo dos alelos T e C do gene eNOS (T786C) nos grupos caso e controle.

T C Total p*
n % n % n %
Caso 128 39% 202 61% 330 100% 0,08
Controle 74 32% 159 68% 233 100%

*Teste Qui-quadrado

4.3 Frequéncia do gene GSTT1

No estudo do gene GSTT! foi analisada a auséncia ou presenca do gene. Dessa
maneira foi encontrada a presenca deste gene em 84% (141/167) no grupo caso e apenas 65%
(65/100) dos participantes do grupo controle, os demais obtiveram o genotipo nulo. Sendo
assim a presenga do GSTTI foi 1,3 vezes maior no grupo de participantes aterosclerdticos

hipertensos em relagdo ao grupo controle. O valor de p foi igual a 0,0003 (Tabela 6).
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Tabela 6 — Distribui¢do do Polimorfismo do gene GSTT1 nos grupos caso e controle.

Presente Nulo Total p*
n % n % n %
Caso 141 84% 26 16% 167 100% 0,0003
Controle 65 65% 35 35% 100 100%

*Teste Qui-quadrado

4.4 Frequéncia do gene GSTM1

Para a analise do gene GSTM1 foi verificada a presenga ou auséncia no grupos caso
(167 participantes) e controle (100 participantes). No primeiro grupo a presenca do gene foi
detectada em 73% (122/167), no segundo a presenca foi de 60% (60/100). A frequéncia do
gene GSTM 1 encontrada em pacientes aterosclerdticos hipertensos foi 1,2 vezes maior quando

comparada ao grupo controle. O valor de p foi de 0,02 (Tabela 7).

Tabela 7 — Distribui¢do do Polimorfismo do gene GSTM nos grupos caso e controle.

Presente Nulo Total p*
n % n % n %
Caso 122 73% 45 27% 167 100% 0,02
Controle 60 60% 40 40% 100 100%

*Teste Qui-quadrado

4.5 Tabagismo

Foram analisados os polimorfismos genéticos associado ao tabagismo nos grupos caso
e controle. O nimero de amostras do grupo caso foi de 164 participantes e do grupo controle
foi de 98, pois 5 ndo responderam sobre o uso ou ndo de tabaco. Lembrando que duas
amostras nao foram suficientes para a realizagcdo da técnica de PCR no polimorfismo T786C

do gene eNOS.

Foi avaliada a associacdao entre os pacientes declarados fumantes nos grupos caso e
controle com suas respectivas frequéncias genotipicas (Tabela 6). Para o polimorfismo G894 T
do gene eNOS no grupo caso foi obtido 15% (8/54) GG, 76% (41/54) GT e 5% (5/54) TT, no
grupo controle, esta associagdo, apresentou frequéncia de 5% (1/22) GG, 82% (18/22) GT e
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14% (3/14) TT, ndo houve diferenca estatistica significante entre os grupos (p= 0,37). No

polimorfismo T786C do gene eNOS no grupo caso, foram encontrados 35%(19/54) CC, 58%
(31/54) TC e 7%(4/54) TT, no grupo controle os valores obtidos foram: 18% (18/22) CC, 0%
(0/22) TC e 73% ( 16/22) TT, sendo o p igual a 0,06 sem diferenga estatistica significante.

Para o gene GSTT]1 foi detectado no grupo caso a presenca em 81% dos fumantes e no grupo

controle 73% onde o p foi igual a 0,4. O gene GSTM no grupo caso estava presente em 80%

dos fumantes e no grupo controle 55%, com o p igual a 0,03 (Tabela 8).

Tabela 8 — Associag@o do habito de fumar com os polimorfismos nos grupos caso e controle.

Caso Controle
Fumante Total Fumante Total
Polimorfismo Genotipo n % n % n % n % p*x
GG 8 15% 54 100% 1 5% 22 100%
G894T GT 41 76% 54 100% 18 82% 22 100% 0,37
TT 5 9% 54 100% 3 14% 22 100%
CcC 19 35% 54 100% 4 18% 22 100%
T786C TC 31 58% 54 100% 18 82% 22 100% 0,06
TT 4 7% 54 100% 0 0% 22 100%
Presente 44 81% 54 100% 16  73% 22 100%
GSTT1 0,4
nulo 10 19% 54 100% 6 27% 22 100%
Presente 43 80% 54 100% 12 55% 22 100%
GSTM1 0,03
nulo 11 20% 54 100% 10 45% 22 100%
** Teste G

Foi analisada também a associagdo entre os participantes que nunca fumaram dos

grupos caso e controle. Os resultados obtidos com o polimorfismo G894T do gene eNOS no
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grupo caso foram: 6% (4/66) GG, 73% (48/66) GT, 21% (14/66) TT, no grupo controle
foram: 0% (0/63) GG, 86% (54/63) GT, 14% (9/63) TT, com o p igual a 0,03. No
polimorfismo T786C do gene eNOS no grupo caso, foram encontrados 26% (17/65) CC, 62%
(40/65) TC, 12% (8/65) TT, no grupo controle 27% (17/63) CC, 65% (41/63) TC, 8% (5/63)
TT, ndo houve diferenga estatistica significante. Para o gene GSTT]1 foi detectado no grupo
caso a presenca em 89% dos fumantes e no grupo controle 60% onde o p foi menor que
0,0001. O gene GSTMI no grupo caso estava presente em 73% dos fumantes e no grupo
controle 62%, com o p igual a 0,1 (Tabela 9).

Tabela 9 — Associacdo das pessoas que nunca fumaram com os polimorfismos nos grupos caso ¢
controle.

Caso Controle
Nunca Fumou Total Nunca Fumou Total

Polimorfismo  Genoétipo n % Total total n % n % p**
GG 4 6% 66 100% 0 0% 63  100%

G894T GT 48 73% 66 100% 54 86% 63  100% 0,03
TT 14 21% 66 100% 9 14% 63  100%
CC 17 26% 65 100% 17 27% 63  100%

T786C TC 40 62% 65 100% 41 65% 63  100% 0,71
TT 8 12% 65 100% 5 8% 63  100%
Presente 59 89% 66 100% 38 60% 63  100%

GSTT1 <0,0001

nulo 7 11% 66 100% 25 40% 63 100%
Presente 48 73% 66 100% 39 62% 63 100%

GSTM1 0,1
nulo 18 27% 66 100% 24 38% 63  100%

** Teste G

Também foram associados os participantes dos grupos caso € controle ex-fumantes,
foram considerados assim aqueles que relataram deixar de fumar ha mais de 15 anos. As
frequéncias obtidas do polimorfismo G894T do gene eNOS no grupo caso foram: 7% (3/44)
GG, 82% 36/44 GT, 11% (95/44) TT e grupo controle: 0% (0/13) GG, 92% (12/13) GT, 8%
(1/13) TT, com o p igual a 0,4. No polimorfismo T786C do gene eNOS no grupo caso, foram
encontrados 33% (14/43) CC, 60% (26/43)TC, 7% (3/43) TT, no grupo controle foram: 54%

38



(13/7) CC, 38% (5/13) TC, 8% (1/13) TT, com o p igual a 0,4. O gene GSTT]1 foi detectado
em 82% dos fumantes do grupo caso e no grupo controle 77% onde o p foi igual a 0,7. O gene
GSTM1 no grupo caso estava presente em 73% dos fumantes e no grupo controle 62%, com o
pigual a 0,4 (Tabela 10).

Tabela 10 — Associacdo das pessoas que pararam de fumar ha mais de 15 anos com os polimorfismos
nos grupos caso e controle.

Caso Controle
(Ex-fumante) Total (Ex-fumante) Total

Polimorfismo  Gendtipo n % n % n % n % p**
GG 3 7% 44 100% 0 0% 13 100%

G894T GT 36 82% 44 100% 12 92% 13 100% 04
TT 5 11% 44 100% 1 8% 13 100%
ccC 14 33% 43 100% 7 54% 13 100%

T786C TC 26 60% 43 100% 5 38% 13 100% 04
TT 3 7% 43 100% 1 8% 13 100%
Presente 36 82% 44 100% 10 77% 13 100%

GSTT1 0,7
nulo 8 18% 44 100% 3 23% 13 100%
Presente 32 73% 44 100% 8 62% 13 100%

GSTM1 0.4
nulo 12 27% 44 100% 5 38% 13 100%

** Teste G

4.6 Bebida alcoolica

Foi realizada a analise dos polimorfismos genéticos em relagdo ao consumo de bebida
alcodlica. O ntimero amostral do grupo caso foi de 164 pessoas (trés nao responderam se
consumia ou ndo alcool) com excegao da analise do polimorfismo T786C do gene eNOS que

foi de 162. Ja o grupo controle foi composto por 100 participantes.

A associagdo dos participantes que responderam sim para o consumo de alcool para o
polimorfismo G894T do gene eNOS resultou nos seguintes valores do grupo caso: 0% GG,
100% (15/15) GT e 0% TT e no grupo controle: 0% GG, 85% (17/20) GT e 15% (3/20)TT,
com o p igual a 0,17. Para o polimorfismo T786C ainda no gene eNOS os resultados do grupo
caso foram: 40% (6/15) CC, 40% (6/15) TC e 20% (3/15) TT, no grupo controle foram: 25%
(5/20) CC, 70% (14/20) TC, 5% (1/20) TT, ndo havendo diferenca estatistica significante
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(p=0,16). O gene GSTT1 estava presente em 100% do grupo caso, p igual a 0,005. O gene
GSTM1 foi encontrado em 11% do grupo caso onde o p foi igual a 0,59 (Tabela 11).

Tabela 11 — Associagdo dos participantes dos grupos caso e grupo controle que declararam consumir
bebida alcodlica com os polimorfismos G894T (eNOS), T786C (eNOS), GSTT1, GSTM].

Grupo Caso Grupo Controle
SIM Total SIM Total p**
Polimorfismo Genotipo n % n % n % n %
GG 0 0% 15 100% 0 0% 20 100%
0,17
G894T GT 15 100% 15 100% 17 85% 20 100%
TT 0 0% 15 100% 3 15% 20 100%
CcC 6 40% 15 100% 5 25% 20 100%
T786C TC 6  40% 15  100% 14 70% 20 100% 0,16
TT 3 20% 15 100% 1 5% 20 100%

Presente 15 100% 15 100% 14 70% 20 100%
GSTT1 0,005
nulo 0 0% 15 100% 6 30% 20 100%

Presente 11 73% 15 100% 13 65% 20 100%
GSTM1 0,59

nulo 4 27% 15 100% 7 35% 20 100%

**Teste G

Foi analisada também a associacdo dos participantes que declararam “ndo” para o
consumo de alcool com os polimorfismos pesquisados. O polimorfismo G894T do gene eNOS
resultou nos seguintes valores do grupo caso: 11% (16/149) GG, 74% (110/149) GT e 15% (
23/149) TT e no grupo controle: 3% (2/80) GG, 79% (63/80) GT e 13% (10/80)TT, sendo o p
igual a 0,05. Para o polimorfismo T786C ainda no gene eNOS os resultados do grupo caso
foram: 31% (46/147) CC, 60% (88/147) TC e 9% (13/147) TT, no grupo controle foram: 25%
(5/20) CC, 70% (14/20) TC, 5% (1/20) TT, ndo houve diferenca estatistica significante
(p=0,63). O gene GSTTI estava presente em 100% do grupo caso. E o gene GSTM! foi
encontrado em 11% do grupo caso. Em ambos os genes da familia GST foi observada

diferenca estatisticamente significante (Tabela 12).
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Tabela 12 — Associagdo dos participantes dos grupos caso e grupo controle que declararam ndo
consumir bebida alcoodlica com os polimorfismos G894 T (eNOS), T786C (eNOS), GSTT1, GSTM1.

Grupo Caso Grupo Controle
NAO NAO Total p**
Polimorfismo ~ Genétipo n % Total total n % n %
GG 16 11% 149 100% 2 3% 80 100% 0.05
G894T GT 110 74% 149 100% 63 79% 80 100% ,
TT 23 15% 149 100% 10 13% 80 100%
CC 46 31% 147 100% 24 30% 80 100%
T786C TC 88 60% 147 100% 47 59% 80 100% 0,63
TT 13 9% 147 100% 4 5% 80 100%
Presente 123 83% 149 100% 49 61% 80 100%
GSTTI 0,005
nulo 26 17% 149 100% 26 33% 80 100%
Presente 110 74% 149 100% 44 55% 80 100%
GSTM1 0,02
nulo 39 26% 149 100% 31 39% 80 100%
** Teste G
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5 DISCUSSAO

No estudo do polimorfismo G894T do gene eNOS, foi observada uma maior presenga
de homozigotos (GG) em pacientes com aterosclerose e hipertensao, pois este foi 6,5 vezes
mais frequente em pacientes do grupo caso em relagdo ao grupo controle, uma vez que
ocorreu diferenca estatistica significante entre os grupos. Também em outros estudos casos-
controles foram detectadas maiores frequéncias do genotipo GG no grupo caso, como
Mollsten e colaboradores (2009) na Dinamarca onde encontraram 64% de GG no grupo caso
e 57% no grupo controle, além desse, Cai e colaboradores (1998) na Inglaterra acharam

55,6% de GG no grupo caso e 52,11% no grupo controle.

A maioria dos participantes apresentaram o genotipo heterozigoto do polimorfismo
G894T do gene eNOS, assim como Tardin e colaboradores (2013), no Rio de Janeiro, em um
estudo que associava esse mesmo polimorfismo e a insuficiéncia cardiaca, encontrou maior
frequéncia de heterozigotos na populacdo estudada, ou seja, 48,3% de GT, 40% de GG e
11,7% de TT. Na Universidade de Florenca, Italia, a pesquisadora Fatini e colaboradores
(2005) constatou maior frequéncia do gendtipo GT em pacientes com aneurisma da aorta
abdominal (doenca associada a aterosclerose), onde 74% do grupo caso era composto por

hipertensos (p<0,0001), similarmente ao nosso estudo.

Diferente dos resultados aqui encontrados, estudos feitos em outras regides do mundo
do polimorfismo G894T do gene eNOS registraram a prevaléncia da homozigose selvagem
(GG) na populagdo estudada como por exemplo na India, em que Saini e colaboradores
(2011) pesquisaram a associag¢ao da disfuncdo endotelial e a variacao polimorfica G894T em
pacientes com historia documentada de DAC, sendo 70% desses pacientes hipertensos, e
encontraram as frequéncias genotipicas no grupo caso de 75% para GG e 25% para GT, e no

grupo controle 88% de GG e 12% de GT.

Hillermann e colaboradores (2005) na Africa do Sul detectaram uma baixa frequéncia
do genotipo TT (2,4%) do polimorfismo G894T do gene eNOS. Alguns estudos relataram a
auséncia do genotipo TT em suas populagdes estudadas (SAINI et al., 2011; MOON et al.,
2002; KATO et al., 1999; NISHEVITHA, et al., 2009).
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A anélise da distribuicao dos alelos G e T do polimorfismo G894T do gene eNOS nos
grupos caso e controle mostrou nao haver diferenga estatisticamente significante. Uma vez
que o alelo G estava presente em 52% no grupo caso e 56% no grupo controle. Corroborando
com este resultado, em um estudo realizado em 2013 por José Hinz e colaboradores foi
avaliada a influéncia desse mesmo polimorfismo na evolugdo clinica precoce em pacientes
submetidos a cirurgia cardiaca e encontraram uma frequéncia alélica de 71% para o alelo G e
29% para o alelo T sendo 500 pacientes, dentre esses 72,4% eram hipertensos com os

seguintes genotipos: GG (50,82%), GT (39,78%) e TT (40%).

Uma meta-analise de 34 estudos envolvendo 21.068 participantes foi conduzida para
investigar a associa¢ao entre o polimorfismo G894T e infarto agudo do miocéardio (IAM).
Constataram que o alelo T estd associado ao aumento do risco IAM em asiaticos. Os
resultados indicaram que a etnia desempenha um papel importante na associagdo entre o

polimorfismo G894T do gene eNOS e IAM (LUO, 2014).

Com relagdo a hipertensao e o polimorfismo G894T do gene eNOS, em uma outra
metanalise realizada por Niu e colaboradores (2011) com 19.284 participantes do grupo caso
e 26.003 do grupo controle verificou-se que o alelo T em todas as populagdes de estudo teve

um risco aumentado de 16% para a hipertensao (p = 0,001).

No estudo do polimorfismo T786C do gene eNOS, foi observada uma maior
porcentagem de pacientes com aterosclerose e hipertensdo na presenga do gendtipo
homozigoto (TT), pois este foi 2 vezes mais frequente em pacientes do grupo caso em relagao
ao grupo controle, contudo ndao houve diferenca estatistica significante entre os grupos.
Semelhante aos nossos resultados, em um estudo polonés Kosior-Jarecka e colaboradores
(2016) encontraram 45,4% no grupo caso e 36,4% no grupo controle, também sem diferenca

estatistica significante.

Com relacdo ao genotipo prevalente, assim como neste estudo, em uma populagao
italiana foi constatada a maior prevaléncia do gendtipo TC do gene eNOS (T786C) em ambos
os grupos num estudo caso-controle que abordava pacientes com danos cardiovasculares e
hipertensdo, onde foram encontrados 55,1% no grupo caso e 61% no grupo controle

(COLOMBA, 2008). Também Colombo e colaboradores (2003) encontraram maior
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prevaléncia do gendtipo TC na duas populagdes estudadas com as frequéncias genotipicas
52,5% no grupo caso e 51,4% no grupo controle. Similarmente, Khurana e colaboradores
(2003) encontraram em uma populacdo americana uma maior frequéncia do genoétipo TC,

sendo (51%) no grupo controle e 67% no grupo caso.

No presente estudo as frequéncias do genotipo CC do polimorfismo T786C do gene
eNOS foram semelhantes quando comparadas as duas populagdes estudas, dessa mesma
forma no trabalho de Colomba e colaboradores (2008) cujas frequéncias encontradas em

ambos os grupo foi de 29%.

Na analise da distribui¢cdo alélica de T e C do polimorfismo T786C do gene eNOS,
destaca-se, o alelo C presente em 61% do grupo caso, assim como Colombo (2003), que
encontrou 51% para o mesmo alelo. Enquanto que AliReza (2012) detectou 8% da presenca
do alelo C nos pacientes estudados. Pesquisas in vitro indicam que a presenca do alelo C
reduz em cerca de 50% a atividade do promotor, assim como os niveis celulares de RNA

mensageiros € consequentemente diminui a producdo de 6xido nitrico (NAKAYAMA et al.,
1999).

Na andlise do gene GSTTI neste estudo foi observada uma maior frequéncia da
presenca do mesmo no grupo caso, sugerindo haver uma associagdo entre aterosclerose e a

hipertensao com GSTT1/ presente, o qual foi 1,3 vezes mais frequente no grupo caso.

Também em um estudo brasileiro, no estado de Sdo Paulo, Bazo e colaboradores
investigaram pacientes submetidos a angiografia com diagndstico de DAC e constataram a
prevaléncia de GSTTI/ presente. Ja na populacao da cidade de Vitdria no Espirito Santo, o

genotipo GSTT1/nulo foi em maior porcentagem (MACIEL et al., 2009).

Semelhante ao nosso estudo, na India, Girisha e colaboradores (2004) associaram o
genotipo GSTT1/presente com a DAC, sendo este detectado em 92,34% das amostras do
grupo caso, ¢ 81,82 no grupo controle. Assim como na Turquia, onde Turkanoglu e
colaboradores (2010) identificaram em pacientes isquémicos o gendtipo presente de GSTT1
em maior porcentagem. E também na Sérvia, Zivkovi¢ e colaboradores, (2014) constataram a
prevaléncia do genotipo GSTTI/presente no grupo caso, composto por pacientes com

aterosclerose sendo que 88,9% desse grupo eram hipertensos.
44



Na andlise do polimorfismo do gene GSTMI foi constatada uma prevaléncia
significante da presenca do gene em ambos os grupos, sendo 1,2 vezes maior no grupo caso o
que pode indicar haver uma associacao entre aterosclerose e hipertensao com a presenca deste

gene.

A propor¢ao de individuos com gendtipo nulo do gene GSTMI no grupo controle
(40%) esta de acordo com os dados da literatura, se aproximando das frequéncias reportadas
em estudos caso controle realizadas no Brasil (45,7%, BURIM et al., 2004; 41,3%,
COLOMBO et al., 2004) e na Europa (46,9%, D’ALO et al., 2004).

Tal qual nossos achados, em Sao Paulo, Grignoli e colaboradores (2009) analisaram o
polimorfismo do gene GSTM1 e sua relagdo com outras patologias dentre elas a aterosclerose
e relataram que o GSTMIl/presente foi mais prevalente (57,0%) em relagdo ao gendtipo
GSTM1/nulo (43,0%). Em Vitéria (ES), Maciel e colaboradores analisou 1577 individuos da

populagdo geral, e constatou uma maior prevaléncia do GSTM 1/ presente.

Semelhantemente aos nossos resultados, porém em outros locais do mundo, como na
Turquia, Taspinar e colaboradores (2012) detectaram a presenca de GSTMI em 58,2% no
grupo caso e 53,5% no grupo controle. Além desse, Wilson e colaboradores (2000) no Reino
Unido, verificaram maior frequéncia do genotipo GSTM1/presente no grupo caso (52,0%),

contudo foi observada uma menor prevaléncia desse genotipo no grupo controle (42,8%).

Quando se avalia estudos em diferentes lugares do mundo as frequéncia dos genotipos
nulos dos genes GSTTI e GSTM1 sio diferentes dos nossos resultados. Nos Emirados Arabes
Unidos, em Dubai, Huassain (2012) e colaboradores concluiram que a delecdo de GSTTI e
GSTM1I podem ser considerados um fator de risco para hipertensdo. Também Wang e
colaboradores (2012) na China, concluiram que o polimorfismo nulo de GSTT1 e de GSTM1
podem interagir sinergicamente com hipertensao, diabetes mellitus, tabagismo e aumenta o
risco da incidéncia de acidente vascular cerebral isquémico. Assim como na Turquia,
Tirkanoglu (2010) e colaboradores mostraram que os gendtipos GSTT1/nulo e GSTM 1/nulo,
em conjunto com a hipertensao, podem desempenhar um papel significativo na patogénese de

acidente vascular cerebral isquémico.
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Os resultados encontrados foram conflitantes como descritos anteriormente, tanto para
o gene eNOS avaliando os polimorfismos G894T e T786C, assim como os polimorfismos dos
genes GSTTI e GSTMI1 o que pode ser devido as diferencas na composi¢dao étnica da
populagdo brasileira (ARRUDA et al., 1998) e também diferencas quanto aos critérios de
exclusdo e inclusao dos grupos destes estudos que enfocaram outras patologias. Posto isso
faz-se necessario mais estudos para o esclarecimento da associacao desses polimorfismos com

a aterosclerose € com a hipertensao.

Apesar de haver uma contribuicao genética elevada na patogénese da aterosclerose e
da HAS, mecanismos complexos envolvendo outros fatores, tais como bebida e tabagismo,
podem interagir uns com os outros € a longo prazo podem esconder o verdadeiro papel de

eventuais polimorfismos genéticos (COLOMBA, 2008).

Em relagdo ao habito de fumar e os polimorfismos aqui estudados, foi encontrada a
associacao apenas com o gene GSTMI assim com Sultana e colaboradores em 2011. Em
quanto que nao obtivemos esta associagao com o polimorfismo G894T (eNOS) do mesmo
modo que Castro (2006). Nao houve associagdo com o polimorfismo T786C (eNOS)
corroborando com os resultados encontrados por Colombo e colaboradores (2003).
Semelhantemente, em um estudo feito por Maciel e colaboradores (2009) nao encontrou

associacao entre o polimorfismo do gene GSTT1 e o habito de fumar.

Um outro fator aqui estudado foi o consumo de bebida alcodlica, sendo analisadas
possiveis associagdes com os polimorfismos estudados. Embora hajam relatos das associagdes
dos polimorfismos G894T (eNOS), T786C (eNOS), GSTTI ¢ GSTMI1 (IDRISSI et al., 2016;
LIU et al., 2013; SYED et al., 2010; MARCHIONI et al., 2011), em nossa pesquisa nao foram
detectadas as associagdes destes polimorfismos com o alcoolismo, exceto para o gene GSTT1,

em que o p obtido foi menor que 0,05.

A aterosclerose e a HAS sao patologias multifatoriais e consequentemente um desafio
para a genética molecular (PADMANABHAN et al., 2010). Sao muitas as possiveis
interacdes desses polimorfismos e o desenvolvimento da aterosclerose e hipertensao, mas

ainda sao necessarios mais estudos para uma maior elucidagdo destas associacoes.
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CONCLUSAO

A anélise da distribuicao do polimorfismo G894T do gene eNOS nos grupos caso e
controle mostrou uma diferenca estatistica significante, onde o individuo homozigoto
do alelo selvagem (G) foi 6,5 vezes mais frequente em pacientes do grupo caso. Isso
pode sugerir que a presenca do genotipo GG tenha maior suscetibilidade a doenga

aterosclerdtica e a HAS.

A anélise da distribuicao dos alelos G e T do polimorfismo G894T do gene eNOS nos

grupos caso e controle revelou nao haver diferenga estatisticamente significante.

O genotipo GT do polimorfismo G894T do gene eNOS foi a maior frequéncia nas

duas populagdes estudadas.

Com relagdao a analise da frequéncia genotipica do polimorfismo T786C do gene

eNOS nos grupos caso e controle nao houve uma diferenga estatistica significante.

Quanto a associacao da frequéncia alélica de T e C do polimorfismo T786C gene
eNOS nos grupos caso e controle ndo houve uma diferenca significativa entre os

grupos estudos.

A presenca do gene GSTT1 nos grupos caso e controle foi 1,3 vezes maior no grupo de
participantes aterosclerdticos hipertensos em relacdo ao grupo controle com um

resultado estatisticamente significante.

A frequéncia do gene GSTM 1 encontrada em pacientes ateroscleroticos hipertensos foi
1,2 vezes maior quando comparada ao grupo controle, com uma diferenca estatistica

significante.

A associacdo com o habito de fumar foi observada apenas no polimorfismo do gene

GSTM1.

Foram detectadas associagdes entre as pessoas que declararam nunca ter fumado com

os polimorfismos G894T (eNOS) e GSTT1.
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* Nao houve nenhuma associacao entre as pessoas que pararam de fumar ha mais de 15

anos (ex-fumantes) com os polimorfismos.

* Para a variavel alcoolismo, em que os participantes declararam “sim” para o consumo

de bebida alcoolica, associada aos polimorfismos estudados houve associagao apenas
com GSTTI.
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ANEXOS

ANEXO A

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

N° PRONTUARIO: INICIAIS- N°TUBO
NOME:

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

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

FILHOS: () SIM () NAO.

QUANTOS: HOMENS ( ) MULHERES

(___)ABORTO: QTOS NATURALIDADE:
RESIDE EM:

TELEFONE: TEL. CONTATO:

PROFISSAO

1., ATUALMENTE FUMA: () SIM () NAO
QUANTO TEMPO: () MAIS 10 ANOS () MENOS 10 ANOS INICIOU COM ANOS

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

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

2. BEBE () SIM () NAO FREQUENCIA

VINHO () CERVEJA () CACHACA( ) OUTROS

1 COPO( ) 2-3 COPOS( ) 3 OU + COPOS ()
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DIAGNOSTICO:

INICIO DOS SINTOMAS AOS: ANOS
SINTOMAS:
DATA DO DIAGNOSTICO: . INICIO DO TRATAMENTO

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

D. ISQ. CORONARIANA () IAM() _/ AVE() _/

OUTRAS:

MEDICAMENTOS EM USO:

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

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

COMPLICACOES?

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

QUANDO? -
FAZ USO DE CLOPIDOGREL? SIM () DOSE: MG NAO (). POR QUANTO TEMPO?
PAROU? () QUANTO TEMPO? INIC{O ANTES DE INTERVECAO () APOS

INTERVENCAO () TRATAMENTO CLINICO: SIM( ) NAO()

OBSERVACOES:
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ANEXO B

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

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

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

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

II. A pesquisa consiste na analise laboratorial de amostras de sangue para detec¢do da
variacdo das doencas genéticas de cada paciente que possam estar relacionadas 4 alteragdes
vasculares.

III. O objetivo da pesquisa ¢ a deteccdo da variacdo das doengas genéticas de cada individuo
bem como a detecgdo de pacientes com alto risco de desenvolver a doenga.

IV. As amostras de sangue coletadas serdo analisadas para verificar a presenca das variagdes
de cada paciente. Os critérios de inclusdo sdo: pacientes maiores de 38 anos, diagnosticados
com aterosclerose em tratamento medicamentoso e/ou submetidos aos procedimentos
vasculares, que aceitem responder ao questionario e assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido. Os de exclusdo sdo: pacientes menores de 38 anos e/ou que ndo aceitem
participar da pesquisa.

V. Nenhuma pesquisa com seres humanos ¢ livre de riscos. Contudo, os procedimentos
envolvidos no presente estudo oferecem riscos aos participantes, estando relacionados a
acidentes bioldgicos e/ou complicagdes no local da coleta que podera ficar dolorido,
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avermelhado ou arroxeado. Caso ocorra qualquer tipo de dano a satide e a integridade fisica
e/ou psicologica do paciente em decorréncia dos procedimentos da pesquisa, este
terdatendimento integral e irrestrito garantido pelo pesquisador responsavel.

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

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

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

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

X. A participagdo na pesquisa ndo acarretara custos para voce€, assim como nao sera
disponibilizado nenhum ressarcimento financeiro adicional.

XI. Nao esta previsto indenizagdo por sua participacdo, 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 decisdo em participar nesse estudo. Declaro ter recebido e compreendido todas
as informagdes referentes aos propositos do estudo, procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que minha participacdo ¢ isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Goiania,  , de ,de 201 .
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Assinatura do participante Data

Assinatura do responsavel pelo estudo Data

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO-GRUPO CONTROLE

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

Meu nome € , sou o pesquisador (a) responsavel pelo projeto. As informagdes e
esclarecimentos a respeito da pesquisa serdo repassados e caso aceite participar do estudo, este
documento devera ser assinado em duas vias. A primeira sera de guarda e confidencialidade do
pesquisador (a) responsavel e a segunda 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 davida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a coordenadora responsavel
Dra. Katia Karina Verolla de Oliveira Moura no telefone: 62-3946-1385 ou através do e-mail
kkverolli@pucgoias.edu.br. Em caso de divida sobre a ética aplicada a pesquisa, vocé podera entrar
em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catélica de Goias,
telefone: (62) 3946-1512.

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

II. A pesquisa consiste na analise laboratorial de amostras de sangue para detec¢do da variagdo das
doencas genéticas de cada paciente que possam estar relacionadas & altera¢des vasculares.
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ITII. O objetivo da pesquisa ¢ a deteccdo da variagdo das doengas genéticas de cada individuo bem
como a detecg@o de pacientes com alto risco de desenvolver a doenca.

IV. As amostras de sangue do grupo controle coletadas serdo analisadas para verificar a auséncia das
variacdes de cada paciente. Os critérios de inclusdo sdo: pacientes maiores de 38 anos, e que nao
apresentem diagnostico de aterosclerose baseado em resultados de exames de imagem. Os de exclusdo
sd0: 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 aos participantes, estando relacionados a acidentes biologicos e/ou
complicagdes no local da coleta que podera ficar dolorido, avermelhado ou arroxeado. Caso ocorra
qualquer intercorréncia o paciente recebera auxilio/assisténcia no momento da coleta.

VI. Os resultados da pesquisa serao enviados para vocé e permanecerao confidenciais. Caso o

resultado seja positivo, vocé sera informado pelo médico responsavel, que ja atua no
diagnostico e tratamento dos pacientes com aterosclerose. Seu nome ou o material que
indique a sua participagdo nao sera liberado sem a sua permissao e voc€ nao sera identificado
(a) em nenhuma publicagdo que possa resultar deste estudo.

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

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

IX. Esta garantido o direito de retirar o consentimento a qualquer momento, sem, ¢ que isto leve a
qualquer penalidade ou interrup¢do de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento. Em caso de
recusa vocé ndo sera penalizado de forma alguma sem qualquer prejuizo a minha pessoa ¢ que sera
mantido o total sigilo dos resultados, que serdo entregues apenas a mim ou responsavel.
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X. A participagdo na pesquisa ndo acarretara custos para voc€, assim como nao sera disponibilizado
nenhum ressarcimento financeiro adicional.

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

Eu , RG , abaixo assinado, discuti com

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

Goiania,  , de ,de 201 .

Assinatura do participante Data

Assinatura do responsavel pelo estudo Data
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