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RESUMO

Barbosa, Andreia Marcelino; Dr?

Universidade Federal de Goias — UFG (03/2021)

Anélise do polimorfismo dos genes das familias eNOS, CYP e GST em pacientes
aterosclerdticos que fazem o uso de estatinas

Katia Karina Verolla de Oliveira Moura e Sérgio Marcelino de Oliveira

A aterosclerose € uma doenga inflamatoria cronica sendo uma das principais causas de
doenca cardiaca coronaria e derrame em humanos. Afeta grandes e pequenas artérias e é
caracterizada pelo desenvolvimento de placas ricas em lipidios na parede vascular. A
intervencdo corondria percutanea com stents pode ser uma alternativa aceitavel para pacientes
com doenca arterial coronariana, sendo um dos procedimentos mais comuns para o tratamento
de lesdes ateroscleréticas. Evidéncias tém sugerido que as estatinas, além da reducdo da
lipoproteina de baixa densidade, exibem propriedades de estabilizacdo da placa aterosclerética
e homeostase endotelial; efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes, antiproliferativos e
imunomoduladores; normalizacdo do fluxo simpético e prevencgdo da agregacao plaquetaria. A
busca por determinantes genéticos da aterosclerose vem ocorrendo ha décadas. Atualmente,
esta linha de pesquisa esta focada na identificacdo de genes candidatos implicados em vias de
aterogénese conhecidas e na realizacdo de estudos de associacdo para avaliar seus papéis no
desenvolvimento da patologia. Analisar o polimorfismo dos genes das familias eNOS, GST,
CYP em pacientes aterosclerdticos que fazem o uso de estatinas, analisando um grupo caso —
aqueles que possuem stent — e um grupo controle — aqueles que ndo possuem stent — para
realizar uma comparacao da terapéutica das estatinas. O estudo das frequéncias alélicas e
genotipicas demonstraramm que a populacédo se encontra em desequilibrio de Hardy Weinberg

e isto comprova a influéncia de fatores evolutivos.

Palavras-chave: Aterosclerose. Estatinas. Genes. Stents.



ABSTRACT

Barbosa, Andreia Marcelino; Dr?

Universidade Federal de Goias — UFG (03/2021)

Anélise do polimorfismo dos genes das familias eNOS, CYP e GST em pacientes
aterosclerdticos que fazem o uso de estatinas

Katia Karina Verolla de Oliveira Moura e Sérgio Marcelino de Oliveira

Atherosclerosis is a chronic inflammatory disease and is one of the main causes of
coronary heart disease and stroke in humans. It affects large and small arteries and is
characterized by the development of lipid-rich plaques in the vascular wall. Percutaneous
coronary intervention with stents may be an acceptable alternative for patients with coronary
artery disease, being one of the most common procedures for the treatment of atherosclerotic
lesions. Evidence has suggested that statins, in addition to low density lipoprotein reduction,
exhibit atherosclerotic plaque stabilization properties and endothelial homeostasis; anti-
inflammatory, antioxidant, antiproliferative and immunomodulatory effects; normalization of
sympathetic flow and prevention of platelet aggregation. The search for genetic determinants
of atherosclerosis has been going on for decades. Currently, this line of research is focused on
identifying candidate genes involved in atherogenesis pathways and conducting association
studies to assess their roles in the development of the pathology. To analyze the polymorphism
of genes from the eNOS, GST, CYP families in atherosclerotic patients who use statins,
analyzing a case group - those who have stents - and a control group - those who do not have
stents - to perform a comparison of statins therapy. The study of allelic and genotypic
frequencies showed that a population is in Hardy Weinberg imbalance and this proves the

influence of evolutionary factors.

Keywords: Atherosclerosis. Statins. Genes. Stents.
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1. INTRODUCAO

A aterosclerose € uma doencga inflamatoria crénica sendo uma das principais causas de
doenca cardiaca coronéria e derrame em humanos (STEINBERG, 2002). Aafeta grandes e
pequenas artérias e € caracterizada pelo desenvolvimento de placas ricas em lipidios na parede
vascular (MARTINEZ et al., 2017).

A dislipidemia, exemplificada pela hipercolesterolemia e/ou hipertrigliceridemia, é uma
forca motriz para o desenvolvimento da aterosclerose (GOLDBERG et al, 2011; HOPKINS et
al., 2011). Séo alteracdes relacionadas ao metabolismo dos lipideos, sendo classificadas como
primarias, relacionadas a alteracGes mono ou poligenéticas, ou secundarias, exibindo-se como
resultado a presenca de outra doenca ou uso de medicamentos. Ambas as situac@es determinam
estado de hipercolesterolemia, sendo esta uma condigdo fundamental para o desenvolvimento
da aterosclerose (BRITO, 2014).

A relacdo entre o colesterol de lipoproteina de baixa densidade (LDL-C) e a
aterosclerose foi demonstrada em varios estudos anteriores (FERENCE et al., 2017). Conforme
a V Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevencdo da Aterosclerose (XAVIER et al., 2013),
algumas hiperlipidemias graves, altamente relacionadas ao desenvolvimento de doenga
aterosclerotica podem ser diagnosticadas através de genotipagem.

A formacao de placas ateroscleréticas, que sdo caracterizadas pelo acumulo de lipidios,
inflamacéo local, proliferacdo de células musculares lisas (SMC), apoptose celular, necrose e
fibrose, é o principal fator causador de estenose arterial e envolve uma resposta inflamatdria
cronica iniciada por dano endotelial e ativacdo de células inflamatorias (SINGH et al., 2002).

O estresse oxidativo, que é exemplificado pela superproducdo de espécies reativas de
oxigénio (EROS) e lipoproteina de baixa densidade oxidada (Ox-LDL), tem um papel
fundamental na progressdo da doenca cardiovascular ligada a aterosclerose. Um desequilibrio
entre a producdo de radicais e os sistemas de eliminacdo de radicais € a principal causa do
estresse oxidativo (SINGH et al., 2009). O estresse oxidativo aumenta a oxidacdo do LDL e
prejudica a funcio endotelial (ZHOU et al., 2013; BLOOMER, 2007; FROSTEGAR et al.,
2003). Além disso, fatores de risco importantes, incluindo hipertensdo, diabetes mellitus,
resisténcia a insulina, obesidade, hipercolesterolemia, dislipidemia, alto nivel de proteina C
reativa (PCR), estresse, consumo de alcool, tabagismo, distdrbio imunolégico, inflamacgéo da
parede vascular, predisposi¢cdo genética e a infeccdo bacteriana tém sido implicadas no
desenvolvimento da aterosclerose (LIBBY et al., 2002; WEBER; NOELS, 2011).



Atualmente os medicamentos anti-ateroscleréticos mais usados séo as estatinas (KAZI et
al., 2017). O objetivo da terapia com estatinas é reduzir o nivel sanguineo de colesterol de
lipoproteina de baixa densidade (LDL), que é um conhecido agente pro-aterogénico. As
estatinas ndo apenas favorecem a deplecéo de lipidios do ateroma, mas também reduzem a
adesdo de células inflamatorias e o recrutamento de mondcitos pelas células endoteliais (BU et
al., 2010; YANG et al., 2013). Em pacientes com doenca cardiaca isquémica ja estabelecida
(prevencao secundaria), as estatinas também reduzem efetivamente os eventos cardiovasculares
(COLLINS et al., 2016).

A busca por determinantes genéticos da aterosclerose vem ocorrendo ha décadas.
Atualmente, esta linha de pesquisa esta focada na identificacdo de genes candidatos implicados
em vias de aterogénese conhecidas e na realizacdo de estudos de associacdo para avaliar seus
papéis no desenvolvimento da patologia. Esta abordagem resultou no estabelecimento dos
papéis pro-aterogénicos de varios genes (ARNETT et al., 2007). A genética ja esta bem
estabelecida e as diferencas herdadas sdo a base tanto da variagcdo nos fendtipos lipidicos na
populacdo geral quanto da suscetibilidade a dislipidemias em pacientes (BERBERICH,;
HEGELE, 2019).

A farmacogenética consiste no estudo da variabilidade genética que estd associada a
uma variacdo na resposta a medicacgdes. As pesquisas envolvem a procura por polimorfismos
genéticos que influenciem a resposta ao tratamento. S&o considerados genes candidatos os que
codificam proteinas que influenciam a farmacocinética dos farmacos (a absorc¢éo, distribuicéo,
biotransformacdo e excrecdo) e a farmacodindmica (proteinas-alvo para a acdo do farmaco)
(ROSENDO et al., 2007).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. HISTORICO

A aterosclerose € uma doenca que tem preocupado a humanidade por milénios, como
exemplificado pelos achados de alteracBes degenerativas na aorta, coronarias e artérias
periféricas de mumias egipcias (ZIMMERMAN, 1993). Ela foi descrita em artefatos
pertencentes a mumias egipcias, e o primeiro sintoma clinico de angina de peito foi relatado
por Hipocrates (460-370 a.C.) (FAVARATO; LUZ, 2003; KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005;
MARTELLI, 2014). Essas lesdes de antigos egipcios ndo sdo diferentes das atualmente
observadas em cirurgia vascular, inclusive em suas caracteristicas histologicas (MAYERL et
al., 2006).

Médicos pesquisadores comecgaram a examinar mais de perto as alteracfes vasculares
no inicio do século XIX. Em 1829, o cirurgido e patologista francés nascido na Alemanha, Jean
Lobstein, introduziu o termo “arteriosclerose” em seu inacabado Traité d’Anatomie
Pathologique, um tratado de quatro volumes sobre anatomia patoldgica, baseado em sua
experiéncia pessoal ao longo da vida (LOBSTEIN, 1833). Em 1910, o quimico alem&o Windaus
mostrou que as placas aterosclerdticas consistem em tecido conjuntivo calcificado e colesterol
(WINDAUS, 1910). Trés anos mais tarde, Anitschkow e Chaltow conseguiram induzir a
aterosclerose em coelhos, alimentando-os com uma dieta rica em colesterol (ANITSCHKOW;
CHALATOW, 1913) e identificando um fator de risco para progressdo de alteracfes
aterosclerdticas. Varios outros fatores de risco, como tabagismo, hipertensdo arterial, estresse
emocional elevado, dieta inadequada, diabetes etc., foram encontrados mais tarde para
contribuir para a progressao da doenca (MAYERL et al., 2006).

No final da década de 1970, Russell Ross e Glomset destacaram a importancia da
proliferacdo de células musculares lisas na formacdo de lesGes ateroscleroticas e formularam a
hipdtese de que a lesdo na parede arterial teve um papel importante na progressédo da placa
(ROSS; GLOMSET,1976; ROSS, 1986). Estudos subsequentes de Libby e Hansson no final
dos anos 1990 indicaram que o mecanismo de progressdo da doenca envolvia uma interacdo
complexa entre os fatores de risco e a inflamacgdo. Neste trabalho afastaram a ideia de que a
aterosclerose era um disturbio proliferativo brando, e passaram a entender como sendo uma
complexa doenca inflamatoéria da parede do vaso (LIBBY, 2002; HANSSON et al., 2002;
HANSSON, 2005). Durante o mesmo periodo, Fuster e colaboradores observaram a progressao

da placa em estagios: envolvimento inicial do endotélio, que foi causado pelo desenvolvimento
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da intima, com lesdo adicional da média subjacente nas fases avancadas de desenvolvimento
(FUSTER et al., 1992; FUSTER AND LEWIS, 1994).

Nos ultimos 30 anos, os macrofagos surgiram como protagonistas da aterosclerose e de
suas complicacdes. Os macrdofagos se acumulam em lesdes, ingerem lipidios e produzem um
repertorio diversificado de mediadores inflamatérios que exacerbam a doenca (HANSSON;
LIBBY, 2006; SWIRSKI; NAHRENDORF, 2013).

2.2. DISLIPIDEMIAS

As dislipidemias sdo alteragdes no metabolismo dos lipideos que desencadeiam
mudancas nas concentracOes das lipoproteinas plasmaticas e lipideos circulantes, contribuindo
assim com o desenvolvimento de doencas cronicas, principalmente doencas cardiovasculares,
podendo ser classificadas como dislipidemias priméarias ou secundérias (DAMASO, 2001;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2001).

Elas possuem uma base multifatorial, tanto genética quanto ambiental. Na classificacdo
genotipica, pode ser causada por mutacdo em um s6 gene ou em varios. Compreende quatro
tipos principais bem definidos de acordo com a fracdo lipidica que se encontra alterada:
hipercolesterolemia isolada (LDL-colesterol > 160 mg/dL), hipertrigliceridemia isolada
(Triglicérides > 150 mg/dL), hiperlipidemia mista (LDL-colesterol > 160 mg/dL e triglicérides
> 150 mg/dl) e redugdo do HDL-C (homens < 40 mg/dl e mulheres < 50 mg/dL) isolada ou
associada com aumento do LDL-colesterol e/ou de triglicérides (SPOSITO et al., 2007;
XAVIER et al., 2013).

Os niveis de HDL se correlacionam inversamente com o risco cardiovascular,
presumivelmente porque ele aumenta o transporte reverso de colesterol e diminui a inflamacéo
(DEGOMA; RADER, 2011). O aumento de 1 mg/dL (0,026 mmol/L) nos niveis de HDL-C foi
associado a uma diminuicdo significativa no risco de doenca cardiaca coronéaria de 2% em
homens e 3% em mulheres (GORDON et al., 1989). No entanto, embora a associacdo da HDL
com a doenca cardiovascular (DCV) seja clara, os mecanismos pelos quais essa lipoproteina
exerce seus efeitos atero-protetores ndo foram totalmente elucidados (TOLANI et al., 2013).

E entendido que a aterosclerose envolve o actimulo progressivo de lipidios na parede
vascular. Numerosos estudos experimentais e epidemioldgicos tém relacionado a
hipercolesterolemia e altos niveis séricos de LDL ao desenvolvimento de aterosclerose e suas
complicacdes (THOMAS et al., 1966; BERENSON et al., 1998).

Embora a LDL tenha recebido atencgdo especial como a principal contribuinte para esses

eventos vasculares, outras lipoproteinas sdo cada vez mais reconhecidas como moduladores



11

importantes da inflamagdo vascular e da aterogénese. Lipoproteinas ricas em triglicerideos
(TGRL) e/ou seus remanescentes, podem, de forma semelhante a LDL, estimular a inflamacéo
(DICHTL et al., 1999) e formacéo de células espumosas (TANAKA et al., 2001).

2.3. DOENCA ARTERIAL CORONARIANA

A doencga arterial coronariana (DAC) continua sendo a principal causa de morbidade e
mortalidade em todo o mundo, apesar dos muitos e continuos avangos na terapia médica.
Embora a taxa de sobrevivéncia de pacientes com DAC tenha melhorado continuamente, as
DCV foram responsaveis por 17,3 milhdes de mortes em todo 0 mundo em 2012, e esse nimero
deve crescer para >23,6 milhdes em 2030 (LASLETT et al., 2012).

O aumento da incidéncia de DCV ¢é provavelmente o resultado de uma alta prevaléncia
de fatores de risco ndo tradicionais, como inflamacao, estresse oxidativo, agentes infecciosos e
fatores de risco tradicionais, como hipertenséao, dislipidemia (BALAGOPAL et al., 2011) e 0
avanco da idade (HERON, 2013). Acredita-se que esses fatores de risco sejam responsaveis por
cerca de 50% da patogénese das doencas cardiovasculares ateroscleroticas, expressando que
aqueles desconhecidos também possuem um papel substancial na aterogénese (RERIANI;
LERMAN; LERMAN, 2010).

A prevencdo priméria e secundaria da DAC se concentra no controle dos fatores de risco
cardiovascular por meio da modificacdo do estilo de vida e da terapia medicamentosa, conforme
necessario. Niveis elevados de LDL-C plasmatico estdo ligados ao desenvolvimento de doenca
vascular aterosclerotica. A terapia com estatinas, em individuos de alto risco, é defendida por
diretrizes nacionais para prevenir e melhorar os resultados clinicos na populacéo em geral (JR;
MOON, 2012).

2.4. ATEROSCLEROSE

A aterosclerose é uma doenga cronica que progride silenciosamente sem quaisquer
sintomas clinicos evidentes até cerca de 40 anos, quando se manifesta como ataque cardiaco ou
derrame (ROSS; GLOMSET; HARKER, 1977; ROSS, 1993).

Caracteriza-se como uma doenca sistémica e que frequentemente ocorre em artérias,
como a coronaria e a carétida (SUGIOKA et al.,, 2010; LEBLANC et al., 2017). Esta
enfermidade afeta artérias de grande e meédio porte, levando a trombose grave ou estenose
arterial, podendo evoluir para infarto do miocéardio, acidente vascular cerebral isquémico, lesdo
isquémica de rins e intestinos e varias outras manifestacGes clinicas com risco de morte
(BARBOSA et al., 2017).
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O inicio da aterogénese se da em locais suscetiveis especificos. Ela se origina como
lesbes arteriais focais com distribuicdo previsivel para regides de bifurcacbes, ramos e
curvaturas internas. Respostas endoteliais funcionais e estruturais a fatores de risco
ateroscleroticos, entre grandes artérias, alteram a permeabilidade endotelial, o equilibrio da
coagulacdo e as propriedades vasoativas da parede arterial (CIVELEK et al., 2009).

Atualmente, acredita-se que a doenca aterosclerdtica é o resultado da interagdo de uma
variedade de fatores complexos (WATERMAN; KIAN-KAI; GRIFFIN, 2010). Merched e
Chan (2013) e Bogiatzi et al. (2018) constataram que a aterosclerose esta relacionada
principalmente a disturbios do metabolismo lipidico, dano endotelial, resposta inflamatéria,
tensdo de cisalhamento da parede vascular.

2.4.1. PROCESSO INFLAMATORIO

Uma das teorias proposta para descrever os eventos envolvidos na aterogénese é a da
hipGtese de “resposta a lesdo”: o evento inicial é a lesdo do revestimento endotelial da parede
da artéria, levando a subsequente migracdo de mondcitos e lipoproteinas circulantes,
principalmente a LDL, para o espaco intimo (ROSS; GLOMSET; HARKER, 1977; ROSS,
1993).

Os niveis aumentados de colesterol podem resultar no aumento da captagdo da LDL
modificada levando a formacéo de células espumosas (NENSETER et al., 2013). Essas células
sdo derivadas das células musculares lisas, que sdo os principais tipos de células no precoce
espessamento da intima das artérias e um dos principais componentes da maioria dos estagios
da aterosclerose humana. Elas expressam 0s receptores sequestradores e tornam-se células
espumosas na exposicao a lipoproteinas (YAN et al., 2011; BEYEA et al., 2012).

Esta sugestdo de formacdo de células espumosas é devida, em parte a sua reduzida
capacidade de efluxo de excesso de colesterol (CHOI et al., 2009). Essas secretam matriz
extracelular que promove ainda mais a retencdo de lipoproteinas, bem como citocinas pro-
inflamatorias, que aumentam o recrutamento de mondcitos adicionais, células T e neutrofilos.
Diante de estimulos inflamatérios persistentes e outros fatores citotoxicos, muitas células
lesionadas tornam-se apoptdticas. No inicio, as células apoptdticas sdo eliminadas de forma
eficiente por macrofagos vizinhos em uma tentativa de limitar a leséo celular geral (TABAS,
2005). O acumulo dessas celulas, carregadas de lipidios na parede da artéria, € a marca
registrada da aterosclerose (ROSS; GLOMSET; HARKER, 1977; ROSS, 1993).

Quando as lipoproteinas circulantes, contendo xenobidticos, se acumulam em areas
especificas, na matriz subendotelial das artérias (WILLIAMS; TABAS, 1995), particularmente
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apos a oxidacao, geram um estimulo inflamatério que conduz o influxo de leucécitos na parede
do vaso (YURDAGUL et al., 2014; YURDAGUL,; ORR, 2016; YURDAGUL et al., 2016 — A,
YURDAGUL et al., 2016 — B). A internalizacdo da LDL modificada pelos macrofagos, leva a
formacdo da estria gordurosa, a marca registrada da aterosclerose precoce (SHAO;
PENNATHUR; HEINECKE, 2012).

A inflamacé&o é um dos pilares principais na fisiopatologia da aterosclerose (LIBBY et
al., 2011) e altos niveis da LDL e baixos niveis da HDL estdo intimamente associados (MINEO
etal., 2006). E caracterizada pelo recrutamento de numerosas células inflamatorias circulantes,
incluindo mondcitos/macréfagos, linfocitos T e neutrofilos (GALKINA; LEY, 2009). A lesdo
aterosclerdtica tipica contém uma grande quantidade de componentes que atraem lipidios e
ceélulas necrdticas (O’ROURKE et al., 2015).

Acredita-se que a entrada e retencdo da LDL na parede arterial seja um evento precoce
na aterogénese. As lipoproteinas modificadas aumentam o influxo de células inflamatdrias, bem
como estimulam as respostas inflamatorias nas células circundantes. A liberacéo de citocinas,
por macrofagos e linfocitos T, causa influxo adicional de células inflamatorias, bem como
ativacdo adicional de células da parede vascular. Este complexo conjunto de interacdes
celulares envolve quase todos os tipos de células inflamatdrias e leva a ativacdo dos sistemas
imune inato e adaptativo, e promove respostas pré-ateroscleroticas tipicas nas células da parede
vascular (RAINES; ROSS, 1993).

Macrofagos e linfocitos T desempenham papéis criticos na iniciacdo e desenvolvimento
da aterosclerose. O endotélio ativado recruta mondcitos pela secrecdo de quimioatrativos, apos
o qual se ligam e subsequentemente transmigram pela camada endotelial. Além dos
macrofagos, os linfécitos CD4+ sdo detectados na aterogénese precoce e lesdes ateroscleréticas,
compativeis com o papel da imunidade adquirida no desenvolvimento da lesdo. Os linfocitos
lesionados secretam a citocina inflamatdria interferon gamma (IFN-y), que ativa ainda mais 0s

macrofagos e células vasculares (BOLICK et al., 2009).

2.4.2. PLACAS ATEROSCLEROTICAS

A formacdo de placas vasculares € um processo complexo que envolve a interagdo dos
lipidios plasmaticos com a parede vascular e as células imunolégicas, havendo relagéo direta
entre 0 grau de oxidacdo e gravidade da doenca (STOCKER; KEANEY, 2004;
FORSTERMANN et al., 2017).

A morte dos macréfagos e a capacidade deles de fagocitar as células mortas, um

processo denominado eferocitose, sdo determinantes cruciais do estagio da lesdo e da
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estabilidade da placa. O acimulo da LDL oxidada (oxLDL), a formac&o da HDL disfuncional
e 0 aumento da inflamacéo, causada por oxidantes derivados da peroxidase e espécies reativas
de oxigénio (EROS), contribuem para a formacdo de placas vulneraveis, aumentando a
apoptose de macrofagos e eferocitose defeituosa, causando aumento do tamanho do nucleo
necrético, uma caracteristica fundamental das placas vulneraveis (SHAO; PENNATHUR;
HEINECKE, 2012; HUANG et al., 2016). A ruptura da placa promove trombose, bloqueando
o fluxo sanguineo na artéria e resultando em eventos cardiovasculares ateroscleroticos
isquémicos agudos (LINTON et al., 2016).

O ingurgitamento de macrofagos com colesterol é a caracteristica patoldgica definidora
das placas aterosclerdticas, a causa da maioria dos ataques cardiacos e derrames. O acimulo de
colesterol nessas células ndo apenas contribui para a retencéo de colesterol dentro da parede do
vaso, mas também altera a sua biologia. Macrofagos carregados com colesterol secretam placas
de metaloproteinases da matriz e produzem fator tecidual que promove a trombose quando ha
ruptura das placas. A LDL, a principal portadora de colesterol plasmatico, entra na parede do
vaso e nos macrofagos. A concentracao dessa lipoproteina dentro da parede do vaso é de cerca

de duas vezes (= 2 mg/ml) sua concentracdo sanguinea (KRUTH, 2013).

2.4.3. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROS)

Pesquisadores sugeriram que a deficiéncia, alteragdes no mecanismo antioxidante, o
aumento da producdo de EROS e o dano ao DNA séo importantes agentes participantes na
iniciacdo e progressdo do evento oxidativo e aterogénico (LIN et al., 2009; LIBETTA et al.,
2011; FAROUK et al., 2013).

Os radicais livres sdo gerados continuamente como resultado do mecanismo de defesa
antioxidante do corpo. CondicGes que perturbam o equilibrio natural dos radicais livres podem
danificar lipidios, proteinas e &cidos nucleicos, que subsequentemente, causam disfuncdo
celular, como foi observado na fisiopatologia de doencas como aterosclerose, cancer e diabetes
(WEST, 2000; RAHMAN, 2007).

O estresse oxidativo é o resultado da superproducdo de EROS e/ou deficiéncia de
mecanismos antioxidantes e depende do equilibrio entre a geracdo de EROS e sistemas
enzimaticos ou ndo enzimaticos de protegdo antioxidante. Varios fatores, como
hipercolesterolemia, hipertenséo, diabetes, obesidade e envelhecimento s&o fatores de risco
estabelecidos para DCV baseadas na aterosclerose, em que o0 estresse oxidativo € aumentado e

as defesas antioxidantes sdo comprometidas (GRUBISA et al., 2018).
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A fumaga do cigarro contém muitos radicais livres e os remete diretamente na parede
do vaso sanguineo. Além de ser fornecedora de radicais livres, essa fumaca facilita a liberacéo
enddgena de EROS por meio da ativagédo de células inflamatérias (BURKE; FITZGERALD,
2003). Portanto, fumar esta associado a estresse oxidativo, inflamacéo e liberacdo de fatores
circulantes que estdo associados a lesdo endotelial e disfuncdo endotelial (CASEY et al., 2004).
Além disso, foi relatado que fumar diminui os niveis de colesterol HDL, que € conhecido por

ter propriedades antiateroscleroticas e melhorar a fungéo endotelial (SPIEKER et al., 2002).

2.4.4. DISFUNQAO ENDOTELIAL

O endotélio vascular ¢ uma camada Unica de células que reveste a superficie interna dos
vasos sanguineos. Esta camada celular ndo serve apenas como uma interface entre o sangue e
os tecidos circundantes, mas também desempenha um papel importante na inflamacéo,
angiogénese, coagulacdo sanguinea e controle do ténus vascular (KOO et al., 2013).

A disfuncdo endotelial, ou seja, 0 estado no qual as células endoteliais ndo podem mais
responder a estimulos externos para preservar a homeostase, € frequentemente seguida pela
deterioracdo da funcdo vascular e pelo desenvolvimento de varias patologias vasculares,
incluindo a aterosclerose (KOO et al., 2013). H& muito tempo tem sido mostrada como um
componente critico e precoce de lesdo de 6rgdo apds a isquemia miocardica ou cerebral,
hemorragia, bem como outros estados de doenga, incluindo a hipercolesterolemia e o diabetes
(ENDO; KURODA; TSUJITA, 1976; LEFER et al., 1991). A integridade funcional do
endotélio é um elemento fundamental da satde vascular. A disfuncdo endotelial ndo é apenas
um iniciador, mas também pode ser um fator importante na progressdo da doenca
cardiovascular aterosclerética (BARTON; HAUDENSCHILD, 2001).

E uma das principais alteracdes patoldgicas entre a exposi¢do aos fatores de risco
cardiovascular e o desenvolvimento da doenca cardiovascular aterosclerética. Além disso, a
disfuncdo endotelial é observada na fase inicial da maioria das doengas cardiovasculares
(YANG et al., 2010). Portanto, a funcdo endotelial mostra um indice integrado de todos os
fatores aterogénicos e ateroprotetores presentes em um individuo (YEBOAH et al., 2009) e
desempenha um papel crucial na manutengdo da homeostase vascular, mantendo um delicado
equilibrio entre vasodilatacdo e vasoconstricdo (KASPRZAK; KLOSINSKA; DROZDZ,
2006).

A vasodilatacdo é mediada principalmente por fatores como ¢xido nitrico (NO)
(BONETTI; LERMAN; LERMAN, 2003), considerado o vasodilatador enddégeno mais potente

do corpo (MUDAU et al., 2012). Além disso, também mantém a homeostase da parede vascular
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ao inibir a agregacdo plaquetaria, inflamacéo, estresse oxidativo, migracdo e proliferagdo de
células do musculo liso vascular e adesdo de leucécitos (TOUSOULIS et al., 2014). Quando
alterada, em parte devido a reducdo da disponibilidade de eNOS, esta associada a um risco
aumentado de eventos cardiovasculares adversos (YEBOAH et al., 2007; HALCOX et al.,
2009; YEBOAH et al., 2009). Além do bem conhecido papel pré-aterogénico da LDL, com
seus potenciais efeitos adversos nas fungdes das células endoteliais (HANSSON, 2005;
TABAS; WILLIAMS; BOREN, 2007; LIBBY et al., 2011; MOORE; TABAS, 2011).

Uma avaliacdo de risco para doenga cardiovascular que depende apenas de fatores de
risco tradicionais pode ser insuficiente para identificar o risco atual de um individuo. Muitas
evidéncias foram relatadas de que a progressdo da disfuncdo endotelial estd relacionada a
intensidade e duracéo dos fatores de risco do paciente (POREDQS, 2002).

As células vasculares sdo equipadas com uma variedade de enzimas de defesa
antioxidantes, permitindo a reducdo da carga oxidativa (FORSTERMANN; XIA; LI, 2017).
Alteracdes nas funcdes dessas células, incluindo reducéo da disponibilidade de 6xido nitrico
endotelial (eNOS), ativacdo de células endoteliais pro-inflamatorias, aumento da apoptose de
células endoteliais e ativacdo pré-trombotica, tém contribuido para a patologia vascular, em
particular para o desenvolvimento de aterosclerose e doenca arterial coronariana, com suas
sequelas clinicas (LANDMESSER; HORNIG; DREXLER, 2004; HALCOX et al., 2009).

O envelhecimento é um importante determinante do risco cardiovascular em homens e
mulheres, e 0 aumento da idade tem sido considerado um dos principais fatores que predispde
as pessoas a disfuncdo endotelial (BRANDES; FLEMING; BUSSE, 2005). Além disso, o
mecanismo de disfuncao endotelial durante o processo de envelhecimento € acompanhado pela
deterioracdo do equilibrio, que se caracteriza principalmente por uma reducdo da
biodisponibilidade do NO e um aumento na produgéo de fatores vasoconstritores. Foi relatado
que ha uma expressdo e atividade reduzidas de eNOS e de NO em animais mais velhos (SMITH;
VISIOLI; HAGEN, 2006).

2.5. STENT E REESTENOSE

A intervencdo coronéria percutanea (ICP) com stents pode ser uma alternativa aceitavel
para pacientes com DAC (CAPODANNO et al., 2011; MORICE et al., 2014; CAVALCANTE
et al., 2016), sendo um dos procedimentos mais comuns para 0 tratamento de lesdes
ateroscleroticas (WEINTRAUB, 2007). Observou-se uma queda nas taxas de mortalidade por
DCV, o0 que pode ser atribuida a muitos fatores, incluindo a introducdo de técnicas de

revascularizacdo do miocardio, como cirurgia de revascularizacdo e ICP (BYRNE et al., 2017).
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As complica¢Bes mais comuns na aterosclerose é a estenose devido a DAC. Apesar dos
diversos avancos desde o ingresso das técnicas de revascularizagdo para o tratamento dessa
doenca, grandes vantagens ocorreram por meio do desenvolvimento tecnologico dos
instrumentos de dilatacdo (stents) e os sistema de apoio (imageamento cardiaco e ultrassom
coronario) (CENTEMERO et al., 2004).

A implantagdo de stents tem uma taxa de falha significativa devido a reestenose arterial
(WEINTRAUB, 2007). A reestenose é definida como a reducdo do diametro do limen apos
ICP, com ou sem implante de stent. No caso de estratégia com stent, € determinado por uma
proliferacdo excessiva de tecido no vaso luminal do stent, chamada de “proliferacéo
neointimal”, ou por um processo aterosclerético de ocorréncia recente denominado
“neoaterosclerose” (EECKHOUT et al., 2012). Do ponto de vista clinico, a reestenose esta
frequentemente associada a recorréncia dos sintomas de angina ou a uma sindrome coronariana
aguda, e pode levar a uma reintervencdo com bypass da artéria coronéria ou re-ICP (ALFONSO
etal., 2014).

A patogénese da reestenose intra-stent (RIS) é multifatorial, com disfuncdo endotelial
(THANYASIRI et al., 2007), acimulo de células inflamatorias nos vasos sanguineos (WELT,;
ROGERS, 2002), proliferacdo de células vasculares do musculo liso da intima (MARX;
TOTARY-JAIN; MARKS, 2011), formacdo de trombos (KUBO et al., 2014), deposicdo de
matriz extracelular (FARB et al., 2004) e modificacdo oxidativa de proteinas (BRASEN et al.,
2001), todos contribuindo para a formacdo neointimal (WU et al., 2017). Além disso, as células
endoteliais lesadas liberam menos NO, o que poderia contribuir ainda mais para a hiperplasia
de endomembrana e proliferagdo de células musculares lisas, levando a estreitamento gradual,
caracteristica da RIS (SHIBATA et al., 2001; PALLERO et al., 2010). Os tipos de stent
implantado e o procedimento de angioplastia carotidea, por exemplo, com ou sem dilatacdo por
baldo (HUNG et al., 2016), também podem influenciar a incidéncia de RIS substancialmente.

A respeito de todo esse progresso e da utilizagdo sistematica dos stents coronarios, a
evolucéo clinica em medio prazo (1° ano) do paciente ainda pode ser afetada pela reestenose do
vaso tratado, tal fenémeno que atinge cerca de 10% a 30% dos pacientes, levando novamente a
um quadro de isquemia miocéardica e a necessidade de novos procedimentos, adicionando um
custo financeiro consideravel as despesas médicas para o seu diagndstico e tratamento
(CENTEMERO et al., 2004).

Mas em alguns casos, como o implante de stent foi aplicado em les6es coronarias mais

desafiadoras, as taxas de reestenose tiveram um aumento para 30% ou mais, principalmente
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devido a crescente incidéncia de fatores de risco que colaboram para reestenose, como 0
diabetes mellitus (HOLMES et al., 2004).

2.6. ESTATINAS

H& mais de duas décadas, William Clifford Roberts, MD, editor do American Journal
of Cardiology, referiu-se as estatinas como “drogas milagrosas subutilizadas”, que s&o para a
“aterosclerose o que a penicilina era para as doencas infecciosas” (ROBERTS, 1996). Elas tém
sido o pilar da terapia de primeira linha para a gestdo da hiperlipidemia nos altimos 30 anos
(REINER et al., 2011; STONE et al., 2014). Seus efeitos benéficos, em termos de reducéo da
LDL e redugdo do risco de mortalidade e morbidade cardiovascular tém sido bem
documentados, tanto nos cuidados primarios quanto nos secundarios (CHEUNG et al., 2004;
THAVENDIRANATHAN et al., 2006; BAIGENT et al., 2010; MIHAYLOVA et al., 2012;
FULCHER et al., 2015).

A farmacodindmica das estatinas atualmente é bastante compreendida, ela atua pela
inibicdo competitiva da 3-hidroxi-3-meltilglutaril-coenzima A redutase (HMGCoA), na qual
leva a reducdo da sintese de mevalonato e a producdo de colesterol no figado. Apesar dos
diversos efeitos benéficos comprovados cientificamente, uma pequena porcentagem de
pacientes desenvolve efeitos colaterais provenientes das estatinas. Como efeitos colaterais sao
relatados, na qual ela pode desencadear estresse oxidativo, prejuizos da funcdo mitocondrial e
homeostase do calcio muscular, levando a miotoxocidade e, consequentemente, a miopatia,
mialgia, miosete e em casos mais raros, rabdomidélise (PETERS et al., 2009; ARRIGONI et al.,
2017; RAMAKUMARI et al., 2018).

A HMG-CoA redutase é inibida de forma competitiva e reversivel por estatinas
(SIRTORI, 2014). Estdo no mercado desde 1987 e cada uma varia em sua lipofilicidade, meia-
vida de eliminacdo e poténcia (McTAGGART, 2003; SIRTORI, 2014; STONE et al., 2014). A
inibicdo da sintese de colesterol leva a diminuicdo da producgéo de colesterol e a regulagédo
positiva do receptor da LDL (ISTVAN; DEISENHOFER, 2001).

Evidéncias tém sugerido que as estatinas, além da reducdo da LDL, exibem
propriedades de estabilizacdo da placa aterosclerdtica e homeostase endotelial; efeitos anti-
inflamatorios, antioxidantes, antiproliferativos e imunomoduladores; normalizagdo do fluxo
simpatico e prevencdo da agregacdo plaquetaria. Esses efeitos independentes do colesterol
foram chamados de efeitos pleiotropicos (LIAO; LAUFS, 2005; ZHOU; LIAO, 2009). Podem
ainda reduzir as citocinas inflamatdrias e moléculas de adesao, agindo tanto na resposta imune
inata quanto na adaptativa (TOUSOULIS et al., 2014).
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Foi proposto que as estatinas exercem efeitos tanto dependentes, quanto independentes,
de LDL-C (ou pleiotropicos) (LIAO; LAUFS, 2005). O efeito pleiotropico € o efeito de classe
das estatinas exibido por todas as estatinas que atuam nos tecidos ndo hepaticos, incluindo a
pravastatina hidrofilica, que penetra fracamente através das membranas celulares das células
ndo hepéticas (WANG; LIU; LIAO, 2008; ZHOU; LIAO, 2010).

Lee e colaboradores sugerem que, em um prazo mais longo e entre os pacientes de
menor risco, submetidos a angiotomografia computadorizada coronéria serial, as estatinas estdo
associadas a uma progressao mais lenta do volume geral da aterosclerose coronariana, com
aumento da calcificacdo da placa e reducdo das caracteristicas da placa de alto risco (LEE et
al., 2018).

O tratamento farmacologico relatou efeitos nas doencas subjacentes e mostrou
resultados consistentes em relacdo a restauracdo da funcéo endotelial, como medicacao anti-
hipertensiva para controlar a presséo arterial, tratamento com estatinas para reduzir o LDL-C e
antidiabéticos para reduzir os niveis de glicose no sangue (MATSUZAWA; LERMAN, 2014).
O mecanismo de melhora da funcdo endotelial induzida por estatinas parece ser independente
dos efeitos hipolipemiantes. Os efeitos vantajosos das estatinas na funcdo endotelial sao
atribuidos as suas propriedades antiinflamatdrias e antioxidantes (BONETTI et al., 2003).

O tratamento com sinvastatina resultou em uma reducdo significativa nos marcadores
de disfuncdo endotelial, inflamag&o, estresse oxidativo e apoptose endotelial (KIRMIZIS et al.,
2010). As estatinas sdo capazes de aumentar a expressdo de eNOS (LAUFS et al., 1998). A
maioria das estatinas demonstrou desempenhar um papel importante na correcdo da disfuncédo
endotelial (DAVIGNON; GANZ, 2004).

O inicio precoce da terapia com estatinas pode melhorar a funcéo endotelial, ndo apenas
em pacientes com sindrome coronariana aguda, mas também em pacientes com doenca arterial
coronariana estavel (DUPUIS et al., 2005; LING et al., 2005). Uma meta-analise recente
mostrou que a terapia com estatinas esta associada a melhora significativa na funcdo endotelial

periférica e coronariana (RERIANI et al., 2011).

2.7. GENETICA DA ATEROSCLEROSE

Marcadores moleculares séo amplamente utilizados e séo caracterizados pela detec¢édo
de variacOes naturais herdadas geneticamente em sequéncias de DNA entre individuos (YE et
al., 2001). Tem havido um grande interesse em encontrar marcadores adicionais de estresse
oxidativo, incluindo polimorfismos genéticos, que podem ser usados como preditores de risco
de doenca (GRUBISA et al., 2018).
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Esta bem estabelecido que os fatores genéticos desempenham um papel importante na
patogénese da aterosclerose e que individuos geneticamente suscetiveis tém probabilidade de
desenvolver a doenca quando expostos a fatores de risco endogenos e ambientais (GRUBISA
etal., 2018).

Estudos epidemioldgicos demonstraram que DAC é uma doenca multifatorial, causada
por um ou mais genes em combinacdo com fatores ambientais, incluindo interagdes gene-
ambiente (HAUSER; PERICAK-VANCE, 2000). O dano oxidativo ao DNA foi investigado
em casos de DAC, e evidéncias de aumento na formacdo de EROS e protecdo antioxidante
prejudicada durante a progresséo da doenca foi fornecida (BOTTO et al., 2001; BOTTO et al.,
2002; DEMIRBAG; YILMAZ; KOCYIGIT, 2005; RAJESH et al., 2011). Além disso, algumas
variantes genéticas tém sido associadas ao risco de desenvolver DAC (TASPINAR et al., 2012;
OLSHAN et al., 2003).

A predisposicdo genética para aterosclerose é crucial para sua ocorréncia e
desenvolvimento (YING et al., 2020). Pacientes com aterosclerose apresentam um traco
genético muito complexo. Inimeros genes estdo relacionados a doenca e regulam diversos
processos biologicos, incluindo o metabolismo de macromoléculas, como colesterol,
desintoxicacdo de xenobioticos, funcdo endotelial, cicatrizagdo e coagulacdo (SILVA, 2019).

Varios genes candidatos foram relatados como associados a suscetibilidade a
aterosclerose (CHAMBERLAIN; GALTON, 1990; DJORDJEVIC et al., 2016; COBAN et al.,
2017; XIE; SHI; LI1U, 2017).

2.8. GENES CANDIDATOS
2.8.1. Polimorfismos dos genes eNOS T786C e eNOS G894T

NO derivado do endotélio, sintetizado pela sintetase de eNOS, expresso
constitutivamente em células endoteliais, plaquetas e globulos vermelhos, revelou ter
propriedades anti-aterogénicas importantes, que poderiam inibir a agregacdo e adesdo
plaquetaria (KADER et al., 2000; XUE et al., 2004; THIBEAULT et al., 2010). A evidéncia
mostrou que a producdo diminuida de NO pode levar a disfuncdo endotelial, o que pode
contribuir para a aterosclerose (VANHOUTTE, 1997). Além disso, experimentos em modelos
animais forneceram evidéncias de que camundongos sem o gene eNOS tém aterosclerose
acelerada (DUPLAIN et al., 2001).

Ele est4 envolvido em varios processos fisiologicos e patologicos (PAGLIARO, 2003).
Trés isoformas de oxido nitrico sintase (NOSs: NOS neuronal, NOS induzivel e NOS

endotelial) podem sintetizar NO por meio da oxidacdo da Larginina em L-citrulina.
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(FORSTERMANN et al., 1994). A forma mais abundante dessas isoformas é a eNOS, que é
derivada do endotélio vascular (RAFIKOV; FONSECA; KUMAR, 2011).

O gene eNOS é um regulador critico da vasodilatacdo e um inibidor da adesdo e
agregacdo celular, protegendo humanos e animais da vaso-oclusdao (NISHANK et al., 2013).
Esté localizado no cromossomo 7g35-36 e compreende 26 éxons, que se estendem por 21 kb, e
é expresso principalmente no endotélio (HEY et al., 2011).

Devido a relevancia do NO na regulacdo do sistema cardiovascular, levantou-se
interesse de diversos pesquisadores no mundo, a respeito dos polimorfismos no gene da eNOS
a muitas doengas cardiovasculares. Os polimorfismos do tipo “SNPs” (single nucleotide
polymorphysms) sdo os tipos mais comuns e podem ocorrer em regides que regulam a expresséo
génica, tais como o promotor do gene. Como no caso do SNP na regido promotora T786C, no
qual, tem a capacidade de reduzir a atividade do promotor e predispor ao espasmo Coronario e
ao infarto do miocardio em uma populacdo japonesa (MARRONI et al., 2005).

O polimorfismo T786C, localizado na regido flanqueadora 5’ do gene eNOS (FATINI
et al., 2004) promove a substituicdo da base nitrogenada timina por citosina reduzindo a
atividade do gene eNOS (BARBOSA et al., 2017). E um polimorfismo que afeta a transcricdo
do gene e esta associado a doenca arterial coronariana em fumantes (WANG et al., 1996) e a
aterosclerose em vérias populacdes (KONSOLA et al., 2016; ARMENIS et al., 2017; CHANG
etal., 2017).

Segundo Zago (2013) a presenca do polimorfismo no gene eNOS explica os diferentes
niveis de atividade enzimatica, os quais podem estarem relacionados com o aumento do risco
cardiovascular, sendo de grande importancia do ponto de vista clinico e farmacogenético. A
presenca do alelo C diminui em até 50% a atividade transcricional, provavelmente o resultado
da ligacdo da proteina repressora RPA1 a regido promotora quando esse alelo esta presente
(NAGASSAKI et al., 2006; ZAGO et al., 2013).

Como complicacgdes devido a esse polimorfismo ha a reducdo da atividade enzimatica:
0 alelo C tém sido relacionados a essa diminui¢do, ao aumento da disfuncdo endotelial e a
doengas cardiovasculares. E sabido que as estatinas possuem efeitos pleiotropicos conhecidos,
0s quais incluem a regulacdo da funcdo endotelial reduzindo o estresse oxidativo e a
trombogenecidade (ZAGO et al., 2013).

O polimorfismo G894T esté localizado no éxon 7 e codifica uma mudanga de Glu para
Asp na posicdo 298 e se mostrou associado a producdo de NO basal reduzida (KARVONEN et
al., 2010; KUMAR; SPURTHI; KUMAR, 2012), por causa da diminuigéo da ligacdo entre a
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eNOS e a caveolina-1, reduzindo fortemente a disponibilidade e atividade da enzima, atenuando
a producdo de NO na camada intima dos vasos sanguineos (COZMA et al., 2019).

Existem muitos estudos de associacdo genética abordando o impacto dos polimorfismos
Glu298Asp no risco de aterosclerose, com resultados parcialmente promissores (WANG et al.,
1996; HINGORANI et al., 1999; COLOMBO et al., 2003; CASAS et al., 2004). Todos 0s
fatores de risco estabelecidos para aterosclerose aumentam o estresse oxidativo e induz o
desacoplamento da eNOS na parede vascular (LI; FORSTERMANN, 2013; LI; HORKE;
FORSTERMANN, 2013) levando ndo apenas a reducdo da sua producdo, mas também a
potencializacdo do estresse oxidativo (FORSTERMANN; XIA; LI, 2017).

Os efeitos dos polimorfismos em genes que codificam diferentes enzimas, receptores e
fatores de crescimento na RIS ou DAC estdo sendo ativamente investigados, sugerindo uma
relacdo entre essas e a variacao genética que ocorre no gene eNOS (GOMMA et al., 2002;
SUZUKI et al., 2002; SHUVALOVA et al., 2012).

2.8.2. Genes GSTM1 e GSTT1

A superfamilia da Glutationa S-Transferase (GST) séo enzimas antioxidantes de fase I,
responsaveis pela desintoxicacdo celular (SAFARINEJAD; SHAFIEI; SAFARINEJAD, 2010)
e na desintoxicacdo de xenobidticos toxicos, metabolitos e produtos reativos de processos
intracelulares (PINHEIRO, 2013).

GSTs sdo um grupo de enzimas que desempenham papéis vitais na regulacdo da
desintoxicacao celular de varias toxinas exdgenas (SINGH, 2015). Além disso, acredita-se que
as GSTs também podem proteger as células contra o estresse oxidativo e seus danos associados
ao DNA (ZHANG; XU; L1, 2014). Estas enzimas, estdo diretamente relacionadas a mecanismos
de defesa contra os danos do estresse oxidativo que promove alta liberacdo de radicais livres
provocando a disfuncéo endotelial e oxidacdo do LDL. Todos estes processos e moléculas estdo
envolvidos no processo da aterosclerose (TURKANOGLU, et al., 2010).

Por meio da conjugacdo com a glutationa, o0 GST participa da defesa do organismo
contra mutagdes e estresse oxidativo que levam a aterosclerose. Como sua atividade depende
dos polimorfismos do gene GST, estes podem aumentar o risco de carcinogénese e processos
inflamatérios (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005).

Alteracdes genéticas, como varia¢fes nas sequéncias de bases que codificam GSTs, sdo
responsaveis pela falta de codificagdo de proteinas ou pela codificacdo de enzimas deficientes.
Esse fator genético parece estar fortemente relacionado a uma maior susceptibilidade a

aterosclerose, hipertensao arterial sistémica (HAS) e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (ETEMAD
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et al., 2016). Essas enzimas intracelulares, atuam na fase Il do metabolismo xenobiéticos,
catalisando o ataque nucleofilico da forma reduzida da glutationa a substancias que possuem
em sua composicdo um atomo de carbono, hidrogénio ou enxofre eletrofilico. Assim, elas
inibem a acdo de toxinas enddgenas e exdgenas nas células, evitando que essas toxinas
danifiguem o DNA celular (SONG et al., 2012).

Polimorfismos em GSTs, que codificam enzimas com fungdes de desintoxicacao,
alteram a sensibilidade de um organismo aos processos inflamatérios envolvidos no
desenvolvimento da aterosclerose (WILSON et al., 2000; 1ZZOTTI et al., 2001; HAYES;
FLANAGAN; JOWSEY, 2005; MARINKOVIC; PASALIC; POTOCKI, 2013).

Existem trés familias de glutationa-S transferases: microssomal, mitocondrial e
citosélica. As isoformas mais frequentes da familia citosolica sdo alfa (GSTA), um (GSTM), pi
(GSTP), sigma (GSTS), 6mega (GSTO), zeta (GSTZ) e teta (GSTT). Esta é a familia de
enzimas que desintoxica compostos eletrofilicos reativos, mas também estd envolvida no
metabolismo de lipidios e na biossintese de compostos biogénicos derivados de lipidios
(HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005). Os genes GSTM1 e GSTT1 humanos exibem um
polimorfismo muito comum que exclui, parcial ou completamente, esses genes e suas enzimas
(MASETTI et al., 2003).

Os genes GSTML1 e T1 sdo polimérficos em populagfes e 0 gen6tipo nulo para cada um
desses genes tem uma alta prevaléncia em popula¢ées humanas (10-65%) (KATOH et al., 1996;
KUMAR; AGARWAL,; GOEL, 2009). DelecGes desses genes levam a falta de atividade
enzimatica (YALIN et al., 2007). Espera-se que a atividade GST alterada, associada a
polimorfismos, afete a DAC, doenca renal e risco de cancer, por meio da reducdo da protecéo
contra danos ao DNA de eletrdlitos reativos (DE FLORA et al., 1997). Uma vez que a produc¢éo
de GSTs determina a capacidade de um individuo desintoxicar produtos de EROS, as delecdes
duplas, provavelmente desempenham um papel importante no desenvolvimento de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo, incluindo aterosclerose (GRUBISA et al., 2018).

O GSTM1, esta presente no cromossomo 1p.13.3 e € polimorfico. A superfamilia p
(GSTM), possui 5 genes distintos, sendo eles: GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4 e GSTM5
(RODRIGUES, 2017). Polimorfismos no gene GSTM1, pode levar a altera¢cdes nos niveis de
hipertrigliceridemia e baixos niveis de HDL-colesterol (MACIEL et al., 2009). Quando ativo,
atua na detoxificacédo de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS). Ja quando a GSTM1
estd nula, ocorre uma auséncia do gene e da sua funcdo, acarretando alteracdo na atividade
enzimatica (RODRIGUES, 2017).



24

O GSTM1 consiste em 8 éxons, que tém comprimento de 36-112 bp, enquanto os introns
variam em comprimento de 87-2641 bp. Esté inserido em uma regido de extensas homologias,
sendo flanqueado por duas regides com trechos idénticos de 4,2 kb (MANFREDI et al., 2009).
Quando ativo é responsavel pela desintoxicacdo dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
presentes nos cigarros e em solventes como o benzeno. A sua auséncia pode aumentar a
suscetibilidade ao cancer devido a reducdo da eficiéncia da desintoxicagdo de carcin6genos
(MARINKOVIC; PASALIC; POTOCKI, 2013; ZI et al., 2014).

Este gene, responsavel pela codificacdo da isoenzima GSTM1, € polimorfico e pode
apresentar um alelo nulo e, portanto, codificar uma proteina com capacidade metabdlica
reduzida ou ndo codificar a proteina (SHARMA et al., 2000). De 20 a 50% dos individuos
expressam a forma mutada do gene GSTML1, essa mutacao é conhecida como delecao do gene
homozigoto. Esta delecdo ocorre quando um ou mais nucleotideos sdo deletados da sequéncia
de DNA. Estudos epidemioldgicos indicam que individuos com delecdo homozigética do
GSTML1 apresentam alto risco de desenvolver varios tipos de doengas, como cancer de mama,
cancer de pele, hipertensao arterial, entre outras (MORAIS et al., 2008).

O gene GSTT1 foi mapeado no cromossomo 22g11.13, possui dois alelos: um alelo
presente (GSTT1*1) e a sua forma nula (GSTT1*0). Vérios estudos indicam que o alelo
GSTT1*0 é responsavel pela supressdo total ou parcial da GSTT1. Esta atividade enzimética
esta intimamente ligada ao processo de desintoxicacgdo celular (SHARMA et al., 2000). Estima-
se que cerca de 20 a 60% dos individuos apresentam delecéo do gene GSTT1 (MORAIS et al.,
2008).

2.8.3. Genes CYP3A5 e CYP2C19

Diversos estudos farmacogenéticos recentes tém como objetivo correlacionar
polimorfismos genético especificos com a efetividade de diversas drogas, entre elas as estatinas.
Acredita-se que polimorfismo do gene da CYP pode afetar na eficacia do tratamento com
estatinas, embora os resultados ndo sejam claros (KOLOVOU; KOLOVOU, 2014).

A superfamilia da proteina do citocromo P450 (CYP P450), é um sistema de extrema
importancia para o organismo humano, na qual é presente na membrana de diversas espécies
de animais, vegetais e microrganismos. A superfamilia da isoenzima CYP na qual compreende
cerca de 60 genes e 33 pseudogenes organizados em 18 familias e 42 subfamilias (BOZINA,
BRADAMANTE; LOVRIC, 2009; ELFAKI et al., 2018). Avancos na biologia molecular e na

gendbmica permitiu a caracterizacdo bioquimica das enzimas da familia CYP P450A
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individualmente, na qual revelou muitas informacdes sobre o sistema enziméatico no qual é
capaz de metabolizar drogas principalmente no figado (NEBERT; RUSSELL, 2002).

A superfamilia do citocromo P450 esta localizada principalmente no figado, intestino
delgado e rim (THELEN, 2009; RENAUD et al., 2011). As enzimas CYPs P450 catalisam
diferentes reacOes de oxidacdo e algumas reacOes de reducdo (GUENGERICH, 2007).
Exemplos de substratos de CYPs incluem compostos exdgenos (xenobidticos) e enddgenos,
como colesterol, testosterona, progesterona, prostaglandina H2, corticosterona, acido retindico,
vitamina D3 e &cido araquiddnico (GUENGERICH, 2017). As CYPs catalisam as reac6es de
fase 1 (SIM; INGELMAN-SUNDBERG, 2013), que séo oxidagédo ou desmetilagdo (I'YANAGI,
2007). A duragdo da acdo de muitos medicamentos depende de sua taxa de metabolismo
(FERNANDEZ et al., 2011). Estas enzimas CYP450, portanto, previnem ou regridem a
aterosclerose (LUOMA, 2007). Polimorfismos genéticos em CYPs sdo uma das principais
causas da variacdo interindividual no metabolismo de drogas. Eles levam a ocorréncia de
variacdo na resposta aos medicamentos, desde efeitos adversos até a falta de eficacia
(INGELMAN-SUNDBERG; OSCARSON; MCLELLAN, 1999).

A isoforma hepatica e intestinal CYP3AS5 é o tipo mais abundante da familia, sendo que
ela pode representar mais de 50% do CYP3A total em certos individuos e pode exercer uma
maior acdo metabdlica, isso difere em individuos que possuam um alelo polimoérfico do
CYP3A5. O alelo do tipo selvagem do CYP3AS5 é definido como CYP3A5 * 1, e diversas
mutacdes sao relatadas (LOLODI et al., 2017; LU et al., 2017).

Existe a ocorréncia de diversos polimorfismos de nucleotideo tnico (SNP) no CYP3A5
como descrito por Lolodi e colaboradores (2017), sendo que o melhor estudado é o que ocorre
na posicdo 6986 (6986 A>G), no qual estd localizado dentro do intron 2 do gene CYP3A5
(CHEN; PRASAD, 2018).

Pacientes que apresentam pelo menos uma copia do nucleotideo A sdo classificados
como portadores do alelo *1 e sdo conhecidos como expressores do CYP3A5, e este alelo é
associado a maior expressdo da enzima CYP3AS5. Ja aqueles individuos que apresentam
nucleotideos GG homozig6ticos na posigdo 6986 sdo conhecidos como portadores *3/*3 e séo
considerados ndo expressores. Quando ocorre a substituicdo de G por A, AG pode gerar
processamento de mMRNA incorreto, levando a um codon de parada precoce que resulta em uma
proteina ndo funcional, sendo classificado em *1/*3 (CHEN; PRASAD, 2018).

Embora existam resultados incertos, € relatado que o alelo CYP3A5*3 reduz a expressao

do CYP3AS5 e foi correlacionado com a diferenga na exposicao sistémica a uma dose Unica de
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qualquer farmaco da classe das estatinas, embora existem resultados conflitantes (PETERS et
al., 2009).

Acredita-se que a variacdo interindividual da CYP3A tém afetado significativamente o
metabolismo de farmacos, no qual sdo relatados na populacdo em geral e pode resultar em
diferengas significativas na eficécia e tolerabilidade de drogas administradas em doses padrdes
(WEI; ZHANG, 2015). Do ponto de vista farmacoldgico, o alelo CYP3A5*1 do tipo selvagem
esta relacionada a uma maior producdo da enzima CYP3A5 funcional, e consequentemente a
uma maior atividade de metabolizacdo de farmacos em geral pelo CYP3A (CHEN; PRASAD,
2018).

O citocromo P450 2C19 é codificado pelo cromossomo 10 e é expresso no figado
humano (UEHARA et al., 2015). E 0 membro mais polimérfico da subfamilia CYP2C (LEE,
2012). O polimorfismo genético no CYP2C19 resulta em diferencas interindividuais na
expressdo da enzima e na atividade metabdlica. A variacdo alélica classificou a populacéo de
acordo com a atividade catalitica da CYP2C19 em fendtipos pobres, extensos e ultrarrapidos
para eliminacdo do farmaco (REYNALD et al., 2012).

O polimorfismo CYP2C19*2 (G681A) consiste em uma mutacdo pontual, onde uma
guanina € substituida por uma adenina na posicao 681 do éxon 5 do gene CYP2C19. Este SNP
leva a uma alteracdo do splicing alternativo e a producdo de uma proteina inativa (SANTOS et
al., 2014; DENISENKO et al., 2017).

A perda de funcdo do CYP2C19 aumenta o risco de eventos cardiovasculares graves,
como sindromes coronarias agudas. O alelo selvagem *1 esta associado ao metabolismo
funcional do gene CYP2C19 (SCOTT et al., 2013).

Entre eles, o alelo CYP2C19*1 de tipo selvagem esta associado ao metabolismo
funcional mediado por CYP2C19, enquanto os alelos mais comuns da variante de perda de
funcdo de CYP2C19 sdo CYP2C19*2 e *3, que respondem pela maioria dos defeitos no
gendtipo (YIN; MIYATA, 2011).

Por outro lado, as EROS também sdo geradas por reagdes cataliticas CYP2C em células
endoteliais da artéria coronaria (FLEMING et al., 2001). Quando o CYP2C é super produzido,
ele ird gerar mais EROS (ERCAN et al., 2008). Os efeitos deletérios das EROS incluem a
inibicdo do relaxamento mediado pelo 6xido nitrico e a elevada atividade do fator de transcricdo
redox-sensivel (NF-kB) (FLEMING et al., 2001).
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3. JUSTIFICATIVA

A doenca cardiovascular (DCV) é a principal causa de morte no Brasil e no mundo,
determinando aumento da morbidade e incapacidade ajustadas pelos anos de vida
(NASCIMENTO et al.,, 2018) e a principal causa de mortalidade em muitas nacOes
economicamente desenvolvidas, sendo responsavel por cerca de 30% de todas as mortes. Sua
incidéncia ainda estd aumentando e se tornou uma das principais causas de incapacidade e
mortalidade prematura em todo o mundo (ROTH et al., 2017; BEAGLEHOLE; YACH, 2003;
WHO, 2014). Em 2030, prevé-se que aproximadamente 23,6 milhdes de pessoas morram dessa
doenca. O enorme e, ainda crescente, nimero de doengas cardiovasculares sobre os individuos,
familias e sistemas de saude indica uma necessidade urgente de pesquisa sobre doencas
ateroscleroticas e implementacéo de medidas preventivas (PEIGE, et al., 2020).

A aterosclerose, o principal processo patoldégico da maioria das doencas
cardiovasculares, pode comecar cedo na vida e permanecer latente e assintomatica por longos
periodos antes de progredir para seus estagios avancados (HONG, 2010; MCGILL et al., 2000).
E um processo que dura toda a vida e progride em varias taxas, dependendo de fatores genéticos
e ndo genéticos (TABAS; BOREN, 2007). Uma compreensdo atualizada do nimero de pessoas
com aterosclerose é decisiva para o desenvolvimento de estratégias eficazes de prevencédo e
manejo primarios e para informar as partes interessadas. No entanto, nenhuma estimativa atual
da prevaléncia da aterosclerose esta disponivel em nivel global (PEIGE et al., 2020).

O progresso da biologia celular e molecular nos permitiu refinar nossa compreensdo dos
mecanismos envolvidos no aparecimento da aterosclerose (BENNETT et al., 2016). Apesar dos
avancgos continuos na medicina cardiovascular, as complicacdes agudas da aterosclerose
continuam sendo as principais causas de morte em todo o mundo. E preocupante pois as
abordagens comuns, baseadas em fatores de risco e biomarcadores, falham em identificar uma
proporcao consideravel de individuos com alto risco de eventos cardiovasculares (DAVIDSON,
etal., 2011).

Com o desenrolar do século XX, com base em inimeras observacGes epidemioldgicas
e estudos de intervencdo, os fatores de risco cardiovasculares foram identificados e
direcionados com o objetivo de diminuir o nimero de doencas cardiovasculares em todo o
mundo. Ao longo dos seculos, as mudancas nos padrdes de alimentagdo humana, uma
diminuicdo progressiva da atividade fisica e uma maior prevaléncia de obesidade (fatores que
contribuem para as taxas alarmantes de diabetes, hipertensdo e hipercolesterolemia) levaram

aos distarbios relacionados a aterosclerose - infarto do miocardio, cardiomiopatia isquémica,
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acidente vascular cerebral e doenca arterial periférica -, sendo uma consequéncia inevitavel do

processo evolutivo que temos que enfrentar na atualidade (ALLAM et al., 2011).
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Analisar o polimorfismo dos genes das familias eNOS, GST, CYP em pacientes
ateroscleroticos que fazem o uso de estatinas, analisando um grupo caso — aqueles que possuem
stent — e um grupo controle — aqueles que ndo possuem stent — para realizar uma comparacgao

da terapéutica das estatinas.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1 Analisar a prevaléncia desses polimorfismos do grupo analisado.

4.2.2 Verificar a frequéncia dos polimorfismos em pacientes ateroscleréticos que fazem o uso
de estatinas e que possuem ou nao stent.

4.2.3 Pesquisar se o polimorfismo dos genes influenciou na resposta a estatina em pacientes
com stent.

4.2.4 Averiguar o polimorfismo dos genes e ver a relagdo com a reestenose.
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ABSTRACT

Atherosclerosis is a multifactorial chronic-inflammatory disease related to endothelial
aggression to the intimate layer of medium and large caliber arteries. Hyperlipidemia and
atherosclerosis causes eNOS to lose its function, producing superoxide and leading to
endothelial dysfunction. The nitric oxide derived from eNOS is anti-atherogenic. Single
nucleotide polymorphisms in the promoter region reduce its activity and predispose individuals
to cardiovascular diseases. The aim of this study was to analyze the T786C polymorphism of
eNOS in atherosclerotic patients under statin treatment, due to the clinical importance of such
genetic variation. The study of atherosclerotic patients with stent may bring information
regarding the frequency of restenosis occurrence. The design of the study comprised an
experimental group with stent patients (35) and a control group without stent (44) in order to
analyze the efficiency of the statin therapy. We collected 79 peripheral blood samples from
patients diagnosed with atherosclerosis undergoing statin treatment. Interestingly, the TC
genotype was prevalent in stent patients who smoke but there was no relation between the
polymorphism under study and restenosis. We used an in silico approach through molecular
modeling and molecular docking to show that statins act stabilizing the eNOS protein. Seven
amino acid residues in the eNOS binding pocket interact with the statin molecule, as this family
of drugs acts stabilizing the eNOS protein. Thus, the use of such drugs may interfere with the

development of restenosis.
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INTRODUCTION

Despite advances in Science, cardiovascular diseases are the leading cause of death,
being responsible for approximately 48% of deaths in the world’s population. According to the
World Health Organization (WHO), over 17.3 million people died due to heart attack in 2008
and 23.6 million people may die due to cardiovascular diseases in 2030. Atherosclerosis is the
main cause of coronary heart disease (Sargowo et al. 2018). Atherosclerosis is a multifactorial
chronic-inflammatory disease, which occurs in response to endothelial aggression and affects
mainly the intimate layer of medium and large-caliber arteries. The pathology is triggered by
cholesterol accumulation but is influenced by associations between environmental factors,
genetic components, immune system, hematological and endothelial cells, coagulation factors
and inflammatory mediators (Lusis 2000; Avezedo et al. 2010; Xavier et al. 2013; Faludi et al.
2017).

Atherosclerosis mediates the formation of atherosclerotic plaques as a response to
aggression of the vascular endothelium and influenced by risk factors such as dyslipidemia,
diabetes mellitus, hypertension and smoking (Xavier et al. 2013; Faludi et al. 2017). Mediators
of inflammation in the atheroma stimulate the migration and proliferation of smooth muscle
cells of the arterial medial layer. These cells produce cytokines, growth factors and extracellular
matrix, which compose the fibrous layer of the atherosclerotic plaque. The plaque essentially
contains cellular elements, components of the extracellular matrix and a lipidic and a necrotic
nucleus (Xavier et al. 2013; Bentzon et al. 2014; Faludi et al. 2017)..

There are several classes of drugs used in the treatment and prevention of

hyperlipidemias and statins are one of the most used in this type of therapy. Statins’ activity
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decrease serum levels of cholesterol-rich lipoproteins reducing the risk of developing coronary
artery diseases (Campo and Carvalho 2007; Xavier et al. 2013). Statins inhibit the synthesis of
cholesterol in the liver through inhibition of hydroxymethylglutaryl coenzyme A reductase
(HMG-CoA), consequently inhibiting the initial steps of the cholesterol biosynthesis (Fonseca
2005; Campo and Carvalho 2007; Souza-Costa et al. 2007; Xavier et al. 2013). Among the
beneficial effects of statin therapies are improvement of endothelial function, stabilization of
atherosclerotic plaques, inhibition of oxidative stress, reduction of inflammation and reduction
of thrombogenic response (Li and Forstermann 2009). In addition, statins stimulate eNOS
expression mediated by eNOS mRNA and protein stability leading to an increase in the
production of nitric oxide in endothelial cells. Scientific evidence indicates that statins promote
the reduction of oxidative stress related to the onset of cardiovascular diseases (Liao and Laufs
2005; Nagassaki et al. 2006).

The eNOS gene encodes a 135 kDa protein in which it contains around 1,203 amino
acids. There are several polymorphism related to eNOS described in the literature, among them
the most common are Glu298Asp, G894T, T786C (Hingorani 2001; Vecoli 2014). The protein
eNOS loses its function and produces superoxide leading to endothelial dysfunction in
atherosclerotic and dyslipidemic patients. In vitro studies demonstrate that eNOS-derived nitric
oxide acts as an antiatherogenic molecule (Kawashima and Yokoyama 2004). Due to the
relevance of nitric oxide in the regulation of the cardiovascular system, polymorphisms of the
eNOS gene have been suggested to be related to several cardiovascular diseases. Single
nucleotide polymorphisms (SNP) may occur in regions that regulate gene expression affecting
protein stability. A SNP in the T786C promoter region reduce promoter activity, affect protein
folding and predispose individuals to coronary spasm and myocardial infarction (Marroni et al.

2005).
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In addition to complications related to the polymorphism, stenosis has been target of
studies. Restenosis of the treated vessels affect 10% to 30% of patients. Technological advances
developed dilation instruments such as stents in order to restore the flow of blood in arteries
(Centemero et al. 2004). In this way, the aim of this study was to analyze the eNOS T786C
polymorphism in atherosclerotic patients undergoing statin therapy and stent implantation and

analyze through an in silico approach statins interaction with the eNOS protein.

MATERIALS AND METHODS

We collected peripheral blood samples of 79 patients from the service of cardiology and
peripheral vascular surgery in private hospitals of Goiania (Brazil) from October 2014 to
February 2015. All patients had previous diagnosis of atherosclerosis and dyslipidemia
undergoing statin treatment. Atherosclerosis diagnosis was based on clinical examination and
confirmed by imaging methods. Patients who underwent surgical intervention of stent
placement were classified into the experimental group and those without stent comprised the
control group. Both groups were formed by patients with atherosclerosis and were under statin
therapy. The inclusion criteria were patients older than 38 years of age, suffering from
atherosclerosis with or without restenosis, under statin therapy and subjected to stent placement.
All individuals had accepted to respond the questionnaire and signed the informed consent
form. Patients who did not comply with any of those criteria were excluded from the study.

The present research was approved by the National Commission of Ethics in
Research/National Information System on Ethics in Research involving Human Beings of

CEP/PUC GOIAS under the protocol number 35321614.3.0000.0037.



35

The collected peripheral blood samples were subjected to molecular tests in order to
detect the eNOS (T786C) gene polymorphism. After the DNA extraction, the samples were
submitted to PCR (polymerase chain reaction) amplification in a final volume of 25pL,
according to a protocol proposed previously (Silva and Moura 2016). All the analyzes were
performed in triplicate. DNA fragments were subjected to 1.5% agarose gel electrophoresis in
1x EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) Tris-borate solution (TBE) subjected to an electric
field of 10 VV/cm. The gels were stained with ethidium bromide (5ug / mL) and the visual record
was made on a BIORAD Photo-documentator (Bio-Rad, Hercules, California, USA).

The genotyping of the eNOS gene (T786C) were performed by ARMS-PCR
(amplification refractory mutation system-PCR) for the detection of known sequence
polymorphisms. The technique simultaneously amplify mutant and normal alleles and allow
the amplification of an internal DNA control.

The results of the eNOS (T786C) gene polymorphism were organized into Excel
spreadsheets. Statistical analysis was performed by G-test and chi-square (¥2) in order to
determine possible relationship between the polymorphism and atherosclerotic disease. Values
of p <0.05 were considered statistically significant and the statistical tests were performed by
the BioEstat® 5.3 software.

In order to perform the in silico approach, the three-dimensional structure of the
monomer and dimer forms of the proteins eNOS were modeled by the I-TASSER (lterative
Threading Assembly Refinement) server (Yang et al. 2015). The procedures is based on
template homology from protein structures experimentally available in the PDB (protein
databank). The best predicted model of the protein under study is determined by conformation
recognition through Monte Carlo simulations. In summary, the prediction of eNOS structures
comprised by a few steps. The determination of secondary structure by PSSpred (Protein

Secondary Structure Prediction) and refinement of templates by LOMETS (Local Meta-
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Threading-Server) (Wu and Zhang 2007). Clusterization of conformations according to energy
score by SPICKER (Zhang and Skolnick 2004) to determine possible and near native structures.
Finally, molecular dynamics, structure refinement and the prediction of biological function by
COACH (Yang et al. 2013).

The interaction between statin and eNOS was predicted by the SwissDock server
(Grosdidier et al. 2007). The algorithm performs the prediction through binding modes in a
local box or in cavities of the protein. Energy estimation is performed based on CHARMM
force field and the most stable clusters are then generated. The visualization software PyMol
was used in order to analyze the interaction between the eNOS binding pocket and statin and

to generate figures of the in silico approach.

RESULTS

Analyzing the genotype frequency of the experimental stent group for the eNOS
T786C polymorphism, the TT and CC homozygous genotype were less frequent than the TC
heterozygous genotype. The analysis of the control group without stent also resulted in a higher
frequency of the heterozygous. There was no statistically significant difference between the
groups in relation to the genotypic distribution (Table 1).

We assessed the genotypic frequency of the eNOS T786C polymorphism in relation to
the occurrence of restenosis in patients with stent and significant difference was found in the
analysis (Table 2). Twelve patients from the experimental stent group developed restenosis and
half of those had the TC genotype of the eNOS T786C polymorphism (Table 2). In addition,
more than half of the restenosis patients reported to be active smokers. The frequency of smoker

patients with stent was higher both in control and experimental groups (Table 3).
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Table 1: Frequency of the eNOS T786C polymorphisms in relation to the presence or absence of stent.

TT TC CcC
Group Total *p

n n n
Experimental group with stent 1 22 12 35 0.3139
Control group without Stent 4 30 10 44 '

*G Test

We found a statistically significant difference (p = 0.0207) in the experimental stent

group regarding smoking (Table 4). (Table 4).

Table 2: Genotypic frequency of the eNOS T786C polymorphism in relation to the occurrence of restenosis in
patients with stent.

TT TC cC
Group Total p*

n n n
Experimental group with Stent 1 22 12 35 0.6264
Patients group with Restenosis 1 6 5 12 '

*G Test

The I-TASSER server (Yang et al. 2015) modeled the monomer and dimer forms of the
eNOS protein. Figure 1A shows the surface of the monomer and figure 1C the surface of the
eNOS dimer, both with statin inside the binding pocket. The in silico docking approach between
eNOS and statin showed that there is no significant difference when statin interacts with the
binding pocket of the protein in the monomer or the dimer form. In addition, the binding of
statin to eNOS does not alter the conformation of the protein in the dimer form, the binding
takes place in the same region and with the same amino acid residues either in the monomer or
in the dimer. The amino acid residues represented in red stabilize the interaction between statin
and the binding pocket of the protein through hydrogen bonds (Figure 1). The hydrogen bond
forming residues are the same for the monomer and the dimer of the protein. The disposition of

statin inside the binding pocket is highlighted in figure 1B.
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Table 3: Association of smoking habits with patients with stents compared with patients without stents.

Experimental Stent Group Control Without Stent

GROUPS TOTAL p*
n n
Smokers 24 29 53
0.8025
Non-smokers 11 15 26

*Chi-squared test

The score of interaction between statin in the binding pocket for the best conformation
of the drug within the eNOS proteins was -41.8446 KJ/mol, ranked among 46 clusters of eNOS-
statin determined by the SwissDock server (Grosdidier et al. 2007). Figure 2A shows the
disposition of statin inside the binding pocked by a cartoon representation. Interestingly, the
drug fits well within the protein cavity helping to stabilize its conformation. The eNOS
interacting residues with statin protrude into the region where statin stabilize inside the pocket
(Figure 2B). The binding pocked showed to be highly hydrophobic and contribute to the

interaction with statin.

Table 4: Association of the eNOS T786C genotypic frequency with smoking in relation to the presence or
absence of stent in atherosclerotic patients.

TT TC CcC

GROUPS TOTAL p*
n n n
STENT GROUP
smokers 1 15 8 24
0.0207
non-smokers 0 2 9 11
CONTROL GROUP
smokers 3 21 5 29
0.4842
non-smokers 1 9 5 15
*G Test

Statin interacts with seven eNOS amino acid residues inside the binding pocket mainly
through hydrogen bonds and hydrophobic interactions. Figure 3A shows the interaction
between three amino acid residues highlighting the distance of the bonds. The residue M358
(methionine) interacts via two bonds within 2.5 A of distance. It also interacts three times with

W356 (tryptophan) within 2.5, 2.9 and 3.1 A and G355 (glycine) within 2.5 A. Other two amino
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acid residues that interacts with statin are W447 and V336 (valine) within 2.5 and 2.4 A,
respectively (Figure 2B). The amino acids G186 and C184 (cysteine) help to stabilize statin
inside the eNOS binding pocket through in interactions of 2.5 and 2.0 A for the former and 2.3

A for the latter (Figure 2C).

DISCUSSION

In the present study, the genotype frequency of eNOS T786C polymorphism show a 2.3-
fold higher incidence of TC genotypes in relation to the mutant genotype (CC) in the
experimental and control groups. This result is similar to the findings of Barbosa et al. (2017),
Silva (2019) and Oliveira et al. (2019). They found a higher prevalence of the TC genotype in
patients with atherosclerosis in a Brazilian population. Zeng and co-workers (2017) conducted
a study in Chinese patients with stents and found similar results where the TC genotype was 2
fold higher in that population (Zeng et al. 2017). However, different results were found in India.
They analyzed the relationship between eNOS T786C polymorphism and the susceptibility to
atherosclerosis and found a greater prevalence of the TT genotype in that population
(Shankarishan et al. 2014). Other studies have also try to relate the eNOS T786C polymorphism
with cardiovascular diseases.

An association between eNOS T786C polymorphism with the development of coronary
artery disease in Korean individuals has been described (Sung et al. 2015). Another study
showed that the CC genotype was 2.7 times higher in patients with acute coronary syndrome in
a Ukrainian population (Ciftci et al. 2008). Nakayama et al. (1999) showed that the CC
genotype reduces nitric oxide synthesis and predisposes patients with the allele mutation to
coronary spasm. Conversely, it has been stated that the C mutant allele is not a predisposing

factor for severe coronary artery disease (Ragia et al. 2010). The results are conflicting since
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other studies found otherwise showing positive association of the eNOS T786C polymorphism
with coronary artery disease (Colombo et al. 2003; Afrasyap and Ozturk 2004). In addition, it
is well established that the T786C polymorphism results in a drastic decrease in the production
and activity of nitric oxide (Zago et al. 2013a), increasing the susceptibility of patients to
cardiovascular diseases (Nakayama et al. 1999).

Analyzing the T786C genotype frequency of smoker patients, we found nearly two-
fold higher ratio of the TT genotype. Similar results were found in a Japanese population, where
the TT genotype was prevalent among atherosclerotic smoker patients (Nasreen et al. 2002).
Although smoking has shown an increased risk of developing cardiovascular disease, the effect
of nicotine, the main component of cigarette smoking on the cardiovascular system, is still
unknown (Ruixing et al. 2007). Nicotine drives angiogenesis in the scenarios of inflammation,
ischemia, tumor and atherosclerosis. Moreover, nicotine stimulates the growth of
atherosclerotic plagues and inhibit apoptosis in human coronary artery endothelial cells
(Heeschen et al. 2001). Ruixign et al. (2007) demonstrated that nicotine might accelerate intimal
proliferation and damage the iliac artery increasing risk of restenosis.

It has been showing that statins benefit patients with atherosclerosis, improve nitric
oxide production and the prognosis of patients (Lacchini et al. 2010; Zago et al. 2013b;
Ramakumari et al. 2018). Zeng et al. (2017) showed that the C allele the T786C polymorphism
is linked to an increased risk of in-stent restenosis in Chinese patients (Zeng et al. 2017). Studies
have compared the use of pharmacological and conventional stent and showed that patients
with the pharmacological stent presented two to three times more events related to restenosis
(Pfisterer et al. 2006; Aradjo et al. 2007) and significant increase in the risk of death and heart
disease (Anstrom et al. 2007; Eisenstein et al. 2007).

Statins are a group of compounds classified as HMG-CoA inhibitors (Istvan 2003;

Prospective Studies Collaboration et al. 2007). This class of drugs belong to a fatty-acid-
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lowering drug family used as a treatment of patients with increased risk of developing
cardiovascular diseases, such as atherosclerosis. Their mechanisms of action are related to
lowering LDL cholesterol (Alenghat and Davis 2019) and stabilizing eNOS mRNA (Kosmidou
et al. 2007). Here, we hypothesize through an in silico approach that these family of drugs also
acts stabilizing the eNOS protein. We found seven amino acid residues inside the eNOS binding
pocket and statin. Interesting, two W residues from eNOS interact with statin (Figure 3A and
B) and it has been shown that statin also interacts with tow W residues in the binding pocket of
HMG-CoA (Tabernero et al. 2003). An experimental approach to test the interaction between

statin and the eNOS protein is under design.

CONCLUDING REMARKS

The investigation of the relationship between eNOS polymorphisms and susceptibility
to atherosclerosis has led to conflicting results. Here, we found no association between
atherosclerotic groups with or without stent in relation to the T-786C polymorphism of the
eNOS gene. Regarding smoking habits there was no significant difference between the control
group without stent and smoker patients in comparison based on the eNOS T786C genotype.
Interestingly, we found a positive association in the experimental stent group with the presence
of the TC genotype and smoking habit. In addition, we propose a mode of interaction between
statin and eNOS, indicating that this drug besides improving eNOS mRNA stability, also
stabilize the eNOS protein in order to make statin treatment more efficient and to maintain
positive effects of nitric oxide. More studies are needed to increase our understanding of the

relationship between eNOS T786C polymorphism and atherosclerosis.
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Figure Legends

Statin
binding pocket eNOS monomer

eNOS dimer

9

Figure 1 — Statin interaction with eNOS in the binding pocket. (A) The interaction

between the monomer form of eNOs (purple) with statin (yellow) shows that the drug stabilizes
within the binding pocket of the protein. Red regions indicate amino acid residues within the
binding pocket that directly interact with statin. (B) Magnified view of the binding pocket
showing the disposition of statin inside the protein. (C) The interaction between the dimer form
of eNOs (blue) with statin (yellow) shows that the drug stabilizes within the binding pocket of

the protein similar to the interaction in the monomer form.
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Binding
pocket

Binding
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Figure 2 — Cartoon representation of statin interaction with eNOS within the
binding pocket. (A) The best conformation of statin (yellow) inside the binding pocket of
eNOS (purple) according to the interaction prediction performed by SwissDock (Grosdidier et
al. 2007). (B) The red residues on the eNOS protein protrude into the inner part of binding
pocket and into the region where statin is located. Statin interacts with seven amino acid

residues within the binding pocket.
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Figure 3 — Different views of how statin is stabilized within the eNOS binding
pocket via hydrogen bonds. (A) Statin interaction with M (methionine) 358, W (tryptophan)
356 and G (glycine) 355. (B) Statin interaction with W447 and V (valine) 336. (C) Statin
interaction with G186 and C (cysteine) 184. Most of the bonds between eNOs amino acid

residues and statin are in the distance range of 2.5-3.0 A.
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Abstract

Background: The pathogenesis of atherosclerosis involves environmental and
genetic factors, with the development of a plaque that leads to obstruction of arterial
segments. Treatment occurs in a non-invasive and invasive manner. The stent implant aims
to expand the vessel's light, restoring blood flow and leading to restenosis. Glutathione-S-
transferases are phase Il enzymes that act in cell detoxification and protection against
oxidative stress. The GSTM1 and GSTT1 genes are related to the pathogenesis of the
disease. Objectives: The aim of the present study was to assess the presence or absence of
GSTM1 and GSTT1 polymorphisms in atherosclerotic patients undergoing statin therapy
and stenting. Methods: Polymerase chain reaction was used to identify the presence or
absence of the polymorphisms and statistical analyses were performed to compare the
frequencies of genotypes between groups. Results: The present was the most frequent in
the case and control groups for the polymorphisms of the GSTM1 and GSTT1 genes. There
was no significant association between the combined genotypes in the patients in this study.
Most patients were not smokers and the GSTM1 and GSTT1 present genotypes were more
frequent for both genes. Conclusions: Regardless of the need for further procedures, the
first stent placement or restenosis, patients in both groups did not show difference in
polymorphisms.

Keywords: GSTM1, GSTTL, polymorphism, atherosclerosis, stent, statins.
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Introduction

Atherosclerosis is an inflammatory, chronic, slow and progressive disease. Its
implications increase morbidity and mortality rates though the formation of a lipid plaque in
the intima layer. The atheroma plaque directly proportional to the concentration of low density
lipoprotein (LDL) in plasma, which blocks blood flow leading to serious problems, such as
acute myocardial infarction and aortic aneurysm®=. Several factors are related to the
development of atheroma plaque, such as environmental and genetic risks, comprising family
history, alcoholism, smoking, high LDL, hypertension, obesity and diabetes?2,

Atherogenesis starts as an endothelial lesion caused by cholesterol accumulation,
increased expression of adhesion factors from endothelial cells, and the presence of
macrophages that release cytokines and release of reactive oxygen species (ROS). Oxidation of
LDL (LDL-OXI) has an immunogenic effect. The macrophages phagocyte LDL-OXI, turning
into foamy cells that can spread leading to necrosis. Cytotoxic LDL-OXI lesions the
endothelium, forming the atherosclerotic plaque®>. The diagnosis is based on the patient's
clinical and family history, risk factors and via physical, biochemical and imaging tests. The
clinical evaluation of the patient along with imaging exams estimate the probability of the
patient developing coronary atherosclerotic disease (CAD). CAD is identified by angiography,
screening for the presence of stenosis and one of its symptoms is angina®.

The treatment of CAD is medication and usually statin is the most prescribed group of
drugs. It is a competitive inhibitor of the enzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A
(HMG-CoA) reductase, which blocks the conversion of HMG-CoA into mevalonic acid,
damaging the main stage of cholesterol biosynthesis. This reduction, leads to an increase in the
synthesis of receptors for LDL and increases the depuration of lipoproteins. Biochemically, it
decreases plasma concentration of LDL, total cholesterol, triglycerides and increases that of
HDL. In addition, it has anti-inflammatory and antithrombotic effects with the ability to reduce
complications such as myocardial infarction and stroke. Early treatment diminishes the effects
and improve prognosis reducing cardiovascular events®>’11, Statins reduce cholesterol levels by
pleiotropic effects. It regulates endothelial function, increases the stability of atheroma plaques,
and decreases oxidative stress and thrombogenic response. Physical activity and a healthy diet
must be associated to drug treatment®12,

The invasive treatment is based on angioplasty, revascularization surgery that uses
grafts for the coronary artery and catheterization. Stent implantation, which consists of a device
that expand the lumen of the vessel, prevent the blood flow blockage caused by the atheroma
plaque. It is the most used method because it has a low probability of restenosis, but some
factors such as stent design, patient's age and characteristics of the plaque can lead to
complications®1314,

Several genetic components are associated with the pathogenesis of the disease. The
Glutathione S-Transferase (GST) superfamily are phase 11 antioxidant enzymes, responsible for
cellular detoxification and detoxification of toxic xenobiotics, metabolites and reactive products
of intracellular processes. They guarantee protection against oxidative stress (OS). The OS acts
largely on atherogenesis, so modifications of GST's lead to greater susceptibility to
atherosclerosis'>!®. The GSTM1 gene is present on chromosome 1p.13.3 and is polymorphic.
Polymorphisms in the GSTM1 gene can lead to changes in HDL- and LDL-cholesterol levels.
17 The GSTT1 gene located in the chromosomal region 22011.2!82°, The absent GSTT1 and
GSTML1 genotypes is related to complications in several cardiovascular diseases. These
enzymes are directly related to defense mechanisms against OS damage that promotes high
release of free radicals causing endothelial dysfunction and LDL oxidation?*%2,
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The objective of the present study was to assess the presence or absence of
polymorphism of GSTM1 and GSTTL1 genes in atherosclerotic patients submitted to statin
therapy and stent implantation.

Materials e Methods

The research was approved by the National Commission on Ethics in Research/National
Information System on Ethics in Research involving Human Beings CEP/PUC GOIAS,
number: 35321614.3.0000.0037.

We collected 80 peripheral blood samples from patients with atherosclerosis and using
statins, diagnosed through clinical and imaging exams, from October 2014 to February 2015 at
the Angiogyn Clinic located in Goiania, GO. Thirty-five underwent stent placement along with
statin treatment (case group) and 45 patients undergoing statin treatment but were not submitted
to stent placement (control group).

The analyses were performed at the Nucleo de Pesquisas Replicon - PUC Goias, where
the samples of peripheral blood were submitted to tests to analyze the presence or absence of
polymorphism of the GSTM1 and GSTT1 genes.

DNA extractions from the collected samples were performed according to the
instructions in the Kaswi® kit (Genomic DNA Purification Kit). The samples were submitted
to quantification in the spectrophotometer NanoVue™ Plus according to the manufacturer's
instructions. Samples with the concentration of DNA higher than 5ng/ul was considered
significant. The extracted DNA was maintained at a temperature of -20°C until the amplification
by the polymerase chain reaction (PCR) method was performed.

The final volume of the samples subjected to PCR was 25uL.. The process was processed
in a laminar flow chapel to avoid contamination. The PCR products were submitted to 1.5%
agarose gel electrophoresis in 1X EDTA Tris-borate (TBE) solution ina 10 V/cm electric field.
The gel was stained with 5mg/mL ethidium bromide and visualized in a BIORAD
photodocumentator.

The amplification of the GSTM1 and GSTT1 genes confirmed the presence or absence
of the alleles. The results were tabulated and statistical analyses were performed applying the
G Test and Oddis Ratio, with the help of BioEstat® software version 5.3 and p<0.05 was set as
statistically significant.

Results

When analyzing the polymorphisms of the GSTM1 and GSTT1 genes in Table 1, no
statistically significant relationship was found between case and control group. A prevalence
of the present genotype in the case and control groups is noted for both genes with 68.57% in
the case group and 60.00% in the control group, respectively for GSTM1 (p=0.4274) and
88.57% in the case group and 86.67% in the control group for GSTT1 (p=0.7977).
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Table 1: Distribution of GSTM1 and GSTT1 polymorphisms in case and control groups.

Case N (%0) Control N (%) P>
GSTM1
Present 24 (68.57) 27 (60.00) 0.4274
Absent 11 (31.43) 18 (40.00)
GSTT1 p*
Present 31 (88.57) 39 (86.67) 0.7977
Absent 4 (11.43) 6 (13.33)

Test G*; N = number of patients; P= Probability.

There was no significant relationship regarding genotypic frequencies of
GSTM1 and GSTT1 as shown in Table 2. The frequencies of GSTM1 andGSTT1 present
genotypes were 62.86% in the case group and 51.11% in the control group. The present
genotype was the most prevalent among patients for both genes. The absent genotype frequency
of GSTM1 and GSTT1 was 25.71% in the case group and 35.56% in the control group.

Table 2: Analysis of combined genotypes in case and control groups.

GSTM1/GSTT1 Case N (%) Control N (%) OR 95% IC P

Present/Present 22 (62.86) 23 (51.11) 1.62 0.66-3.99 0.4103
Present/Absent 2 (2.86) 4 (8.89) 0.62 0.11-3.60 0.9148
Absent/Present 9 (25.71) 16 (35.56) 0.63 0.24-1.66 0.4846
Absent/Absent 2 (8.57) 2(4.44) 1.30 - 0.7960

N = number of patients; OR = Oddis Ratio; IC = Confidence Interval; P = Probability.

Most of the patients in the case and control groups declared to be non-smokers (Table
3). The frequency of the present genotype for GSTT1 and GSTML1 genes in both groups was
higher. For the GSTT1 gene polymorphism, 100% of smokers showed the present genotype
and for GSTT1, 85.18% of non-smokers showed the present genotype in the case group. In the
control group, 71.43% of smokers showed the GSTTL1 present genotype and among non-
smokers 89.47%. For the GSTM1 87.50% of smokers and 62.96% of non-smokers showed the
present genotype in the case group. In the control group, the frequency of the absent genotype
in smokers was higher (57.14%) compared to non-smokers (63.16%). There was no statistical
significance between groups.
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Table 3: Association between the genotypes of GSTM1 and GSTT1 polymorphisms with
smoking, in the case and control groups.

Case Fumante Nao fumante p*
GSTT1 present N (%) 8 (100) 23 (85.18) 0.1358
GSTT1 ausent N (%) 0 (0.00) 4 (14.82)

Control Fumante Nao fumante p*
GSTT1 present N (%) 5 (71.43) 34 (89.47) 0.2382
GSTT1 absent N (%) 2 (28.57) 4 (10.53)

Case Fumante Nao fumante p*
GSTM1 present N (%) 7 (87.50) 17 (62.96) 0.1624
GSTM1 absent N (%) 1(12.50) 10 (37.04)

Controle Fumante Nao fumante p*
GSTM1 present N (%) 3 (42.85) 24 (63.16) 0.3188
GSTM1 absent N (%) 4 (57.14) 14 (36.84)

Test G*; N = number of patients; P= Probability.

Restenosis was found in 37.14% of patients. There was no association between
restenosis and smoking (p=0.0955). The majority of the patients who did not present restenosis
were non-smokers (Table 4).

Table 4: Association between restenosis and smoking in patients with stenting.

Non-smoking N (%) Smoking N (%) P*
With restenosis 8 (29.63) 5(62.50) 0.0955
Without restenosis 19(70.37) 3(37.50) '

Test G*; N = number of patients; P = Probability.

DISCUSSION

Taspinar and collaborators®® showed that the polymorphism of the GSTM1 gene is
important in predicting CAD. Similar to our results, they observed in case and control groups
the prevalence of the GSTM1 present genotype. Similarly, Rodrigues and collaborators®*
evaluated GSTM1 polymorphism in patients with atherosclerosis in the population of Goiania
and found higher prevalence for the GSTM1 present genotype. However, Turkanoglu and
collaborators? assessed patients with ischemic stroke and observed a higher prevalence of the
absent genotype in the population under study. The differences showed here are likely due to
ethnic genetic variation.

We found a higher prevalence of the GSTT1 gene polymorphism in the case group
with stent. Grubisa and collaborators?® found similar results in a population of Serbia, with 77%
of the atherosclerotic patients showing the present genotype. Finally, Zivkovic and
collaborators®®, showed that the GSTT1 polymorphism as present inn 94.51% of the patients
under studied.

Similar to our results, Nomani and collaborators® studied polymorphisms in patients
diagnosed with CAD through angiography from western Iran and found a higher prevalence of
the GSTT1 present genotype in the case and control groups. The same group evaluated the
GSTT1 genotype regarding smoking and found a higher prevalence of the GSTT1 present
genotype in smokers and non-smokers patients in the case and control. Microstructural changes
can occur after the stent placement in patients with different smoking status. Differently from
the results of the present work, Marino and collaborators?® analyzed patients with and without
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CAD and observed a predominance of smokers with a significant p of 0.0132 regarding changes
due to stent placement.

Li and collaborators?’ showed that the habit of smoking in a USA population, smoking
20 packs of cigarettes per year, has a significant relationship with the presence of the genotype
GSTT1 and CAD. The chemicals present in cigarette smoke would be a substrate for GST's and
may be involved in with the onset of the disease, according to the authors. However, Yeh and
collaborators® analyzing the GSTT1 genotype in Taiwanese CAD patients found a higher
prevalence of the absent genotype in patients with at least 3 stenosed vessels. The association
with smoking, sex, alcoholism and age was not significant. As in Yeh's study, our patients were
mostly non-smokers, but on the contrary a higher prevalence of genotype present in GSTT1 in
case and control groups was obtained. The quantity of cigarettes, and the type of tobacco can
influence the results, causing variations in some studies.

In a study by Kim and collaborators?® associated hypertension, diabetes, male gender
and dyslipidemia as independent risk factors for CAD. They found that in smokers with the
absent genotype of GSTT1, the risk of CAD is increased. When absent GSTT1 and GSTML is
considered in smoking patients, the risk increases. Here, most patients were non-smokers and
had a higher prevalence of the GSTT1 and GSTML1 present genotype. We did not find a
relationship between smoking and the genotype of patients with stent or patients with restenosis.

The vascular smooth muscle cells, in atherosclerosis, through an inflammatory
response, migrate and proliferate in the intima of the arteries, influencing restenosis post-
angioplasty or intra stent restenosis. Compounds that inhibit smooth muscle cell proliferation
and the induction of several GST's members that besides acting in detoxification and redox state
regulation have been explored. In addition, it is associated with cell cycle control and cell
proliferation, such as vascular smooth muscle. Thus important in the processes of stenosis and
restenosis of vessels®. In the present study, all patients used statins and the highest percentage
of patients with stent did not develop restenosis (62.86%). Kocas®! evaluated the use of statins
in patients undergoing percutaneous coronary intervention with stent. They showed that
patients without adherence to the use of statins, had increased risk of intra-stent restenosis.
Kim®2 and collaborators, showed that the rate of restenosis in patients who use statins is lower
than in patients who do not use statins. Another study showed that atorvastatin inhibited
proliferation and abnormal migration of vascular smooth muscle cells in atherosclerosis with a
protective effect?,

CONCLUSION

This study presented a higher prevalence of the GSTM1 and GSTT1 present genotype.
We also analyzed the frequency of those genotypes regarding smoking, we found higher
prevalence of the present genotype both in smoking and non-smoking patients, and regardless
of the need for subsequent stent placement procedures, patients showed no differences in the
polymorphisms under study. Genetic susceptibility increases the risk of stent restenosis. The
identification of patients and the determination of genes involved along with an appropriate
individually treatment based on the patients’ genotype may improve their quality of life and
reduce the high rate of mortality of CAD.
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5.3. ARTIGO 3: Artigo para submisséo.

O polimorfismo G894T do gene eNOS em pacientes com reestenose em uso de estatinas,
Goiania - Goias
Ulisses dos Santos Vilarinho, Isabela Barros Lima, Andreia Marcelino Barbosa, Katia

Karina Verolli de Oliveira Moura

INTRODUCAO

A doenca cardiovascular (DCV) é a principal causa de morte no mundo. Ela atribui-se
principalmente a aterosclerose, uma condi¢do que ocorre de forma lenta e progressiva até se
tornar clinicamente evidente. A placa aterosclerética se forma a partir de uma inflamacéo
causada nas células do endotélio vascular que liberam substancias quimicas, como citocinas,
fatores de crescimento e forcas hemodindmicas que atraem moléculas de adesdo, como
leucdcitos e mondcitos que se ligam a parede do vaso. A lesdo causada pelas substancias
quimicas e pelas moléculas de adesdo, provocam o acimulo e a oxidacdo de lipideos,
principalmente a lipoproteina de baixa densidade (LDL), a migracdo e proliferacdo de células
do musculo liso e a formagdo de uma ‘“’capa” fibrosa. Diversos estudos demonstram que
inimeros fatores se relacionam ao desenvolvimento da placa de ateroma, como a
hipercolesterolemia, o habito de fumar, a obesidade, o diabetes mellitus (DM), a hipertenséo
arterial sistémica (HAS), a dislipidemia, a idade, o sexo e fatores genéticos (CAM, et al., 2005;
CHEN, et al., 2012; CAMPEDELLLI, et al., 2017; ADAM, et al., 2018).

Diversos genes se relacionam ao desenvolvimento da aterosclerose, pois estdo
envolvidos na regulacdo da funcdo endotelial, no processo de inflamagdo, no metabolismo de
lipideos e carboidratos, como por exemplo: eNOS, ApoE, CYP e GST (IDRISSI, et al., 2016;
CAMPEDELLL, et al., 2017).

O 6xido nitrico (NO) é uma substancia produzida nas células endoteliais, pela conversao
da L-arginina pela L-citrulina pela acdo da enzima eNOS (6xido nitrico sintetase) apds um
estresse vascular. O NO se relaciona com o desenvolvimento de DCV, onde atua fatores
envolvidos na formacgdo da aterosclerose, inibindo o metabolismo e oxidacdo da LDL, a
migracdo e aderéncia das moléculas de adesdo e a agregacao plaquetaria (KIM, et al., 2007;
ALREFALI, et al., 2016; CAMPEDELLI, et al., 2017).
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O gene eNOS encontra-se no cromossomo 7¢q37-36 e possui 26 éxons. Ele contribui
para a homeostasia e regulacdo das funcGes cardiovasculares, como a vasodilatacéo, regulacéo
da pressdo arterial, além de acdes vaso protetivas e anti-aterogénicas. Um dos polimorfismos
mais frequentes nesse gene encontra-se no éxon 7 e ocorre pela substituicdo da guanina por
timina na posicao 894, resultando na mudanca de glutamina (Glu - GAG) para aspartato (Asp -
GAT), chamado de G894T. Esse polimorfismo esté associado a altera¢cdes no perfil lipidico, da
pressdo arterial e na degradacdo acelerada do NO. Todos esses fatores contribuem para o
desenvolvimento DCV, hipertenséo, aterosclerose e infarto agudo do miocardio (IAM) (CAM,
et al., 2005; IDRISSI, et al., 2016; CAMPEDELLLI, et al., 2017).

O tratamento da aterosclerose envolve a adeséo de diferentes fatores como a cessacao
do tabagismo, a melhora na alimentacéo, préatica de atividade fisica, reducdo do consumo de
alcool. Esses fatores podem ser adotados isoladamente ou em associagdo com medicamentos,
como a estatina. Esse farmaco atua inibindo a enzima hidroxi-metil-glutaril coenzima A
redutase (HMG CoA redutase) que atua inibindo a sintese de mevalonato, um precursor do
colesterol, de forma reversivel e competitiva. Além de reduzir os niveis de lipoproteina de baixa
densidade (LDL), colesterol total e triglicérides e aumentar os niveis séricos de lipoproteina de
alta densidade (HDL), as estatinas possuem efeito pleiotropico: anti-inflamatérios, diminui a
oxidagdo da LDL, do estresse oxidativo, aumenta a disposi¢cdo de ON, diminui a agregacao
plaquetéria e estabiliza a placa de ateroma (KAZI, et al., 2017; ADAM, et al., 2018;
OLIVEIRA, et al., 2019).

Tratamentos invasivos, como a angioplastia e a colocacdo de stent, sdo procedimentos
que diminuem a oclusdo da artéria causada pela aterosclerose, restituindo o fluxo sanguineo e
a pressao arterial. A reestenose € uma complicacdo destes procedimentos, que ocorre em uma
incidéncia de 30% nos pacientes de 3 a 6 meses apos o tratamento. A reestenose ocorre devido
a uma lesdo seguida de uma inflamacéo causada pelo stent. (CHEN, et al., 2012; ELMORE, et
al., 2016, KAZI, et al., 2017; NICOLAIS, et al., 2018).

MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas amostras de sangue periférico com heparina de 80 pacientes na cidade
de Goiania, Goias, Brasil referentes ao Departamento de Angiogénese/Cirurgia Vascular e
Cardiologia Angiogyn. Todos os pacientes foram diagnosticados com aterosclerose e faziam o
uso de estatina. Todos possuem diagndstico de aterosclerose por meio de uma avaliagdo da

historia clinica, de um exame fisico e confirmada pela angiografia, que fazem uso de estatinas
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e que possuem stent. O grupo com stent foi chamado de grupo caso (35 pacientes) e 0 sem stent
(45 pacientes), de grupo controle.

Todos os pacientes aceitaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e
o projeto foi aprovado pelos Comités Nacionais de Etica em Pesquisa e Sistema Nacional de
Informacdo em Etica em Pesquisa com Sujeitos Humanos CEP/PUC GOIAS (NGmero
35321614.3.0000.0037).

Foi feita a extracdo do DNA gendmico das amostras de sangue utilizando o kit Kaswi
(Kit de Purificacio de DNA Gendmico) seguindo as recomendacbes do fabricante no
Laboratdrio de Pesquisa do Nucleo Replicon da Pontificia Universidade Catdlica de Goias.

Em seguida, o DNA foi quantificado pelo espectrofotometro NanoVue™ Plus, ¢
aplicou-se apenas amostras superiores a 5 ng/uL. Posteriormente, o0 DNA foi amplificado pelo
método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para verificar o polimorfismo do gene eNOS
G894T (Frare et al., 2013).

Foram utilizados trés pares de primers para detectar o polimorfismo do gene eNOS
G894T: primer forward, primer reverse normal e primer reverse mutante. As reaces em cadeia
da polimerase (PCR’s) foram realizadas em triplicata.

O produto PCR foi submetido a gel de agarose a 2% e a eletroforese em um campo
elétrico de 10 V/cm, corado com brometo de etidio (5 mg/ mL) e visualizado no VDS®.

Para andlise estatistica dos polimorfismos do gene eNOS G894T foi utilizado o software
Biostat 5.0 para a realizacdo o teste G e o Equilibrio de Hardy Weinberg. Foi considerado

significativo p < 0,05.

RESULTADOS

Foram realizadas analises estatisticas para verificar se a populacdo estudada estava ou
ndo em equilibrio de Hardy-Weinberg. N&o foi encontrado em nenhum dos grupos estudados
esse equilibrio (grupo caso: p=0,000004; grupo controle: p=0,001633). As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o pacote estatistico SPSS versdo 26, utilizando um nivel de
significancia de 5% (p < 0,05) (MacDonald; Gardner, 2000).

O alelo mais frequente nos grupos, € o alelo mutante T, mas sem diferencas substanciais.
O genotipo mais frequente, nesta populagéo, em ambos 0s grupos, é o heterozigoto GT (Tabela
1).



Tabela 1: Equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Caso Observado Esperado p*
GG 1 7,8
GT 31 17,4 0,000004
TT 3 9,8
Frequéncia alélica G T
0,47 0,53
Frequéncia genotipica GG GT )
2,8 88,6 8,6
Controle Observado Esperado p*
GG 7 12,3
GT 33 22,5 0,001633
TT 5 10,3
Frequéncia alélica G T
0,48 0,52
Frequéncia genotipica GG GT T
15,6 73,3 11,1
Caso e Controle Observado Esperado p*
GG 8 20
GT 64 40 0,000000
TT 8 20
Frequéncia alélica G T
0,5 0,5
A - GG GT TT
Frequéncia genotipica 10 80 10

p* = Valor do teste qui quadrado; <0,05 ndo consistente com equilibrio de Hardy-Weinberg.

Na Tabela 2, dos pacientes que foram submetidos a colocacdo de stent, 37,1%

desenvolveram reestenose, com maior frequéncia do genétipo heterozigoto G/T com 92,3%. Os

pacientes submetidos ao mesmo procedimento, mas que néo tiveram reestenose apresentaram

86,4% do gendtipo heterozigoto G/T. A comparagdo entre 0s grupos em relacdo ao gendétipo

ndo obteve relacdo estatistica, com p=0,6126. A frequéncia de pacientes que ndo tiveram

reestenose, foi 1,7 vezes maior comparado com a frequéncia dos que tiveram a complicacéo.

Tabela 2: Distribuicéo genotipica do polimorfismo eNOS G894T em relacéo a reestenose.

G/G TIT Total
Genotipos n° (%) n° (%) n° (%) n° (%) p*
Com Reestenose 0(0,0) 12(92,3) 1(7,7) 13 (37,1) 0,6126
Sem Reestenose 1(4,5) 19(86,4) 2(9,1) 22 (62,9)

*Teste G. n° = nimeros de pacientes
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A Tabela 3 apresenta a distribuicdo genotipica em relagdo ao tabagismo. Os pacientes
fumantes apresentaram maior frequéncia do gen6tipo GT no grupo caso com 22,9% e no grupo
controle com 8,9%. O genotipo GG foi 3 vezes mais frequente em fumantes do grupo controle.
Observa-se também que nenhum dos pacientes fumantes apresentaram o genétipo homozigoto
T/T. A andlise estatistica aproximou-se da significancia com p=0,065.

Os pacientes ndo fumantes apresentaram o mesmo padrdo em relacdo ao gendtipo
heterozigoto G/T, com 65,7% em ndo fumantes do grupo caso e 64,4% em ndo fumantes do
grupo controle. O gendtipo TT apresentou maior frequéncia em nao fumantes com 11,1% dos
pacientes do grupo controle, comparado com ndo fumantes do grupo caso com 8,6%. O
genotipo homozigoto GG obteve frequéncia 4 vezes maior em ndo fumantes do grupo controle.

Tabela 3: Distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo do gene eNOS G894T e o tabagismo nos grupos caso e

controle.
Caso Controle

GG GT TT GG GT TT .

n°(%) n°(%) n°(%) n°(%) n°(%) n°(%)
Fumante 0(0,0) 8(229) 0(0,0 3(6,7) 4(8,9) 0(0,00 0,065
Nao 0,533
fumante 1(2,8) 23(65,7) 3(86) |4(89 29(644) 5(11,1) '
Total 35 (100,0) 45 (100,0)

*Teste G. n° = nimeros de pacientes

DISCUSSAO

Um dos processos iniciais no desenvolvimento da aterosclerose é a disfuncédo endotelial.
Ja é bem descrito que alteragdes envolvendo a eNOS, afetam a sintese, liberacéo e atividade do
oxido nitrico. O polimorfismo G894T do gene eNOS, leva a uma diminuigéo da ligacédo entre a
eNOS e a caveolina-1, reduzindo fortemente a disponibilidade e atividade da enzima, assim a
producdo de déxido nitrico na camada intima dos vasos sanguineos diminui (COZMA, et al.,
2019).

O gendtipo homozigoto G/T foi 0 que mais predominou na populagdo em estudo com
73,3% dos pacientes, seguido do gendtipo homozigoto G/G com 15,6%, e 0 gendtipo

homozigoto T/T com 11,1%.
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A populagdo egipcia com doenga cardiaca coronariana estudada por Arafa e
colaboradores (2018), apresentou o polimorfismo G894T do gene eNOS como um fator de risco
para a doenca. Neste estudo o genotipo mais frequente foi o heterozigoto G/T com 46%, sendo
0 gendtipo homozigoto T/T o menos frequente. Camppedelli e colaboradores (2017) em um
estudo analisando pacientes com aterosclerose que residiam em Goiania, observaram a
prevaléncia do genétipo G/T no grupo caso e controle, com 76% e 85% respectivamente.
Ambos corroborando com o presente estudo.

Gad e colaboradores (2012) em outro estudo egipcio com pacientes que tiveram infarto
agudo do miocérdio, apresentaram maior frequéncia do gen6tipo homozigoto G/G (50%), e o
genotipo G/T e T/T com 45,2% e 4,8% respectivamente. Ao analisar a associagdo do
polimorfismo eNOS com a hipertensdo arterial sistémica, Alrefai e colaboradores (2016)
relataram a prevaléncia do genoétipo GG nos grupos caso com 70% e no grupo controle com
90%. Observa-se que o0 genotipo T/T é o menos frequente nas diferentes populacgdes.

As variantes do gene eNOS apresentam frequéncias diferentes em relacdo as etnias. Ja
foi destacado que um genotipo pode predispor ao infarto do miocardio na populacéo japonesa,
contudo, na populagdo caucasiana da Franca, isso ndo ocorre. Essas diferencas interétnicas
podem explicar a redugdo da biodisponibilidade de NO, risco cardiovascular e até a resposta a
medicamentos em individuos dos diferentes grupos étnicos. Existem diferencas polimorficas
significativas entre negros e brancos brasileiros em relagdo ao gene eNOS. Resultados bem
préximos comparados aos estudos na populacdo americana ajudam a entender a frequéncia das
variantes nas diferentes populacdes e suas consequéncias clinicas (MORRONI, et al., 2005;
THOMAS, et al., 2013).

Uma metanalise realizada por Luo e colaboradores em 2014, mostrou uma associagao
entre o polimorfismo G894T do gene eNOS e o infarto do miocardio no grupo de pacientes
asiaticos, mostrando uma forte relacdo entre a etnia e o polimorfismo.

Em relacdo ao tabagismo, 2,8% dos pacientes do grupo caso, com genotipo G/G néo
eram fumantes, no genotipo G/T com 22,9% fumantes e 65,7% néo fumantes e no genotipo T/T
com 8,6% dos pacientes ndo fumantes. O grupo controle apresentou genotipos parecidos em
relacdo ao tabagismo, 6,7% de fumantes e 8,9% de ndo fumantes com gendtipo G/G. O genotipo
G/T com maior frequéncia de fumantes 8,9% e ndo fumantes 64,4%. J& no gendtipo T/T, 11,1%
dos pacientes ndo eram fumantes.

Em seu estudo, Campedelli e colaboradores (2017), observaram a prevaléncia do

gendtipo G/T tanto em pacientes fumantes do grupo caso e controle, com 80% e 88%



68

respectivamente, quanto dos pacientes ndo fumantes do grupo caso com 73,3% e do grupo
controle com 83,8%, corroborando com o presente estudo.

Dentre os pacientes que utilizavam stent, no grupo caso, 92,3% tinham o genotipo G/T,
e 7,7% com genotipo T/T. Nao foi observado presenca de individuos com reestenose e com 0
genotipo G/G no presente estudo.

Um estudo Russo que relata uma associacdo entre polimorfismos dos genes eNOS e a
reestenose intra stent coronariana, também observou que o gendétipo G/T foi o mais frequente
em sua populacdo com reestenose, com 46,67% dos pacientes, seguido por G/G e T/T, ambos
com 26,67% dos casos. Este trabalho mostrou que o polimorfismo G894T do gene eNOS pode
ser utilizado como um marcador adicional de risco em pacientes com implante de stent
(OGORODOVA, et al., 2017).

Outro estudo com pacientes do Cazaquistdo também apresentou 0 mesmo resultado
sendo o polimorfismo G894T um marcador de risco para reestenose (ZHOLDYBAYEVA, et
al., 2016). Além disso, o estudo realizado por Gorchakova e colaboradores (2003) associaram
o polimorfismo com maior risco de reestenose e 0 gen6tipo T/T ligado a risco aumentado de
morte e infarto agudo do miocardio em um periodo de 1 ano pos-stent.

As estatinas tém como efeito clinico principal, a reducdo do colesterol pelo bloqueio da
HMG-CoA. Esta acdo da estatina ndo é afetada pelos polimorfismos do gene eNOS, porém
estdo associadas de modo reciproco, onde a reducdo do colesterol pode elevar producdo de
oxido nitrico endotelial e melhorar a funcdo endotelial. As estatinas podem reduzir a atividade
da caveolina aumentando a quantidade de NO, que € um mecanismo importante, ja que no
polimorfismo G894T ocorre uma reducdo do NO endotelial. Além disso, conseguem aumentar
a expressao de eNOS estabilizando e prolongando a meia vida do mRNA. Esses efeitos
pleiotropicos podem ajudar a evitar riscos cardiovasculares em pacientes que fazem terapia com
estatina (COZMA, et al., 2019).

Um trabalho realizado por Kim e colaboradores (2016) acompanhou por dois anos
pacientes com stent em uso de estatina e verificaram que a incidéncia de reestenose no grupo
com uso de estatina foi menor. Liao e colaboradores em 2020, apresentaram dados com
resultados compativeis que demonstram que a estatina est4 associada a reducdo de reestenose e

melhor desfecho clinico nos pacientes cardiacos tratados com estatina apos implante de stent.
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CONCLUSAO

A populacéo estudada de pacientes Goianos, teve maior frequéncia do gendtipo G/T do
polimorfismo G894T do gene eNOs. O mesmo gendtipo foi mais frequente em pacientes que
tiveram reestenose, mas sem associacao significativa para essa variavel.

Mais estudos sdo necessarios com um nimero maior de pacientes, para avaliar a relacéo
direta do polimorfismo G894T em associagao a reestenose intra stent em pacientes com uso de
estatinas e verificar seus efeitos pleiotropicos.

O estudo das frequéncias alélicas e genotipicas demonstram que a populacao se encontra

em desequilibrio de HW e isto comprova a influéncia de fatores evolutivos.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADHAM, Salma et al. Statines en prévention primaire des événements
cardiovasculaires. La Revue de médecine interne, v. 39, n. 1, p. 42-49, 2018.

ALREFALI, Abeer A. et al. Association of endothelial nitric oxide synthase (eNOS) gene
G894T polymorphism with hypertension risk and complications. Molecular and cellular
biochemistry, v. 421, n. 1-2, p. 103-110, 2016.

ARAFA, Sherif et al. Endothelial nitric oxide synthase Glu 298 Asp (G894T) and
Apolipoprotein E gene polymorphism as possible risk factors for coronary heart disease among
Egyptians. The Egyptian Heart Journal, v. 70, n. 4, p. 393-401, 2018.

CAM, Sirri F. etal. The G894T polymorphism on endothelial nitric oxide synthase gene
is associated with premature coronary artery disease in a Turkish population. Thrombosis
research, v. 116, n. 4, p. 287-292, 2005.

CAMPEDELLI, F. L. et al. Polymorphism of the gene eNOS G894T (Glu298Asp) in
symptomatic patients with aterosclerosis. Genetics and Molecular Research, v. 16, n. 2, 2017.

CHEN, Li-Jing et al. Roles of microRNAs in atherosclerosis and restenosis. Journal of
biomedical science, v. 19, n. 1, p. 79, 2012.

COZMA, Angela et al. Pharmacogenetic Implications of eNOS Polymorphisms
(Glu298Asp, T786C, 4b/4a) in Cardiovascular Drug Therapy. in vivo, v. 33, n. 4, p. 1051-
1058, 2019.

ELMORE, Julius B. et al. Restenosis of the coronary arteries. Interventional
Cardiology Clinics, v. 5, n. 3, p. 281-293, 2016.

FRARE AB, BARBOSA AM, COSTA IR, SOUZA SR, et al. (2013). GSTM1 and
GSTT1 polymorphisms in endometriosis in women from Goias, Brazil. Genet. Mol. Res. 12:
2764-2770.

GAD, Mohamed Z. et al. Endothelial nitric oxide synthase (G894T) gene polymorphism
in a random sample of the Egyptian population: comparison with myocardial infarction patients.
Genetic testing and molecular biomarkers, v. 16, n. 7, p. 695-700, 2012.



70

GORCHAKOVA, Olga et al. Association of a genetic variant of endothelial nitric oxide
synthase with the 1 year clinical outcome after coronary stent placement. European heart
journal, v. 24, n. 9, p. 820-827, 2003.

IDRISSI, Hind Hassani et al. Association of G894T eNOS, 4G/5G PAI and T1131C
APOADS polymorphisms with susceptibility to myocardial infarction in Morocco. Meta Gene,
v. 9, p. 56-61, 2016.

KAZI, Dhruv S.; PENKO, Joanne M.; BIBBINS-DOMINGO, Kirsten. Statins for
primary prevention of cardiovascular disease: review of evidence and recommendations for
clinical practice. Medical Clinics, v. 101, n. 4, p. 689-699, 2017.

KIM, In Jai et al. Influence of endothelial nitric oxide synthase gene polymorphisms (—
786T> C, 4adb, 894G> T) in Korean patients with coronary artery disease. Thrombosis
research, v. 119, n. 5, p. 579-585, 2007.

KIM, Wonho et al. The influence of statin therapy on restenosis in patients who
underwent nitinol stent implantation for de novo femoropopliteal artery disease: two-year
follow-up at a single center. Journal of Vascular and Interventional Radiology, v. 27, n. 10,
p. 1494-1501, 2016.

LIAO, Feng-Ching et al. Statin Therapy for the Prevention of Cardiac Event in Instent
Restenosis Patients Treated with Drug-Eluting Balloon. International Journal of
Gerontology, v. 14, n. 1, p. 23-27, 2020.

LUO, Jian-Quan et al. Endothelial nitric oxide synthase gene G894T polymorphism and
myocardial infarction: a meta-analysis of 34 studies involving 21068 subjects. PL0oS One, v. 9,
n. 1, p. e87196, 2014.

MacDonald, Paul L., and Robert C. Gardner. "Type | error rate comparisons of post hoc
procedures for | j Chi-Square tables.” Educational and Psychological Measurement 60.5
(2000): 735-754.

MARRONI, Aline S. et al. Consistent interethnic differences in the distribution of
clinically relevant endothelial nitric oxide synthase genetic polymorphisms. Nitric Oxide, v.
12, n. 3, p. 177-182, 2005.

NICOLAIS, Charles et al. Therapeutic options for in-stent restenosis. Current
cardiology reports, v. 20, n. 2, p. 7, 2018.

OGORODOVA, L. M. et al. ASSOCIATION OF ENOS GENE POLYMORPHISMS
AS A RISK FACTOR OF CORONARY IN-STENT RESTENOSIS. Annals of the Russian
academy of medical sciences, v. 72, n. 2, p. 120-125, 2017.

OLIVEIRA, Roberta Acyole et al. Beneficios da utilizacdo estratégica de estatinas
associadas a outros hipolipemiantes no manejo de pacientes dislipidémicos: sintese de
evidéncias. International Journal of Health Management Review, v. 5, n. 3, 20109.



71

THOMAS, Bolaji N. et al. Extensive ethnogenomic diversity of endothelial nitric oxide

synthase (eNOS) polymorphisms. Gene regulation and systems biology, v. 7, p. GRSB.
S10857, 2013.

ZHOLDYBAYEVA, Elena V. et al. Genetic risk factors for restenosis after

percutaneous coronary intervention in Kazakh population. Human genomics, v. 10, n. 1, p.
15, 2016.



72

6. CONCLUSOES GERAIS

eNOS T786C: foi encontrada uma associacdo entre o gene e 0s grupos estudados, mas
pelo tamanho amostral ser pequeno é necessaria uma maior quantidade de estudos para entender
a relacdo do gene com aterosclerose.

GSTM1/GSTT1: encontrou-se uma alta prevaléncia de genotipo presente em ambos 0s
genes. A genética aumenta a suceptibilidade do risco de reestenose e a identificacdo de
pacientes e a determinacdo dos genes envolvidos, juntamente com um tratamento
individualizado, pode melhorar a qualidade de vida do paciente e reduzir a taxa de mortalidade
por DAC.

CYP3A5/CYP2C*19: foi encontrada uma alta incidéncia de individuos com proteina nao
funcional CYP3A5 *1/*3 e ndo expressores CYP3A5 *3/*3, tendo forte relacdo com
aterosclerose e a responsividade frente a medicamentos como as estatinas e uma grande
incidéncia de pacientes com alelo de perda de funcdo (CYP2C19 *1/*2 e CYP2C19 *2/*2),
tendo influéncia na resposta ao tratamento da dislipidemia e no desenvolvimento do processo
aterogénico. O estudo das frequéncias alélicas e genotipicas demonstram que a populagéo se
encontra em desequilibrio de HW e isto comprova a influéncia de fatores evolutivos.

eNOS G894T: Obteve-se maior frequéncia do gen6tipo G/T na populacdo. O mesmo
gendtipo foi mais frequente em pacientes que tiveram reestenose, mas sem associacao
significativa para essa variavel. Mais estudos sdo necessarios com um numero maior de
pacientes, para avaliar a relacéo direta do polimorfismo em associacgéo a reestenose intra stent
em pacientes com uso de estatinas e verificar seus efeitos pleiotropicos. O estudo das
frequéncias alélicas e genotipicas demonstraramm que a populacdo se encontra em

desequilibrio de HW, comprovando a influéncia de fatores evolutivos.
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ANEXOS

8.1. TERMOS DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA (PROPE)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
GRUPO CONTROLE

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do Projeto de
Pesquisa sob o titulo Farmacogenética: Resposta dos polimorfismos dos genes ApoE, CYPs,
eNos, GSTs, HMGCR, p53, receptor de estrogeno e SCAP em pacientes dislipidémicos ao
tratamento com estatinas.

Meu nome é , SOU 0 pesquisador

(@) responsavel, Mestre em Genética. Ap0s receber os esclarecimentos e as informacgoes 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
ficard sob sua responsabilidade para quaisquer fins. Em caso de recusa, vocé ndo sera
penalizado (a) de forma alguma. Em caso de ddvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em
contato com a pesquisadora responsavel Dra. Katia Karina Verolli 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 Catélica de Goiés, telefone: (62)
3946-1512.

I. O paciente que esta sob consulta sem diagnostico de dislipidemia baseado em exames
laboratoriais que procuraram o laboratorio para outros tipos de exames, onde foi
informado e contatado da pesquisa, caso aceite, assinara 0 TCLE-grupo controle. Caso
néo aceite ou desista no meio da pesquisa o seu atendimento tera continuidade normal.

Il. A pesquisa consiste na analise laboratorial de amostras de sangue para diferentes
polimorfismos (variagdes genéticas) que podem estar relacionados com alteragdes

lipidicas.
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Sao objetivos da pesquisa a deteccdo de polimorfismos dos genes (variagGes genéticas)
criando um painel de variagOes para detecgéo de pacientes com alto risco de desenvolver
essa doenca.

As amostras de sangue periférico do grupo controle coletadas serdo submetidas a testes
de sangue, para verificar a auséncia dos polimorfismos. Para o grupo controle os
critérios de inclusdo sdo pacientes diagnosticados com dislipidemia e em tratamento
medicamentoso com estatina e que aceitem responder a entrevista e assinem o termo de
consentimento livre e esclarecido (em anexo). Os de exclusdo sdo os pacientes que ndo
aceitem participar da pesquisa.

Visto que a coleta de sangue é um procedimento simples e realizado em local
apropriado, ndo verificamos a possibilidade de grandes riscos ao participante da
pesquisa. Caso ocorra algum imprevisto 0 paciente serd encaminhado a uma das
unidades da rede formada para estudo destas alteracdes (Rede Goiana de Pesquisa de
Marcadores Moleculares para Alteracfes Genéticas Humanas) localizado no Nucleo de
Pesquisas Replicon/PUC Goias, situado na Rua 235, n°40, setor Universitario, Goiania,
Goias, CEP: 74-60510 Térreo do bloco L area IV (antigo prédio da Policia Federal)
conforme acordo firmado com as institui¢cBes. O risco durante essa coleta € minimo e
esta relacionado a acidentes bioldgicos e/ou complicacdes no local da coleta que podera
ficar dolorido, avermelhado ou arroxeado. Caso ocorra alguma complicacdo o proprio
servico de referéncia se coloca a disposicdo para acompanhamento e tratamento.

Os resultados da pesquisa serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais. Caso
o resultado seja positivo para algum polimorfismo, vocé serd informado pelo médico
responsavel, que ja atua no diagnostico e tratamento desses pacientes com dislipidemia.
Seu nome ou o material, que indique a sua participacdo, nao sera liberado sem a sua
permissdo e vocé ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar
deste estudo.

O material sera utilizado apenas e tdo somente para fins de pesquisa. Desde que
autorizado pelo presente, os testes e os resultados podem ser utilizados em estudos
cientificos, publicagdo de artigos, ressalvado o sigilo quanto ao meu nome, reservando-
me o direito de conhecer ou ndo os resultados da referida pesquisa. O material ap0s 0s
exames seré descartado.

E assegurada a assisténcia do participante durante toda pesquisa e o médico Fabio
Lemos Campedelli continuara a dar todo o suporte para qualquer intercorréncia que

ocorra decorrente da coleta de sangue periférico, durante o periodo da pesquisa. E
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garantido o livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o
estudo e suas consequéncias. Para qualquer outra informacdo, o (a) Sr. (a) podera entrar
em contato com o pesquisador no endereco: Rua 9A n 160, sala 202, Setor Aeroporto,
Goiania, 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 interrupcao de meu
acompanhamento/assisténcia/tratamento. Em caso de recusa 0 paciente ndo sera
penalizado de forma alguma, sem qualquer prejuizo, e serd mantido o total sigilo dos
resultados, que serdo entregues apenas a mim ou responsavel.

X. A participagdo na pesquisa ndo acarretard custos para vocé, assim como ndo seré
disponibilizado nenhum ressarcimento financeiro adicional.

XI.  Nao esta previsto indenizacdo por sua participacdo, mas em qualquer momento se vocé
sofrer algum dano, comprovadamente decorrente desta pesquisa, terd direito a

indenizag&o requerida em termos legais.

Eu , RG , abaixo
assinado, discuti com o Dr. Fabio Lemos Campedelli, sobre a minha decisdo em participar nesse

estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e 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 Servico.

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

Assinatura da testemunha Data
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Assinatura do responséavel pelo estudo Data
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PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGCAO E PESQUISA (PROPE)
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do Projeto de
Pesquisa sob o titulo Farmacogenética: Resposta dos polimorfismos dos genes ApoE, CYPs,
eNos, GSTs, HMGCR, p53, receptor de estrogeno e SCAP em pacientes dislipidémicos ao
tratamento com estatinas.

Meu nome é , SOU 0 pesquisador

(a) responsavel pelo projeto. As informac@es e esclarecimentos a respeito da pesquisa serdo
repassados e caso aceite participar do estudo, este documento devera ser assinado em duas vias.
A primeira sera de guarda e confidencialidade do Pesquisador (a) responsavel e a segunda ficara
sob sua responsabilidade para quaisquer fins. VVocé pode se recusar a participar ou se retirar
deste estudo a qualquer momento, sem sofrer nenhum tipo de penalizacdo. Qualquer davida
sobre a pesquisa, vocé podera entrar em contato com a coordenadora responsavel Dra. Katia
Karina Verolli 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 Catélica de Goiés, telefone: (62)

3946-1512.

l. O paciente que estard sob consulta e com o diagndstico de dislipidemia (presenca de
niveis elevados ou anormais de lipidios e/ou lipoproteinas no sangue) seréd contatado e
informado da pesquisa. Caso aceite devera assinar o0 TCLE e caso se recuse ou desista
no meio da pesquisa o seu atendimento tera continuidade normal.

Il. A pesquisa consiste na andlise laboratorial de amostras de sangue para diferentes
polimorfismos (variagdes genéticas) que podem estar relacionados com alteracOes
sanguineas.

I1l.  S&o objetivos da pesquisa a deteccdo de polimorfismos dos genes (variages genéticas)
criando um painel de variagdes para detecgéo de pacientes com alto risco de desenvolver

essa doenca.
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As amostras de sangue periférico coletadas serdo analisadas para verificar a presenca
destes polimorfismos. Os critérios de inclusdo sdo pacientes diagnosticados com
dislipidemia e em tratamento medicamentoso com estatina e que aceitem responder a
entrevista e assinem o termo de consentimento livre e esclarecido (em anexo). Os de
excluséo séo os pacientes que ndo aceitem participar da pesquisa.

Visto que a coleta de sangue é um procedimento simples e realizado em local
apropriado, ndo verificamos a possibilidade de grandes riscos ao participante da
pesquisa. Caso ocorra algum imprevisto o paciente sera encaminhado a uma das
unidades da rede formada para estudo destas alteracdes (Rede Goiana de Pesquisa de
Marcadores Moleculares para Alteragcdes Genéticas Humanas) localizado no Nucleo de
Pesquisas Replicon/PUC Goias situado na Rua 235, n° 40, Setor Universitario, Goiania-
Goias, CEP: 74-605010 Térreo do bloco L - Area IV (antigo prédio da Policia Federal),
conforme acordo firmado com as institui¢fes. O risco durante essa coleta € minimo e
esta relacionado a acidentes bioldgicos e/ou complicacGes no local da coleta que podera
ficar dolorido, avermelhado ou arroxeado. Caso ocorra alguma complicacao o proprio
servigo de referéncia se coloca a disposicédo pelo acompanhamento e tratamento.

Os resultados da pesquisa serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais. Caso
o resultado seja positivo para algum polimorfismo, vocé serd informado pelo médico
responsavel, que ja atua no diagndstico e tratamento desses pacientes com dislipidemia.
Seu nome ou o material que indique a sua participa¢do ndo sera liberado sem a sua
permissao e vocé nao serd identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa resultar
deste estudo.

O material serd utilizado apenas e tdo somente para fins de pesquisa. Desde que
autorizado pelo presente, os testes e os resultados podem ser utilizados em estudos
cientificos, publicacdo de artigos, ressalvando o sigilo quanto ao meu nome, reservando-
me o direito de conhecer ou ndo os resultados da referida pesquisa, 0 material apos 0s
exames sera descartado.

E assegurada a assisténcia do participante durante toda pesquisa e o médico Dr. Fébio
Lemos Campedelli continuara a dar todo o suporte para qualquer intercorréncia que
ocorra decorrente da coleta de sangue periférico, durante o periodo da pesquisa. E
garantido o livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o
estudo e suas consequéncias. Para qualquer outra informacéo, o (a) Sr (a) podera entrar
em contato com o pesquisador no endereco: Rua 9A n 160, sala 202, Setor Aeroporto,
Goiania, Goiéas ou pelo telefone: (62) 30912979.
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VIII. Esta garantido o direito de retirar o consentimento a qualquer momento, sem e que isto
leve a qualquer penalidade ou interrupcao de meu
acompanhamento/assisténcia/tratamento. Em caso de recusa o paciente nao sera
penalizado de forma alguma, sem qualquer prejuizo, e sera mantido o total sigilo dos
resultados, que serdo entregues apenas a mim ou responsavel.

IX. A participagdo na pesquisa ndo acarretard custos para vocé, assim como ndo sera
disponibilizado nenhum ressarcimento financeiro adicional.

X. N&o esta previsto indenizacao por sua participacdo, mas em qualquer momento se vocé
sofrer algum dano, comprovadamente decorrente desta pesquisa, tera direito a

indenizagédo requerida em termos legais.

Eu , RG , abaixo
assinado, discuti com o Dr. Fabio Lemos Campedelli, sobre a minha decisdo em participar nesse

estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os 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 servico.

Goiénia, , de ,de 201 .
I |
Assinatura do participante Data
I |
Assinatura da testemunha Data
I |

Assinatura do responsavel pelo estudo Data
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8.2. QUESTIONARIO

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

N° PRONTUARIO: INICIAIS- Ne 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

3. BEBE () SIM () NAO FREQUENCIA

VINHO () CERVEJA () CACHACA() OUTROS

1 COPO( ) 23 COPOS( ) 3 OU + COPOS ( )
DIAGNOSTICO:

INICIO DOS SINTOMAS AOS:_

ANOS SINTOMAS:

DATA DO DIAGNOSTICO:

INICIO DO TRATAMENTO

TRATAMENTO CLINICO: SIM( ) NAO( )

CO-MORBIDADES: HAS () DM () DISLIPIDEMIA ( )

HIPERHOMOCISTEINEMIA( ) IRC ( ) DIALITICO ()
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D. 1SQ. CORONARIANA () IAM( )__/ AVE( )|
OUTRAS:
MEDICAMENTOS EM  USO:
EXAMES REALIZADOS: ECO DOPPLER ARTERIAL PERIFERICO( )

ARTERIOGRAFIA () ANGIOTOMOGRAFIA( ) ECO CARDIOGRAMA ( )
CATETERISMO CARDIACO

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

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

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

POR QUANTO TEMPO? ___ PAROU? () QUANTO TEMPO? INICIO
ANTES DE INTERVECAO () APOS INTERVENCAO ()

OBSERVACOES:
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8.3. APROVACAO DO PROJETO JUNTO AO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
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