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RESUMO

As enzimas da familia citocromo P450 (CYP) séo responsaveis pela detoxifica¢do do
organismo, além de atuarem na biotransformacéo de varios medicamentos. Pacientes com
aterosclerose, submetidos a procedimentos intervencionistas possuem risco aumentado
para a formacdao de trombos, sendo necessaria a utilizacdo de antiagregantes plaquetarios.
O antiagregante plaquetério clopidogrel € um pré-farmaco que necessita ser ativados
pelas enzimas da familia CYP. Polimorfismos dessa familia, além de estarem
relacionados com a aterogénese, podem influenciar na resposta a esse medicamento. Esse
estudo teve como objetivo verificar a possivel associacdo dos genétipos CYP2C19 na
resposta ao clopidogrel. Foram analisadas 299 amostras de DNA de pacientes com e sem
aterosclerose para o polimorfismo CYP2C19*2, *3 e *17 pelas técnicas de ARMS-PCR
e PCR-RFLP. Em relacdo ao processo de aterogénese, foi observado que a presenca de
dois alelos polimérficos para o *2 ou um alelo para o *3 podem ter influenciado no
desenvolvimento da aterosclerose. O alelo 17 funcionou como fator de prote¢éo, mesmo
na presenca de um *2 ou *3. A combinacéo de dois alelos *2 mutados e a presenga do *3,
influenciaram no desenvolvimento da aterosclerose, mesmo quando o *17 estava
presente. Ao avaliar os polimorfismos CYP2C19 e sua associacdo com a progressao da
doenca, e a necessidade da implantacdo de stent, geraram resultados um pouco
contraditérios. Em relacdo a resposta ao clopidogrel e as combina¢6es dos polimorfismos
CYP2C19, foi verificado que o fenotipo metabolizador lento (*1*2/*1*3/*1/*17) foi mais
prevalente no grupo de pacientes com reestenose, refletindo a falta de ativacdo do
clopidogrel pela enzima CYP. Apesar de existirem estudos contraditérios em relagdo a
resposta ao clopidogrel em pacientes portadores dos polimorfismos de perda de funcao
para 0 gene CYP2C19, verificamos que o alelo 2 além de influenciar no processo de

aterogénese, também influéncia na resposta ao clopodigrel.

PALAVRAS-CHAVE: Aterosclerose; CYP2C19; Clopidogrel; Polimorfismo;
Reestenose; Stent.
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ABSTRACT

The cytochrome P450 (CYP) family enzymes are responsible for detoxification of the
organism, as well as acting on the biotransformation of various drugs. Atherosclerosis
patients undergoing interventional procedures are at increased risk for thrombus
formation, and the use of platelet antiaggregants is required. Clopidogrel antiplatelet is a
prodrug that needs to be activated by CYP family enzymes. Polymorphisms of this family,
besides being related to atherogenesis, may influence the response to this drug. This study
aimed to verify the possible association of CYP2C19 genotypes in response to
clopidogrel. Two hundred and ninety-nine DNA samples from patients with and without
atherosclerosis for the CYP2C19 * 2, * 3 and * 17 polymorphism were analyzed by
ARMS-PCR and PCR-RFLP techniques. Regarding the atherogenesis process, the
presence of two polymorphic * 2 alleles or one * 3 allele may have influenced the
development of atherosclerosis. Allele 17 functioned as a protective factor, even in the
presence of a * 2 or * 3. The combination of two mutated * 2 alleles and the presence of
* 3 influenced the development of atherosclerosis, even when * 17 was present. By
evaluating CYP2C19 polymorphisms and their association with disease progression, the
need for stenting, generated somewhat contradictory results. Regarding response to
clopidogrel and combinations of CYP2C19 polymorphisms, we found that the poor
metabolizing phenotype (*1*2/*1*3/*1/* 17) was more prevalent in the restenosis
group, reflecting the lack of activation of clopidogrel by the enzyme CYP. Although there
are contradictory studies regarding the response to clopidogrel in patients with loss of
function polymorphisms for the CYP2C19 gene, we found that allele 2 not only
influences the atherogenesis process, but also influences the response to clopodigrel.

KEYWORDS: Atherosclerosis; CYP2C19; Clopidogrel; Polymorphism; Restenosis;
Stent.
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1. INTRODUCAO

A aterosclerose € a principal causa de morte no Brasil e no mundo, sendo
considerada um problema de satde publica. Assim, varios estudos tém sido propostos
com o objetivo de se identificar na populacdo os individuos com risco elevado de
desenvolvé-la, mediante o uso de técnicas moleculares de caracterizacdo estrutural e
funcional do genoma. Atualmente, o seu diagnostico clinico, é realizado a partir de exame
fisico das artérias do paciente, utilizando métodos nédo invasivos e invasivos como
angiotomografia e cateterismo. Porém, o0s métodos atualmente disponiveis néo
apresentam possibilidade de avaliacdo progndstica dos pacientes (Corréa-Camacho;
Dias-Melicio; Soares, 2007; Campedelli, 2016; Sociedade Brasileira de Cardiologia,
2017).

Os acidentes vasculares cerebrais (AVC) e as doencas cardiovasculares (DCV)
levam a vida de 17,7 milhdes de pessoas no mundo todos os anos, sendo a principal causa
de morte (OPAS/OMS Brasil, 2018). Os AVC sdo provocados quando placas
ateroscleroticas interrompem ou reduzem o fluxo sanguineo nas artérias cerebrais, sendo
esses problemas provocados principalmente pela aterosclerose. Cerca de 6,0 milhGes de
pessoas no mundo perdem a vida em consequéncia dos AVC, correspondendo a terceira
causa de morte. Dados levantados pelo Ministério da Salude, no ano de 2016, revelaram
que 188.200 pessoas no Brasil foram internadas para tratamento de AVC, destes a mais
de 40.000 foram a obito (Tirkanoglu et al., 2010; Conforto et al., 2013; Ministério da
Saude, 2018). No ano de 2015 foram 36.869 internacdes por doencas do aparelho
circulatério no Estado de Goiéas, levando a 2.732 6bitos em pacientes atendidos pelo
Sistema Unico de Sadde (SUS) (SES-GO, 2016). Em Goiania as mortes por doencas do
aparelho circulatério chegaram a 2.228 no ano de 2017 (IBGE, 2017).

A aterosclerose é uma doenca inflamatdria cronica, que ocorre pelo acimulo de
lipidios na tanica intima das artérias de médio e grande calibre. O deposito lipidico
juntamente com fatores plaquetarios estimulam a proliferacdo das células musculares
desta regido. Uma placa composta por células musculares, leucdcitos e lipidios é formada
e promove o estreitamento da luz arterial, podendo evoluir para fibrose e calcificagcéo da
placa depositada (Stedman, 2003; Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017).

Individuos dislipidémicos apresentam uma maior predisposi¢do ao processo de
aterogénese. A dislipidemia pode ser resultado do aumento isolado das Lipoproteinas de

Baixa Densidade (LDL) (Hipercolesterolemia isolada); aumento isolado dos triglicérides
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(Hipertrigliceridemia isolada); aumento do colesterol LDL e dos triglicérides
(Hiperlipidemia mista); e pela reducéo isolada da Lipoproteina de Alta Densidade (HDL)
ou em associacdo ao aumento de LDL ou triglicérides (Colesterol HDL baixo). Isso
ocorre porque as LDL ficam retidas nas paredes dos vasos que estdo sofrendo o processo
inflamatorio. As LDL sofrem oxidagdo promovendo adesdo leucocitéaria nas paredes dos
vasos, iniciando, assim, a formacdo das placas de ateromas, na expressdo clinica da
cardiopatia isquémica ou doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP). Outros fatores de
risco para 0 AVC que devem ser destacados sdo: fatores genéticos, sexo, idade,
hipertensdo arterial sistémica, tabagismo, etilismo, sedentarismo, obesidade, uso de
contraceptivos orais e climatério (Santos Filho et al., 2002; Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 2017).

Os seres humanos, assim como todas as espécies de seres vivos, apresentam uma
grande variabilidade no seu material genético, sendo responsavel pela adaptacdo e
manutencdo da espécie e pelo desenvolvimento de algumas patologias. (lanni, 2004;
Barbieri, 2010). Acredita-se que mais de 400 genes podem estar envolvidos no processo
aterosclerotico, entre eles podemos destacar os polimorfismos dos genes de CYP, GSTs
(Glutationa-S-transferase), ApoE (Apolipoproteina E) e eNOS (Oxido Nitrico-Sintase
Endotelial ) (Marques e Sa, 2011; Marinkovi¢; Pasali¢; Potocki, 2013). Alguns desses
genes estdo associados ao estresse oxidativo, que apresenta um importante papel na
aterosclerose. A liberacdo excessiva de radicais livres induzem a disfuncéo endotelial e a
oxidagéo do LDL que se liga nas paredes dos vasos (Tiirkanoglu et al., 2010; Zivkovic et
al., 2014).

As enzimas da familia citocromo P450 sdo responsaveis pela detoxificacdo e
atuam como biotransformadores de um grande nimero de medicamentos. Pode apresentar
diferentes niveis de metabolizacdo de drogas, de acordo com a variabilidade genética,
psicologica, patologica e ambiental do individuo. A subfamilia CYP2C metaboliza cerca
de 20% das drogas clinicamente utilizadas nas rotinas médicas, como a mefenitoina,
omeprazol, propranolol, imipramina e clopidogrel (Miners & Birkett, 1998; Goldstein,
2001; Allabi et al., 2003; Fricke-Galindo et al., 2016).

Varios tipos de polimorfismos no gene CYP2C19 foram identificados, cujas
variantes geram enzimas inativas ou altamente responsivas. Os individuos portadores dos
alelos CYP2C19*2 e *3 sdo considerados como metabolizadores lentos e 0s que
apresentam o alelo *17, metabolizadores rapidos (De Morais et al., 1994; Allabi et al.,
2003; Sim et al., 2006; Fricke-Galindo et al., 2016). O polimorfismo CYP2C19 esta
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bastante disseminado nas populagdes caucasianas e orientais, contudo é pouco encontrada
em individuos negros (Allabi et al., 2003). Os polimorfismos sdo variaces do genoma
encontrados em mais de 1% dos individuos de uma populacéo, diferente das mutacdes
que sdo encontradas em menos de 1% dos individuos. As variacdes polimorficas séo
herdaveis e estdo presentes em todas as células do organismo (Dai et al., 2016; Nussbaum;
Mcinnes; Willard, 2016)

Pacientes com aterosclerose, principalmente os que foram submetidos a
procedimentos intervencionistas como angioplastias e/ou implante de stents e, portanto
possuem risco aumentando para a formacdo de trombos, utilizam antiagregantes
plaquetarios como o AAS. Porém, a ativacdo e agregacdo das plaquetas ainda pode
ocorrer pelas vias independentes do tromboxano A2, levando, consequentemente, a
formacdo de trombina. O clopidogrel, outra classe de antiagregantes plaquetarios, € um
derivado tienopiridinico, que possui efeito antitrombatico e sinérgico quando combinado
com 0 AAS (Mega et al., 2009; Mega et al., 2011).

O clopidogrel é um pro-farmaco que necessita da ativacéo do gene CYP para atuar
como antiagregante plaquetario (Jia et al., 2013). Os polimorfismos da familia CYP, além
de estarem relacionados com o desenvolvimento da aterosclerose, podem estar
relacionados a resposta ou ndo ao clopidogrel. Diversos estudos demostram que presenga
de pelo menos uma cépia do alelo *2 ou *3 para a CYP2C19 reduz a sua resposta
famococinética e farmodinamica (Mega et al., 2009; Mega et al., 2011; Verschuren et al.,
2012).

Estima-se que nos Estados Unidos da América (EUA) cerca de 50 a 100 bilhdes
de ddlares sejam gastos por ano em consequéncia de doencas arteriais coronarianas
(DAC). O uso da biotecnologia poderia reduzir esses gastos, identificando individuos
aterosclerdticos com polimorfismos genéticos em CYP2C19 que ndo responderiam ao
clopidogrel. Nesta situagdo, os stents medicamentosos seriam os de escolha para o
tratamento, ao invés dos ndo medicamentosos, como € feito rotineiramente pelo SUS e
recomendado pelos planos de saude particulares no Brasil. Prevenir a formacgdo de
trombos nos pacientes evitaria a colocagao posterior de um novo stent, que, em geral, serd
0 medicamentoso, economizando para o sistema e evitando procedimentos invasivos
desnecessarios subsequentes. Além disso, 0 manejo adequado de cada situagdo médica
reduziria as consequéncias deletérias para os pacientes e proporcionaria maior qualidade
de vida & populagdo com risco elevado de reincidivas de um AVC (Santos Filho et al.,

2002; Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017). Este estudo tem como objetivo
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verificar a possivel influéncia dos gen6tipos de variantes polimorficas de SNPs CYP2C19

na aterosclerose.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Doengas cardiovasculares e a aterosclerose

A aterosclerose ¢é definida como doenca inflamatdria cronica, que ocorre pelo
acumulo de lipidios na camada mais interna das artérias (tlnica intima) de medio e grande
calibre. A aterosclerose acomete as artérias elasticas e musculares, principalmente a aorta
e as artérias coronarianas, cerebrais, mesentéricas, renais, iliacas e femorais. Ao contrario
do que muitos acreditam, as lesGes aterosclerdticas apresentam crescimento progressivo
iniciando nos primeiros anos de vida, tornando-se maiores e mais graves nos individuos
com o avanco da idade (Ross & Glomset, 1976; Santos Filho et al., 2002; Brasileiro Filho
& Bogliolo, 2016).

Associado ao deposito lipidico, fatores plaquetarios estimulam a proliferacdo das
células musculares na regido afetada, além da migracdo de leucdcitos para essa regiao,
formando as placas ateromatosas, que provocam o0 estreitamento da luz arterial,
diminuindo ou interrompendo o fluxo sanguineo. Quando as placas aterosclerdticas
interrompem ou reduzem o fluxo sanguineo nas artérias cerebrais, podem provocar AVC
(Ross & Glomset, 1976; Stedman, 2003; Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017).

Embora inimeros estudos comprovem a correlagdo entre a hipercolesterolemia e
o desenvolvimento de DAC, sabe-se que outros importantes fatores estdo associados ao
seu desenvolvimento (Figura 1) (Ross & Glomset, 1976; Steinberg & Wilztum, 1990;
Santos Filho et al., 2002; Marinkovi¢; Pasali¢; Potocki, 2013). Os estudos de associacdo
entre niveis elevados de colesterol plasmatico, xantoma e doenca cardiaca coronariana
(DCC) prematura se iniciou em 1930 com Carl Miller, que revelou a participacao
potencial de componentes genéticos no desenvolvimento da patologia, que é complexa e
heterogénea (DAl et al., 2016).

As DAC ateroscleréticas sdo a principal causa de morte no Brasil e no mundo.
Elas sdo compostas por um amplo espectro de entidades clinicas como a aterosclerose
subclinica assintomatica e suas complicacGes clinicas, que incluem angina de peito,
infarto agudo do miocardio (IAM) e morte subita cardiaca. Dentre as consequéncias das
DAC, destacam-se os AVC (Tiirkanoglu et al., 2010; Conforto et al., 2013; Dai et al.,
2016).

Nos Estados Unidos da América (EUA), cerca de 1,5 milhdes de pessoas sofrem
de IAM por ano e quase todos os casos sdo decorrentes de placas ateroscleréticas nas

coronérias. A prevaléncia é de cerca de 45% entre os individuos com idade maior ou igual
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a 65 anos (Santos Filho et al., 2002). No Brasil os infartos totalizam 300 mil casos/ano,
destes 30% sdo fatais (Ministério da Saude, 2017). Em Goiés o IAM é responsével por

30% dos 6bitos relacionados as doencas do aparelho circulatorio (SES-GO, 2016).
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Figura 1: Fatores de risco para o desenvolvimento da aterosclerose. (Ross & Glomset, 1976; Steinberg &
Wilztum, 1990; Santos Filho et al., 2002; Marinkovi¢; Pasali¢; Potocki, 2013)
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2.2 Etiopatogenia

A etiopatogenia da aterosclerose é bastante complexa e envolve multiplos fatores.
Inicialmente, acreditava-se que o seu desenvolvimento se dava pela perda de células
endoteliais da superficie arterial, o que ficou conhecida como a hipotese de lesdo
endotelial. Com o tempo, verificou-se existéncia de outros fatores envolvidos no
processo, como a agregacdo plaquetaria em resposta a lesdo endotelial inicial, as fragdes
lipoproteicas (LDL e VLDL - lipoproteinas de muito baixa densidade), além da exposicao
das fibras de colageno presente na matriz conjuntiva e a proliferacao de fibras musculares
lisas (Steinberg & Wilztum, 1990; Gimbrone Jr & Garcia-Cardefia, 2016).

Atualmente, com a mudanca dos habitos de vida, as pessoas estdo mais expostas
a substancias quimicas como as presentes no cigarro, bebidas alcoolicas e produtos
industrializados que favorecem o desenvolvimento da aterosclerose. Os distUrbios
hemodindmicos (hipertensdo arterial, turbuléncia do fluxo, etc.), assim como alguns
agentes infecciosos, como a Chlamydophila pneumoniae, também podem ser fatores
agressivos ao endotélio e iniciar o processo de aterogénese (Santos Filho et al., 2002;
Brasileiro Filho & Bogliolo, 2016; Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017). Além dos
fatores citados anteriormente, a correria do dia a dia levam as pessoas a se alimentarem

mal, consumindo fastfood, tornando-se cada vez mais obesas, sedentarias e estressadas.
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No caso das mulheres, ainda existem outros fatores agravantes, que inclui o uso de
contraceptivos orais que podem aumentar os niveis plasméticos de colesterol pela
mudanca da metabolizacao das lipoproteinas no climatério (Godsland et al., 1990; Santos
Filho et al., 2002; Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017).

Os vasos sanguineos sdo revestidos internamente por uma camada continua de
células endoteliais. Agressdo ao endotélio leva a um desequilibrio na homeostase do
sistema cardiovascular, contribuindo para patogénese da aterosclerose e suas
complicacdes. O endotélio lesionado promove uma maior expressdo de moléculas de
adesdo a leucocitos (responsaveis pela atragdo de monacitos e linfocitos para a intima) e
0 aumento do espaco entre as celulas endoteliais. Esses fatores facilitam a passagem de
substancias (lipoproteinas) entre as células (permeabilidade endotelial) para a regido
subendotelial, favorecendo a agregacdo plaquetaria. As lipoproteinas aprisionadas no
espaco subendotelial sofrem modifica¢des fisico-quimicas, que levam ao recrutamento
de mondcitos do sangue para intima, onde se diferenciam em macrdfagos (Brasileiro
Filho & Bogliolo, 2016; Gimbrone Jr & Garcia-Cardefia, 2016; Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 2017).

As lipoproteinas sdo compostas por lipideos e proteinas (Apolipoproteinas — apo),
essa associacdo permite a solubilizacdo e transporte dos lipideos. As lipoproteinas sao
divididas em 4 classes: os quilomicrons e as VLDL (ricas em triglicérides), e as LDL e
HDL (ricas em colesterol. Existem ainda as Lipoproteinas de Densidade Intermediaria
(IDL) e as Lipoproteinas (a) - Lp (a). Embora a funcéo fisioldgica das Lp (a) ndo seja
conhecida, sabe-se que existe uma associacdo com a formacéo da placa aterosclerética e
sua progressdo. A Apolipoproteina A-1 (ApoA-1) é a principal apoproteina da HDL, onde
uma particula de HDL pode transportar varias moléculas de ApoA-I. A Apolipoproteina
B (ApoB) é encontrada associada as lipoproteinas aterogénicas (VLDL, IDL, LDL e Lp
(@)), na proporcéo de uma molécula de ApoB para cada molécula de lipoproteina. A Lp
(@) é composta por uma particula de LDL com uma Apo adicional, a Apo (a), ligada a
ApoB (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017).

As LDL e as VLDL possuem lipidios envolvidos na aterogénese, cujo depdsito
dessas lipoproteinas € proporcional a sua concentragdo no plasma. A VLDL, juntamente
com os quilomicrons remanescentes, sdo rapidamente removidos do plasma por lipases
ou sdo convertidos em LDL para ndo se acumularem. Porém, dietas ricas em lipidios ou
pacientes com disbetalipoproteinemia apresentam dificuldade na remocdo do VLDL,

favorecendo seu acumulo no plasma. Contudo em relacdo ao LDL, verifica-se uma
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associacao entre a aterogénese e a presenca de uma hipercolesterolemia familiar, causada
por um defeito no gene que codifica o receptor desta lipoproteina, elevando seus niveis
plasmaticos (Steinberg & Wilztum, 1990; Brasileiro Filho & Bogliolo, 2016; Sociedade
Brasileira de Cardiologia, 2017).

As LDL retidas na intima sdo oxidadas (LDL-ox) pelos radicais livres, passando
a expor varios neoepitopos tornando-se imunogénica. Além disso, as moléculas de LDL-
ox sdo citotdxicas e lesionam o endotélio, que passa expressar e produzir moléculas que
recrutam e promovem adesdo leucocitaria em sua superficie (Corréa-Camacho; Dias-
Melicio; Soares, 2007). Consequentemente, mondcitos e linfocitos sdo atraidos para a
regido da lesdo e migram para a camada intima. Os mondcitos sdo transformados em
macrofagos, que, juntamente com as fibras musculares lisas, iniciam a fagocitose das
LDL-ox. Os macrofagos repletos de lipideos constituem as células espumosas, que
amplificam o processo inflamatorio por liberarem citocinas, enzimas proteoliticas e
fatores de crescimento. Neste contexto, amplia-se o dano tecidual e inicia-se a formacéo
da placa ateromatosa. As lesbes se iniciam como estrias lipidicas, resultado da presenca
de células espumosas na camada intima, dando aspecto de manchas lineares amareladas
nessa regido (Figura 2) (Brasileiro Filho & Bogliolo, 2016; Gimbrone Jr & Garcia-
Cardefa, 2016; Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017).
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Figura 2: Processo de aterogénese (Robbins et al., 2016).
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Caso as lesOes ateromatosas continuem a progredir, serdo formadas as placas
ateromatosas ou ateromas. Essas lesOes apresentam tamanhos e formas variadas, fazem
saliéncia na luz do vaso e apresentam cor branco-amarelada. As placas contém
macrofagos, fibras musculares, fibroblastos, fibras colagenas, elasticas e lipidios
(colesterol) que podem estar dentro ou fora dos macréfagos. As células musculares
comegam a se proliferar sintetizando matriz extracelular que forma uma placa
fibromuscular abaixo do endotélio. A medida que a lesdo progride, ocorre 0 seu
remodelamento resultando na formacdo de uma capa fibrosa envolvendo um nucleo
necrdtico rico em lipideos, cristais de colesterol, células integras e restos celulares,
podendo levar a calcificacdo dessa placa. Ao seu redor ocorre angiogénese para
manutencdo e nutri¢do do tecido lesionado (Brasileiro Filho & Bogliolo, 2016; Gimbrone
Jr & Garcia-Cardefia, 2016).

As placas ateromatosas que apresentam predominio de lipideos sdo denominadas
placas moles ou instaveis. Essas placas ricas em lipideos apresentam um carater pro-
inflamatdrio que contribui sua instabilidade devido as modificacdes proteoliticas dos
componentes da matriz extracelular. A instabilidade da placa pode resultar na sua ruptura
e liberacdo do contetido no lumen, desencadeando uma oclusao aterotrombdtica. Com o
tempo, as lesdes podem de modificar e causar complicagbes como aneurisma,
hemorragia, trombose, estenose e calcificacdo. Aquelas com predominio de componentes
fibrosos, poucas células lipidicas e inflamatorias sdo chamadas de duras ou estaveis. As
placas estaveis podem invadir o limen do vaso causando isquemia local. (Figura 3)
(Brasileiro Filho & Bogliolo, 2016; Gimbrone Jr & Garcia-Cardefia, 2016; Robbins et al.,
2016).
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Figura 3: Evolucdo da placa aterosclerética e suas consequéncias (Robbins et al., 2016).
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2.3 Diagnostico

Atualmente, o diagnéstico da aterosclerose € feito a partir da avaliacéo clinica do
paciente, associada aos resultados de exames laboratoriais e de imagem. As dosagens do
perfil lipidico (triglicérides, colesterol total e suas fracGes), de apolipoproteinas, de
glicemia e da proteina C reativa ultrassensivel auxiliam no diagndstico da patologia, uma
vez que seus niveis encontram-se normalmente alterados nesses pacientes (Sociedade
Brasileira de Cardiologia, 2017).

Os exames de imagem tém como funcéo realizar o estudo das artérias do paciente.
Dentre esses exames existem técnicas ndo invasivas, como a ultrassonografia (USG)
vascular utilizado na andlise das artérias periféricas. A angiotomografia e o cateterismo
sdo técnicas invasivas que podem ser utilizadas tanto para analise de artérias periféricas
como de artérias centrais (coronarias e cerebrais) (Campedelli, 2016).

Exames moleculares ainda ndo s&o utilizados rotineiramente para identificar
individuos que apresentam alto risco de desenvolver aterosclerose, uma vez que 0s
resultados dos estudos desta natureza ainda ndo sdo abundantes e ha contradi¢fes nas
conclusdes. As técnicas moleculares poderiam ainda auxiliar na escolha do medicamento
mais adequado para o paciente (Corréa-Camacho; Dias-Melicio; Soares, 2007;
Marinkovi¢; Pasali¢; Potocki, 2013; Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2017).

2.4 Tratamento

Uma das principais formas de tratamento da doenga aterosclerdtica é a
angioplastia, quando stents sdo implantados na regido obstruida pela placa aterosclerdtica.
Os stents sdo malhas metalicas com formato tubular que exercem forca na parede do vaso
obstruido dilatando sua luz, permitindo novamente a passagem de sangue na regido. A
técnica foi realizada pela primeira vez no ano de 1977 por Gruentzig em Zurique (Santos
Filho et al., 2002).

Um dos grandes problemas da angioplastia com a colocacdo de stent é a
reestenose. Para evitar tal complicagdo, os pacientes iniciam a terapéutica com dois tipos
de antiagregantes plaquetarios, o0 AAS e o clopidogrel, 24hs antes do procedimento.
Porém, a resposta farmacodindmica ao clopidogrel varia significativamente entre o0s
pacientes, fazendo com que individuos com doencga coronariana pouco responsivos a esta
droga aumentem o risco individual de eventos cardiovasculares (Santos Filho et al., 2002;
Mega et al., 2009; Collet et al., 2011). O uso de drogas sistémicas para prevenir as

complicacdes decorrentes da aterosclerose apresentam resultados insatisfatorios e o
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procedimento mais eficaz é a colocagdo de um stent farmacoldgico no local da placa. Os
stents farmacol6gicos sdo recobertos por moléculas altamente lipofilicas, que exercem
um efeito imunossupressor ou antiproliferativo sobre as fibras musculares arteriais
(Santos Filho et al., 2002; CONITEC-SUS, 2014).

2.5 Genes associados a aterosclerose

Varios estudos comprovam a associacdo entre os polimorfismos genéticos e o
desenvolvimento de varias patologias, como € o caso da aterosclerose. Atualmente mais
de 400 genes parecem estar relacionados com a sua génese, merecendo destaque 0s
polimorfismos de CYP, GSTs, ApoE e eNOS (Marques e S4, 2011; Marinkovi¢; Pasalic;
Potocki, 2013; Gimbrone Jr & Garcia-Cardefia, 2016).

Os polimorfismos dos genes envolvidos na biotransformacdo dos
Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAPs) parecem ter uma relacdo importante no
processo de aterogénese, pois auxiliam na adesdo de mondcitos na parede endotelial.
HAPs sdo compostos toxicos, mutagénicos e teratogénicos, produzidos pela atividade
humana, principalmente em processos industriais. Particulas de HAPs estdo presentes no
ar, solo e agua, tendo como principais portas de entrada do corpo humano a inalagéo de
gases do ambiente e fumaca de tabaco e a ingestdo de alimentos contaminados. Para evitar
0 acumulo de HAPs no organismo, as enzimas da primeira fase de biotrasformacéo de
xenobidtico (citocromo P450 e hidrolase epdxido microssomal) sdo ativadas, produzindo
espécimes reativas do oxigénio (EROs). Elas podem ser alteradas quando se ligam ao
DNA (Acido Desoxirribonucleico) formando adutos de DNA (Marinkovié; Pasalié;
Potocki, 2013).

As enzimas da familia citocromo P450, em especial a subfamilia CYP1A, estdo
envolvidas na primeira fase da metabolizacdo dos HAPs. Essas enzimas foram
descobertas em torno de 1960 e sdo importantes na monooxigenacdo de substratos
lipofilicos, como os HAP. Grande parte dos estudos relaciona este polimorfismo com uma
predisposi¢do humana as DAC (Mansuy, 1998; Marinkovi¢; Pasali¢; Potocki, 2013).

As enzimas GST, GSTM1 e GSTT1, participam da segunda fase de metabolizagéo
dos HAP e auxiliam na prevencdo do estresse oxidativo. O principal papel da isoforma
M1 é a detoxificacdo de xenobioticos eletrofilicos, produtos de CYP1A1, e o da isoforma
T1 é a conjugacdo de lipidos oxidados e compostos halogenados. A acdo das enzimas
GSTs previnem o dano oxidativo e a indugdo de mutacdo no DNA. O polimorfismo dos

gene GSTs gera diminuicdo ou auséncia da atividade enzimatica nos produtos
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enzimaticos, contribuindo para o desenvolvimento da inflamacdo e das desordens

degenerativas presentes na aterosclerose (Marinkovi¢; Pasali¢; Potocki, 2013).

2.6 Polimorfismos do gene CYP2C19 e a resposta ao clopidogrel

O estudo dos polimorfismos do gene CYP2C19 foi recomendado pela FDA (Food
and Drug Administration) para se identificar individuos metabolizadores lentos. Para esse
grupo de pacientes terapias alternativas ou dosagens adequadas do medicamento podem
ser estabelecidas. Porém estudos recentes questionam essa recomendacdo (Katzung &
Trevor, 2017).

O gene CYP2C19 localiza-se em 10023.33 e apresenta altamente polimorfico,
com mais de 40 alelos distribuidas nas popula¢bes humanas (Figura 4). Do conjunto de
alelos descritos para CYP2C19, os que mais influenciam na resposta terapéutica sdo: o
alelo funcional ou selvagem (*1), os ndo funcionais (*2 e *3) e 0 que apresenta fungéo
aumentada (*17). A partir das combinac@es desses alelos podemos encontrar individuos
pouco responsivos aos medicamentos ativados por essa enzima (*2/*2, *2/*3 e *3/*3),
como € o caso do clopidogrel. Ha ainda individuos que apresentam expressdo aumentada
de CYP2C19, devido a presenca do alelo *17 (*1/*17 e *17/*17). Vale ressaltar que a
presenca do alelo *17 ndo compensa a auséncia de fungéo dos alelos *2 e *3 (Department
of Health & Human Services, 2017; Katzung & Trevor, 2017; National Center for
Biotechnology Information (NCBI), 2017).

Essas mutagdes sdo causadas por Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP), no
qual o alelo CYP2C19*2 ocorre uma substituicdo de uma guanina por uma adenina
(681G>A) provocando troca de aminoacido (Argl44Cis), resultando em defeito de
splicing. O alelo CYP2C19*3 foi gerado por uma substituicdo dos aminoacidos
lle359Leu (636G>A), enquanto no CYP2C19*17 a troca de uma citosina por uma timina
(806C>T) (Al-Jenoobi et al., 2013; Katzung & Trevor, 2017).
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Figura 4: Localizagdo do gene CYP2C19, estrutura do gene e localizagdo dos polimorfismos citocromo

P450 2C (CYP2C) (Department of Health & Human Services, 2017; National Center for Biotechnology

Information (NCBI), 2017 adaptado)
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Verificar a possivel influéncia dos gendtipos de variantes polimoérficas de SNPs
CYP2C19 na aterosclerose.

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1 Verificar a possivel influéncia do sexo, consumo de bebida alcodlica e o

tabagismo no desenvolvimento da aterosclerose.

3.2.2 Analisar a prevaléncia do polimorfismo CYP2C19 nos individuos com e sem
aterosclerose.

3.2.3 Comparar os genotipos CYP2C19 nos grupos de pacientes com e sem stent.

3.2.4 Pesquisar se o polimorfismo do gene CYP2C19 influenciou na resposta ao
medicamento clopidogrel em pacientes tratados.

3.2.5 Verificar os fenotipos de metabolizacdo do polimorfismo CYP2C19 e sua

influéncia na reestenose pos angioplastia.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras

Foi realizado um estudo transversal, onde foram coletadas 299 amostras de
pacientes referenciados ao servico de cardiologia e cirurgia vascular periférica, de
Hospitais privados situados no municipio de Goiania, que atendem pacientes tanto da rede
privada como do SUS, com diagnostico prévio de doenca aterosclerdtica baseado em
exame clinico e confirmado atraveés de métodos de imagem. Para DAOP e doenca
carotidea extracraniana foram utilizados Eco color Doppler, angiotomografia e/ou
angiografia digital e para DAC utilizados angiotomografia e/ou cineangiocoronariografia.
O grupo sem aterosclerose foi composto por amostras de pacientes sem diagndstico de
aterosclerose ou comorbidades.

Os critérios de inclusdo foram: pacientes maiores de 38 anos, diagnosticados com
ou sem aterosclerose em tratamento medicamentoso e/ou submetidos a procedimentos
vasculares intervencionistas, que aceitaram responder ao questionario (APENCICE I) e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE 11). Os de
exclusdo foram: pacientes menores de 38 anos e/ou que ndo aceitaram participar da
pesquisa. Como controle positivo dos testes moleculares foram utilizados DNA de
individuos com a presenca confirmada do polimorfismo CYP.

As amostras foram subdivididas em dois grandes grupos, pacientes com e sem
aterosclerose. O grupo com aterosclerose foi dividido em sub grupos para melhor
especificacdo do polimorfismo CYP2C19, de acordo com o uso de stent e a presenca de
reestenose. Os grupos de pacientes sem aterosclerose foi composto por individuo que
fizeram cirurgias vasculares e ndo apresentavam processos ateroscleréticos, sem presenca

de diabetes, hipertensdo arterial e sem obstrucao das carotidas (Figura 5).
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Figura 5: Fluxograma das amostras

Todos os pacientes responderam a um questionario de estilo de vida com idade,
sexo, etilismo, tabagismo, doencas relacionadas tais como diabetes e hipertensdo. Foram
considerados ndo fumantes individuos que nunca tiveram esse habito ou que pararam de
fumar a 15 anos ou mais. Compdem o grupo dos fumantes individuos que Sao usuarios
de cigarro ou pararam de fumar a menos de 15 anos. Essa classificacdo esta de acordo

com o Projeto e Diretrizes da Associacdo Médica Brasileira (Silva, 2013).

Calculo amostral

Para calcular o tamanho da amostra de pacientes com aterosclerose foi
considerado o numero de internac6es por doencas do aparelho circulatdrio, que seriam
causadas pela aterosclerose no ano de 2014, no estado de Goias (40.458). E para 0 grupo
de pacientes que ndo apresentaram aterosclerose foi considerado o ndmero total de
internagdes por outras doencas cronicas ndo transmissiveis (N = 51.162). Para tanto foi
utilizado o procedimento classico descrito por Lwanga e Lemeshow (1991) para se
estimar o “n” de acordo com a equacao:
_ N.Z2.P.(1-P)

Z2.P.(1-P)+ E2.(N —1)

onde n = amostra calculada; N = populagéo; Z = variavel normal padronizada associada

n

ao intervalo de confianca; P = estimativa da proporc¢do na amostra; E = erro amostral. O
intervalo de confianca utilizado foi de 95%, erro amostral de 5% e estimativa da
proporcao de 90%. Desta forma foi obtido um tamanho amostral de pacientes com e sem
aterosclerose de 276.
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4.2 Extracdo de DNA

A partir das amostras coletadas, foram realizadas extragdes do DNA utilizando os
protocolos do Kit Kaswi® (Genomic DNA Purification Kit). Apos a extragdo as amostras
foram submetidas a quantificacao no espectrofotdmetro NanoVue™ Plus de acordo com
as instrucOes do fabricante, tendo relevancia apenas as amostras cujo os resultados da

quantificacdo em relagdo a concentracdo de DNA eram superiores a 5Sng/ul.

4.3 Reacao em Cadeia da Polimerase — PCR

Apos a extracdo do DNA, as amostras foram submetidas a amplificacéo, visando
a deteccdo dos polimorfismos do gene CYP2C19. As amostras foram submetidas a testes
moleculares (ARMS-PCR e PCR- RFLP), no Laboratério do Nucleo de Pesquisa
Replicon da Pontificia Universidade Catdlica de Goias, para verificar presenca dos
polimorfismos do gene CYP2C19*2, *3 e *17. A tabela | apresenta as sequéncias de
primers, ciclagens, enzimas de restricdo e tamanhos dos fragmentos utilizados nas reagoes
de ARMS-PCR e na PCR-RFLP.

Tabela | — Sequéncias de primers, tempos de ciclagem, enzimas de restri¢cdo utilizadas e os fragmentos
obtidos apos a digestdo enzimatica

Alelo Primers PCR Enz.de  Fragmento de
restricdo DNA
*2 FP 5-AATTACAACCAGAGCTTGGC-3" (37 ciclos) Mspl FA 169
RP 5 -TATCACTTTCCATAAAAGCAAG-3 94 °C 60 SH 120,49
58 °C 30~ HE
72°C 307 169,120,49
MH 169
*3 FP 5-AAC ATC AGG ATT GTA AGC AC-3 (37 ciclos) BamHI  FA 119
RP 5-TCA GGG CTT GGT CAA TAT AG-3° 94 °C 60’ SH 93, 26
58 °C 30~ HE 119, 93,
72 °C 30> 26
MH 119
*17FP  5-AAG AAG CCT TAG TTT CTC AAG-3’ (35 ciclos) 507 bp
RP 5’-AAA CACCTT TACCAT TTAACCC-3> 95°C 30~ 507 bp
TSS TGTCTTCTGTTC TCA AAGTA 60°C 30” 218 bp
CSA ATTATCT CTT ACA TCA GAG ATG 72°C 50~ 330 bp

FA, Fragmento amplificado; SH, Selvagem Homozigoto, HE, Heterozigoto; MH, Mutante
homozigoto; FP, Primer Forward; RP, Primer Reverse; TSS, Primer T specific (sense); CSA, Primer C
specific (antisense)

Fonte: *2 (Chaudhry; Kochhar; Kohli, 2009); *3 (Ikebuchi et al., 2003); *17 (Cuisset et al., 2012)
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As reacbes da PCR foram realizadas segundo o protocolo proposto por
(Sambrook; Maccallum; Russell, 2001), com um volume final de 25 ul. Utilizando os
protocolos especificados nas tabelas I, 111 e 1V. Apds realizacdo da amplificacdo as
amostras foram digeridas com as respectivas enzimas de restricdo segundo tempo e

temperatura indicada na bula.

Tabela Il — Protocolo para a amplificacdo do polimorfismo CYP2C19*2 para PCR-RFLP.

REAGENTES [J UTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Tampéo (10X) 1X 2,5 uL
MgCl; (50 mM) 2,5mM 1,25 uL
dNTPs 1,25 mM de cada 0,75 pL de cada = 3,0 uL.
Taq polimerase 5 U/uL 2,5 U/ulL 0,3 uL
Primer *2 FP 0,02 mM 0,5 uL
Primer *2 RP 0,02 mM 0,5 uL
H.0 Mili Q 14,95 uL
DNA amostra 200 ng/pL 2,0 uL
Volume final 25,0 uLL

Tabela 111 — Protocolo para a amplificacdo do polimorfismo CYP2C19*3 para PCR-RFLP.

REAGENTES [JUTILIZADA VOL. P/ 1 AMOSTRA
Tampaéo (10X) 1X 2,5 uL
MgCl; (50 mM) 2,5 mM 1,25 uL
dNTPs 1,25 mM de cada 0,75 pL de cada = 3,0 pL
Taq polimerase 5 U/uL 2,5 U/uL 0,3 uL
Primer *3 FP 0,02 mM 0,5 uL
Primer *3 RP 0,02 mM 0,5 uL
H.0 Mili Q 14,95 uL
DNA amostra 200 ng/uL 2,0 uL
Volume final 25,0 puLL
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Tabela IV — Protocolo para a amplificacdo do polimorfismo CYP2C19*17 para ARMS-PCR.

REAGENTES [JUTILIZADA VOL. P/1 AMOSTRA
Tampéo (10X) 1X 2,5ulL
MgCl; (50 mM) 2,5mM 1,25 uL
dNTPs 1,25 mM de cada 0,75 pL de cada = 3,0 uL.
Taq polimerase 5 U/uL 2,5 U/ul 0,3 uL
Primer *17 FP 0,02 mM 0,5 uL
Primer RP 0,02 mM 0,5 uL
Primer TSS 0,024 mM 0,6 uL
Primer CSA 0,024 mM 0,6 uL
H.0 Mili Q 13,75 uL
DNA amostra 200 ng/ uL. 2,0 uL
Volume final 25,0 pL

O produto obtido foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2% em um

campo elétrico de 100 V/cm e corado com brometo de etidio (5mg/mL) sendo visualizado
em seguida no fotodocumentador BIORAD (Bio-Rad, Hercules, California, USA).

A figura 6 e 7 mostram o0s possiveis gendtipos do polimorfismo CYP2C19*2

utilizando o protocolo PCR-RFLP, antes e ap6s a digestdo enzimatica, respectivamente.

== 169pb

Figura 6 - Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio contendo produto da PCR-RFLP para o
polimorfismo CYP2C19*2 antes a digestdo enzimatica. O C+ (controle positivo) e 0s pacientes
apresentaram uma banda de 169pd e o C- (controle negativo) apresentou auséncia de banda. A identificacao
Ld contém o marcador de peso molecular 50-pb DNA ladder (Fermentas).
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Figura 7 - Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio contendo produto da PCR-RFLP para o
polimorfismo CYP2C19*2. A identificacdo Ld contém o marcador de peso molecular 50-pb DNA ladder
(Fermentas). O C- representa o controle negativo e C+1 (*2/*2), C+2 (*1/*1) e C+3 (*1/*2) representam
0s controles positivos apos digestdo enzimatica.

As figuras 8 e 9 representam 0s géis contendo genétipos do polimorfismo
CYP2C19*3 utilizando o protocolo PCR-RFLP, antes e ap6s a digestdo enzimatica,
respectivamente.

Figura 8 - Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio contendo produto da PCR-RFLP para o
polimorfismo CYP2C19*3 antes a digestdo enzimatica. O C+ (controle positivo) e 0s pacientes
apresentaram uma banda de 119pd. A identificacdo Ld contém o marcador de peso molecular 50-pb DNA

ladder (Fermentas).
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Figura 9 - Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio contendo produto da PCR-RFLP para o
polimorfismo CYP2C19*3. A identificacdo Ld contém o marcador de peso molecular 50-pb DNA ladder
(Fermentas). Os Pac. 1 e 5 apresentaram o gendtipo selvagem para o polimorfismo (*1/*1) e os Pac. 2, 3 e
4 0 gendtipo heterozigoto para o polimorfismo (*1/*3) apds digestdo enzimatica.

O polimorfismo CYP2C19*17 esté representado na figura 10, onde observa-se 0
gendtipo heterozigoto (*1/*17) nos Pac. 1, 2 e 3.

=== 330ph
4=m 218pb

Figura 10 - Gel de agarose 2% corado com brometo de etidio contendo produto da ARMS-PCR para o
polimorfismo CYP2C19*17. A identificagdo Ld contém o marcador de peso molecular 50-pb DNA ladder
(Fermentas). Os Pac. 1, 2 e 3 0 gen6tipo heterozigoto para o polimorfismo (*1/*17).

4.4 Anélise estatistica

Os resultados foram tabulados em planilhas excel, constituindo um banco de
dados. A caracterizacdo da idade, sexo, consumo de bebida alcodlica e fumo dos
individuos com e sem aterosclerose foi feito por meio de média, desvio padrao, frequéncia
absoluta e relativa. A normalidade dos dados foi testada utilizando o teste de
Kolmogorov-Smirnov. A comparagdo da idade entre os grupos foi feita utilizando o teste
de Mann-Whitney. A comparagéo das frequéncias genotipicas e combinagdes genotipicas
entre os grupos foi realizada utilizando o teste do Qui-quadrado Posthoc aplicando-se a

correcdo de Bonferroni a fim e evitar erro tipo I, conforme sugerido por MacDonald &
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Gardner, (2000). Na avaliacdo das frequéncias alélicas foi realizado o teste do Qui-
quadrado de Pearson e Odds ratio. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o

pacote estatistico SPSS versdo 19, utilizando um nivel de significancia de 5%.

4.5 Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
O projeto foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa da PUC Goias segundo o
protocolo n® 35321614.3.0000.0037 (APENDICE 111)
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5. RESULTADOS

Dentre os pacientes estudados verificou-se que o grupo de individuos sem
aterosclerose apresentou idade média de 50, 36 anos com desvio padréo (DP) de + 9,86
anos, e o grupo controle com idade meédia de 61,19 anos e desvio padrdo de + 9,76 anos
(p<0,001).

A tabela VV demonstra a caracterizacdo do estilo de vida dos grupos estudados.
Verificou-se que 53,5% (53/99) dos pacientes sem aterosclerose eram do sexo masculino
e 54,0% (108/200) dos que tinham aterosclerose eram do sexo feminino (p=0,22).

Ao analisar o consumo de bebidas alcodlicas notou-se uma diferenca significativa
entre 0s grupos (p=0,01). Onde 20,2% (20/99) dos pacientes sem aterosclerose
consumiam bebidas alcodlicas, enquanto que no grupo com aterosclerose esse habito era
praticado por 9,5% (19/200) dos individuos.

Em relacdo ao tabagismo observou que 26,3% (26/99) dos pacientes sem
aterosclerose eram tabagistas, enquanto 35,5% (71/200) dos individuos com aterosclerose
também tinham esse héabito (p=0,11).

Tabela V - Caracterizacdo do estilo de vida dos pacientes com e sem a aterosclerose.
Aterosclerose n (%)

N30 Sim Total P
Sexo
Feminino 46 (46,5) 108 (54,0) 154 (51,5) 0.22%
Masculino 53 (53,5) 92 (46,0) 145 (48,5) '
Consome bebida alcodlica
Né&o 79 (79,8) 181 (90,5) 260 (87,0) 0.01*
Sim 20 (20,2) 19 (9,5) 39 (13,0) ‘
Fuma
N&o 73 (73,7) 129 (64,5) 202 (67,6) 011%
Sim 26 (26,3) 71 (35,5) 97 (32,4) ‘

*Qui-quadrado de Pearson; n = frequéncia absoluta; % = frequéncia relativa

Realizando a distribuicdo das frequéncias alélicas dos polimorfismos do gene
CYP2C19 notou-se que 56,3% (225/400) dos pacientes com aterosclerose apresentavam
o0 alelo 2, 44,1% (119/270) o alelo 3 e 36,8% (147/400) o alelo 17. N&o sendo estas

diferencas significativas (tabela V1).
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Tabela VI - Distribuicdo das frequéncias alélicas dos polimorfismos CYP2C19*2, *3 e *17 nos grupos
com e sem aterosclerose.

Aterosclerose n (%)

R (1C-95% *
Néo Sim OR (1C-95%) P
CYP2C19*2
*1 101 (51,0) 175 (43,7)
1,74 (0,53-1,05 0,09
*2 97 (49,0) 225 (56,3) ( )
CYP2C19*3
*1 49 (53,3) 151 (55,9)
1,11 (0,69-1,79 0,65
*3 43 (46,7) 119 (44,1) ( )
CYP2C19*17
*1 116 (58,6) 253 (63,2)
1,21 (0,85-1,72 0,26
*17 82 (41,4) 147 (36,8) ( )

*Qui-quadrado de Pearson; OR = odds ratio; n = frequéncia absoluta; % = frequéncia relativa

Ao comparar 0s genotipos CYP2C19 notou-se que 38,0% (76/200) dos pacientes
com aterosclerose apresentavam dois alelos polimorficos para o *2 (p=0,03). No *3 foi
observado que 79,3% (107/200) dos pacientes com aterosclerose tinham um alelo
polimérfico (p=0,03) e 4,4% (6/200) dois alelos polimérficos (p=0,01). Em relacéo ao
*17 notou-se que 74,8% (74/99) dos individuos sem essa patologia apresentavam pelo
menos um alelo polimérfico (p=0,03), sendo essas diferencas significativas (tabela VI1).

Tabela VII - Comparacdo dos genétipos CYP2C19 nos grupos com e sem aterosclerose.
Aterosclerose n (%)

*
Nao Sim Total P
CYP2C19*2
*1/*1 27 (27,3) 51 (25,5) 78 (26,1) 0,74
*1/*2 47 (47,5) 73 (36,5) 120 (40,1) 0,07
*2/*2 25 (25,2) 76 (38,0) 101 (33,8) 0,03
CYP2C19*3
*1/*1 10 (21,7) 22 (16,3) 32 (17,7) 0,40
*1/*3 29 (63,1) 107 (79,3) 136 (75,1) 0,03
*3/*3 7 (15,2) 6 (4,4) 13 (7,2) 0,01
CYP2C19*17
1*/1* 21 (21,2) 64 (32,0) 85 (28,4) 0,05
*1/*17 74 (74,8) 125 (62,5) 199 (66,6) 0,03
*17/*17 4 (4,0) 11 (5,5) 15 (5,0) 0,59

*Qui-quadrado Posthoc; n = frequéncia absoluta; % = frequéncia relativa

A tabela VIII mostra as combinacdes genotipicas dos polimorfismos do gene
CYP2C19 e a sua relagédo com o desenvolvimento da aterosclerose. Na combinacdo dos
alelos 2 e 17 foi observado que 39,4% (39/99) dos individuos sem aterosclerose
apresentavam o gendtipo *1*2/*1*17 (p<0,001) e a presenca de dois alelos polimorficos
para o *2 foi observado em 15,0% (30/200) dos pacientes com aterosclerose (p=0,03).
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Ao combinar o alelo 2 e 3 verificou-se que 40,1% (54/135) dos pacientes com

aterosclerose apresentavam os dois alelos polimorficos para 0 *2 e um alelo polimorfico

para 0 *3 (p<0,001).

Em relacdo aos trés polimorfismos (*2, *3 e *17) analisados notou-se que a

combinagdo *2*2/*1*3/*1*1 estava presente em 17,1% (23/135) dos pacientes com
aterosclerose (p=0,01) e a combinagdo *2*2/*1*3/*1*17 em 20,1% (27/135) desses
pacientes (p=0,01). No grupo sem aterosclerose foi verificada uma maior prevaléncia da
combinagdo *1*2/*1*3/*1*17, presente em 32,6% (15/46) desses individuos (p=0,01).

Tabela VIII - Comparacdo das combinacdes genotipicas em relacdo a aterosclerose.

Aterosclerose n (%)

Néo Sim Total P
CYP2C19*2/CYP2C19*17

MR (*1*1/*1*1) 8 (8,1) 11 (5,5) 19 (6,4) 0,39
MI (*1%2/*1%1) 7(7.0) 23 (11,5) 30 (10,0) 0,23

MI (*1%2/*1*17) 39(39,4)  43(2L5) 82 (275  <0,001
MI (*1%2/*17%17) 1(1,0) 7 (3.5) 8(2.7) 0,21
ML (*2%2/*1*1) 6(6.1) 30 (15,0) 36 (12,0) 0,03
ML (*2%2/*1*17) 17(17,1)  42(21,0) 59 (19,7) 0,43
ML (*2%2/*17%17) 2 (2,0) 4(2,0) 6 (2,0) 0,99
MU (*1%1/*1*17) 18(18.2) 40 (20,0) 58 (19,4) 0,71
MU (*1*1*17*17) 1(1,0) 0(0,0) 1(0,3) 0,15

CYP2C19%2/CYP2C19*3

MR (*1*1/1%1%) 487) 12 (8,9) 16 (8,8) 0,97
MI (*1%1/*1%3) 8 (17.4) 20 (14,8) 28 (15,4) 0,68
MI (*1%2/*1%1) 5 (10,9) 6 (4,4) 11 (6,1) 0,12
ML (*1%1/%3*3) 2 (4.3) 1(0,7) 3(L6) 0,10
ML (*1%2/*1*3) 18(39,2) 33 (24.4) 51 (28,2) 0,06
ML (*1%2/%3*3) 2 (4.3) 3(22) 5 (2,8) 0,45
ML (*2%2/*1*1) 1(2,2) 4(3,0) 5(2.8) 0,78

ML (*2%2/*1*3) 3(6,5) 54 (40,1) 57(315)  <0,001
ML (*2%2/%3*3) 3(6,5) 2 (L5) 5(2.8) 0,07

CYP2C19*2/CYP2C19*3/ CYP2C19%17

MR (*1*1/%1%1/*1%1) 0(0,0) 1(0,7) 1(0,6) 0,56
MI (*1%1/*1%3/%1*1) 487) 5(3.7) 9 (5,0) 0,18
MI (*1%2/*1%1/*1*1) 1(2,2) 0(0,0) 1(0,6) 0,09
MI (%1%1/*1%3/*1*17) 4(8,7) 15 (11,1) 19 (10,5) 0,64
MI (*1%2/*1%1/*1*17) 487) 5(3.7) 9 (5,0) 0,18
MI (£1%2/%1*1/*17*17) 0(0,0) 1(0,7) 1(0,6) 0,56
ML (*1%1/%3*3/*1*1) 1(2,2) 1(0,7) 2 (1,) 0,42
ML (£1%2/%1*3/*1*1) 2 (4,3) 10 (7,4) 12 (6,6) 0,47
ML (*1%2/%3%3/*1*1) 0(0,0) 2 (L5) 2 (1,1) 0,41
ML (%2%2/%1*1/*1*1) 1(2,2) 1(0,7) 2 (1,1) 0,42
ML (*2%2/*1*3/*1*1) 1(2,2) 23 (17,1) 24 (13,2) 0,01
ML (*1*1/*3%3/*1*17) 1(2,2) 0(0,0) 1(0,6) 0,09
ML (*1%2/*1*3/*1*17) 15(32,6) 21 (156) 36 (19,9) 0,01
ML (%1%2/%3%3/*1*17) 2 (4,3) 1(0,7) 3(L6) 0,10
ML (*2%2/*1*1/*1*17) 0(0,0) 3(2.2) 3(L6) 0,31
ML (%2%2/*1%3/*1*17) 2 (4,3) 27 (20,1) 29 (16,0) 0,01
ML (*2%2/%3%3/%1*17) 2 (4.3) 2 (L5) 4(22) 0,25
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ML (¥1%2/*1*3/*17*17) 1(2,2) 2 (1,5) 3(16) 075

ML (*2*2/*1*3/*17*17) 0(0,0) 4(3,0) 4(2,2) 0,24
ML (*¥2%2/*3*3/*17*17) 1(2,2) 0(0,0) 1(0,6) 0,09
MU (*1*1/*1*1/*1*17) 3(6,5) 11 (8,1) 14 (7,7) 0,72
MU (¥1%1/*1*1/*17*17) 1(2,2) 0(0,0) 1(0,6) 0,09

*Qui-quadrado Posthoc; n = frequéncia absoluta; % = frequéncia relativa; Ml = Metabolizador
intermediario; ML = Metabolizador lento; MR = Metabolizador rapido; MU = Metabolizador ultrarrapido

Em relacdo a distribuicdo da frequéncia alélica dos polimorfismos do gene
CYP2C19 e a sua influéncia no uso de stent, onde 54,6% (59/108) dos pacientes com
stent apresentam o alelo 2, 37,0% (40/108) o alelo 3 e 36,1% (39/108) o alelo 17. N&o
sendo estas diferencas significativas (tabela IX).

Tabela IX - Resultado da distribuicdo da frequéncia alélica dos polimorfismos CYP2C19 e a sua
influéncia no uso de stent.

Uso de stent n (%)

R (1C-95% *
Néo Sim OR (IC-95%) P
CYP2C19*2
*1 126 (43,2) 49 (45,4)
0,91 (0,58 -1,41 0,69
*2 166 (56,8) 59 (54,6) ( )
CYP2C19*3
*1 83 (51,2) 68 (63,0)
0,62 (0,37 -1,01 0,06
*3 79 (48,8) 40 (37,0) ( )
CYP2C19*17
*1 184 (63,0) 69 (63,9)
0,96 (0,60 - 1,52 0,87
*17 108 (37,0) 39 (36,1) ( )

*Qui-quadrado de Pearson; OR = odds ratio; n = frequéncia absoluta; % = frequéncia relativa

Analisando os individuos com aterosclerose que possuem stent, foi verificado que
37,0% (20/54) apresentavam os dois alelos polimorficos para o *2 (p=0,86), 3,7% (2/54)
os alelos polimérficos *3 (p=0,73) e 5,6% (3/54) os alelos polimdrficos *17 (p=0,98).
N&o sendo estas diferencas significativas. A presenca dos alelos selvagens para o *3
estava em 7,4% (6/81) dos pacientes aterosclerdticos sem stent e 87,7% (71/81) desses

pacientes apresentavam um alelo polimorfico para o *3 (p<0,001) (tabela X).
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Tabela X - Influéncia dos genétipos dos polimorfismos CYP2C19 no uso de stent.

Uso de stent n (%)

*
Niio sim Total P
CYP2C19*2
*1 /%1 36 (24,6) 15 (27.8) 51 (25.5) 0,65
*1/%2 54 (37,0) 19 (35,2) 73 (36,5) 0,81
*0/%2 56 (38,4) 20 (37.0) 76 (38,0) 0.86
CYP2C19*3
*1 /%1 6 (7.4) 16 (29,6) 22 (16,3) <0,001
*1/%3 71 (87,7) 36 (66,7) 107 (793)  <0,001
x3/%3 4 (4.9) 2 (3,7) 6 (4.4) 0.73
CYP2C19%17
1%/1% 46 (31,5) 18 (33,3) 64 (32,0) 0,81
*1/%17 92 (63,0) 33 (61,1) 125 (62,5) 0,81
*17/¥17 8 (5.5) 3 (5.6) 11 (5.5) 0,98

*Qui-quadrado Posthoc; n = frequéncia absoluta; % = frequéncia relativa

Realizando a combinacdo dos diferentes genotipos para os polimorfismos

CYP2C19 e asuainfluencia no uso de stent, foi observado que 11,1% (6/54) dos pacientes

que tinham stent possuiam um alelo polimorfico para o alelo 2 e os dois alelos selvagens

para o alelo 3 (p<0,001). Combinando os trés alelos observou-se que 9,2% (5/54) dos
pacientes com stent tinham os genotipos *1*17/*1*2/*1*1 (p=0,01) e 11,1% (6/54)
desses pacientes tinham os genotipos *1*17/*2*2/*1*3 (p=0,04), para os alelos 17,2 e 3

respectivamente (tabela XI).

Tabela XI - CombinagGes genotipicas dos polimorfismos CYP2C19 em pacientes com aterosclerose e a

sua influéncia no uso de stent.

Uso de stent n (%)

*
Nao Sim Total P
CYP2C19*2/CYP2C19*17
MR (*1*1/*1*1) 8 (5,5) 3(55) 11 (5,5) 0,98
MI (*1*2/*1*1) 19 (13,0) 4(7,4) 23 (11,5) 0,27
MI (*1*2/*1*17) 30 (20,5) 13 (24,1) 43 (21,5) 0,59
MI (*1*2/*17*17) 5(3,4) 23,7 7 (3,5) 0,92
ML (*2*2/*1*1) 19 (13,0) 11 (20,4) 30 (15,0) 0,20
ML (*2*2/*1*17) 34 (23,3) 8 (14,8) 42 (21,0) 0,19
ML (*2*%2/*17*17) 3(2,1) 1(1,9) 4(2,0) 0,93
MU (*1*1/*1*17) 28 (19,2) 12 (22,2) 40 (20,0) 0,63
CYP2C19*2/CYP2C19*3
MR (*1*1/1*1%) 5 (6,2) 7 (13,0) 12 (8,9) 0,17
MI (*1*1/*1*3) 13 (16,0) 7 (13,0) 20 (14,8) 0,62
MI (*1*2/*1*1) 0 (0,0 6 (11,1) 6 (4,4) <0,001
ML (*1*1/*3*3) 0(0,0) 1(1,8) 1(0,7) 0,22
ML (*1*2/*1*3) 21 (25,9) 12 (22,2) 33 (24,4) 0,62
ML (*1*2/*3*3) 2 (2,5) 1(1,8) 3(2,2) 0,81
ML (*2*2/*1*1) 1(1,2) 3(5,6) 4 (3,0 0,15
ML (*2*2/*1*3) 37 (45,7) 17 (31,5) 54 (40,1) 0,10
ML (*2*2/*3*3) 2(2,5) 0 (0,0 2(1,5) 0,24
CYP2C19*2/CYP2C19*3/ CYP2C19*17
MR (*1*1/*1*1/*1*1) 0 (0,0 1(1,9) 1(0,7) 0,22
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MI (*1*1/*1*3/*1*1) 4 (4,9) 1(1,9) 5(3,7) 0,35

MI (*1%1/*1*3/*1*17) 9 (11,1) 6(11,1)  15(11,1) 1,00
MI (*1%2/*1*1/*1*17) 0(0,0) 5(9,2) 5(3,7) 0,01
MI (*1*2/*1*1/*17*17) 0 (0,0) 1(1,9) 1(0,7) 0,22
ML (¥1*1/%3*3/*1*1) 0(0,0) 1(1,9) 1(0,7) 0,22
ML (*1*2/*1*3/*1*1) 7(8,6) 3(5,5) 10 (7,4) 0,50
ML (¥1*2/*3*3/*1*1) 1(1,2) 1(1,9) 2 (1,5) 0,77
ML (¥2%2/*1*1/*1*1) 0 (0,0) 1(1,9) 1(0,7) 0,22
ML (¥2*2/*1*3/*1*1) 13(16,1)  10(184)  23(17,1) 071
ML (¥1%2/*1*3/*1*17) 13(16,1)  8(147)  21(156) 0,85
ML (¥1%2/*3*3/*1*17) 1(1,2) 0(0,0) 1(0,7) 0,41
ML (¥2%2/*1*1/*1*17) 1(1,2) 2(37) 3(2,2) 0,34
ML (¥2%2/*1*3/*1*17) 21(260)  6(111)  27(20,1) 0,04
ML (*2*2/*3*3/*1*17) 2 (2,5) 0(0,0) 2 (1,5) 0,24
ML (¥1%2/*1*3/*17*17) 1(1,2) 1(1,9) 2 (1,5) 0,77
ML (¥2%2/*1*3/*17*17) 3(37) 1(1,9) 4(3,0) 0,53
MU (¥1*1/*1*1/*1*17) 5 (6,2) 6 (11,1) 11 (8,1) 0,30

*Qui-quadrado Posthoc; n = frequéncia absoluta; % = frequéncia relativa; Ml = Metabolizador
intermediério; ML = Metabolizador lento; MR = Metabolizador rapido; MU = Metabolizador ultrarrdpido

Na tabela XII observou-se que 51,9% (28/54) dos pacientes com reestenose
apresentavam o alelo 2, 38,9% (21/54) o alelo 3 e 35,2% o alelol7, ndo sendo estas
diferencas significativas.

Tabela XII - Resultado da comparagdo da frequéncia alélica do CYP2C19 com a reestenose em pacientes
aterosclerdticos.

Reestenose n (%)

R (1C-95% *
Néo Sim OR (IC-95%) P
CYP2C19*2
*] 23 (42,6) 26 (48,1)
0,80 (0,37 - 1,70 0,56
*2 31 (57,4) 28 (51,9) ( :
CYP2C19*3
*] 35 (64,8) 33(61,1)
1,17 (0,53 - 2,56 0,69
*3 19 (35,2) 21 (38,9) ( )
CYP2C19*17
*1 34 (63,0) 35 (64,8)
0,92 (0,42 - 2,02 0,84
*17 20 (37,0 19 (35,2) ( )

*Qui-quadrado de Pearson; OR = odds ratio; n = frequéncia absoluta; % = frequéncia relativa

A tabela XIII mostra a influéncia dos polimorfismos CYP2C19*2, *3 e *17 no
desenvolvimento de reestenose pos angioplastia. Ao analisar os alelos 2 e 17 verificou-se
26,0% (7/27) dos pacientes que néo tiveram reestenose apresentavam os alelos selvagens
para 0 *2 e um alelo polimérfico para o *17 (p=0,51). Combinando o *2 e *3 notou-se
que 33,4% (9/27) dos pacientes que tiveram reestenose apresentavam um alelo
polimorfico para cada um desses genes (p=0,05). Ao combinar o0 *2, *3 e *17 foi
observado que 26,0% (7/27) dos pacientes com reestenose tinham um alelo polimérfico
de cada (p=0,02).
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Tabela XII1 - Influéncia das combinacdes genotipicas do gene CYP2C19 na reestenose.
Reestenose n (%)

*
N0 sim Total P
CYP2C19%2/ CYP2C19%17

MR (*1%1/*1%1) 1(3.7) 2 (7.4) 3(5,5) 0,55
MI (*1%2/*1%1) 2 (7.4) 2 (7.4) 4(7.4) 1,00
MI (<1%2/%1*17) 4 (14.8) 0(334)  13(241) 011
MI (*1%2/*17%17) 1(3,7) 1(3.7) 2 (3.7) 1,00
ML (¥2%2/*1*1) 6 (22.2) 5(185)  11(204) 0,74
ML (*2*2/*1*17) 5 (18,5) 3(1L,1)  8(148) 044
ML (*2%2/*17%17) 1(3.7) 0(0,0) 1(19) 0.31
MU (F1%1/+1%17) 7 (26,0) 5(185)  12(222) 051

CYP2C19%2/CYP2C19%3
MR (*1*1/1%1%) 4(14.8) 3L 7(130) 0,69
MI (F1*1/*1*3) 3(L1)  4(148)  7(130) 0,69
MI (*1%2/*1%1) 4(14,8) 2(74)  6(1L1) 039
ML (¥1%1/*3*3) 1(3.7) 0 (0.0) 1(18) 0.31
ML (*1%2/*1%3) 3 (11,1) 0(334) 12(222) 005
ML (¥1%2/*3*3) 0(0,0) 1(3.7) 1(18) 0.31
ML (*2%2/*1%1) 1(3,7) 2 (7.4) 3 (5.6) 0,55
ML (¥2%2/*1*3) 11(408)  6(222) 17(315) 014

CYP2C19%2/CYP2C19%3/ CYP2C19%17

MR (<1%1/*1%1/*1%1) 0(0,0) 1(3.7) 1(19) 0.31
MI (*1*1/%1%3/*1*1) 0(0,0) 1(3.7) 1(1,9) 0,31
MI (FL*1/*1*3/*1*17) 3(11,1) 3AL1)  6(1L1) 1,00
MI (<1%2/%1%1/*1*17) 3 (11,1) 2 (7.4) 5(9.2) 0,64
MI (FL*2/*1*1/*17%17) 1(3.7) 0 (0.0) 1(1.9) 0.31
ML (*1%1/%3%3/*1*1) 1(3.7) 0 (0,0) 1(19) 0,31
ML (F1%2/*1*3/*1*1) 2 (7.4) 1(3.7) 3(5.5) 0.55
ML (*1%2/*3%3/*1%1) 0 (0,0) 1(3.7) 1(19) 0,31
ML (¥2%2/*1*1/*1*1) 0 (0,0) 1(3.7) 1(1.9) 0.31
ML (*2%2/*1%3/*1%1) 6(223)  4(148)  10(184) 048
ML (¥1%2/*1*3/*1*17) 1(3.7) 7(260)  8(147) 002
ML (*2%2/*1%1/*1*17) 1(3,7) 1(3.7) 2 (3.7) 1,00
ML (¥2%2/*1*3/*1*17) 4 (14.8) 2074)  6(L1) 039
ML (¥1*2/¥1%3/*17*17) 0(0,0) 1(3.7) 1(19) 0,31
ML (¥2%2/*1*3/*17%17) 1(3.7) 0 (0.0) 1(1.9) 0.31
MU (F1*1/41%1/41%17) 4(14.8) 2(74)  6(1L1) 039

*Qui-quadrado Posthoc; n = frequéncia absoluta; % = frequéncia relativa; Ml = Metabolizador
intermediério; ML = Metabolizador lento; MR = Metabolizador rapido; MU = Metabolizador ultrarrdpido

N&o foi verificada influéncia dos fendtipos de metabolizagdo do clopidogrel e o
desenvolvimento de reestenose, onde 29,6% (8/27) dos metabolizadores lentos para 0s
alelos 2 e 17 apresentaram reestenose (p=0,26). Ao analisar os alelos 2 e 3, e os alelos 2,
3 e 17 observou-se que 66,7% (18/27) dos metabolizadores lentos tiveram reestenose
(p=0,57) (tabela XIV). Ao analisar a influéncia do tabagismo, o fendtipo de
metabolizacdo do clopidogrel e a presenca da reestenose, verificou-se que 64,3% dos
pacientes ndo fumantes e metabolizadores lentos, ndo desenvolveram reestenose
(p=0,03).
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Tabela X1V - Influéncia dos fenétipos de metabolizacdo do clopidogrel e o desenvolvimento da reestenose.

Reestenose n (%) Total
Né&o Sim
CYP2C19*2/ CYP2C19*17
Metabolizador lento 12 (44,5) 8 (29,6) 20 (37,0) 0,26
Metabolizador intermediario 7(25,9) 12 (44,5) 19 (35,2) 0,15
Metabolizador rapido 13,7 2(7,4) 3(56) 0,55
Metabolizador ultrarrapido 7(25,9) 5(18,5) 12 (22,2) 0,51
CYP2C19*2/CYP2C19*3
Metabolizador lento 16 (59,3) 18 (66,7) 34 (63,00 0,57
Metabolizador intermediério 7 (25,9) 6 (22,2) 13(24,1) 0,75
Metabolizador réapido 4 (14,8) 3(11,1) 7(12,9) 0,69
CYP2C19*2/CYP2C19*3/ CYP2C19*17
Metabolizador lento 16 (59,3) 18 (66,7) 34 (63,00 0,57
Metabolizador intermedidrio 7 (25,9) 6 (22,2) 13(24,1) 0,75
Metabolizador rapido 0(0,0) 1(3,7) 1(18 031
Metabolizador ultrarrapido 4 (14,8) 2(7,4) 6(11,1) 0,39

*Qui-quadrado Posthoc; n = frequéncia absoluta; % = frequéncia relativa
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6. DISCUSSAO

Ao contrario do que muitos acreditam o processo de aterogénese pode se iniciar
na infancia e progredir até a vida adulta, momento em que as manifestacdes clinicas
aparecerdo (Hong, 2010). Devido a esse carater a ELSA-Brasil (The Brazilian
Longitudinal Study of Adult Health) realiza pesquisas de coorte em 6 cidades brasileiras,
com individuos de 35 a 74 anos. Em uma pesquisa sobre a Associa¢Ges do Tabagismo
com Inflamagéo Subclinica e Aterosclerose incluiu pacientes de 42,8 a 60,6 anos, faixa
estaria semelhante ao grupo de pacientes sem aterosclerose da presente pesquisa, onde a
idade variou de 40,5 a 60,2 anos (Kianoush et al., 2017).

Embora a aterosclerose apresente um aspecto multifatorial, o sexo do individuo
pode influencia no seu desenvolvimento. De um modo geral o sexo masculino é mais
susceptivel as DCV, isso ocorre pelo estrogénio apresentar um carater protetor para as
mulheres. Apds a menopausa, quando os niveis desse horménio diminui nas mulheres o
risco passa a ser igual ao do homem (Santos et al., 2011). Devido as mulheres com
aterosclerose da pesquisa apresentarem idade superior a 50 anos, ndo foi encontrada
diferenca da sua distribuicdo em relagéo ao sexo.

Estudos tem buscado verificar a correlacdo entre o consumo de bebidas alcoolicas
e DCV, porém esse assunto é controverso e muito discutido. O presente estudo observou
gue o consumo de bebidas alcodlicas foi maior no grupo de individuos sem aterosclerose,
mas para afirmar que o alcool estaria funcionando como fator de protecdo para essa
patologia seria necessario avaliar o tipo de bebida alcodlica e a sua quantidade.

Em uma publicacéao recente a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) ressalta que
ndo existe um volume seguro de alcool a ser consumido, uma vez que se trata de uma
substancia toxica para o organismo humano (OMS, 2019). Por outro lado estudos
realizados por Chiva e colaboradores (2013 e 2015), e por Huang e colaboradores (2017)
verificou que seu consumo leve a moderado esta associado a um reduzido risco
cardiovascular e 0 consumo excessivo representa um risco elevado. Embora o mecanismo
de protecdo das DCV e o consumo moderado de alcool seja desconhecido, a principal
teoria é sobre seu efeito sobre as lipoproteinas.

Em seu trabalho Huang e colaboradores (2017) compararam 31 artigos sobre o
consumo moderado de alcool e a aterosclerose, onde concluiram que seu consumo

moderado diminui os niveis de LDL, interleucina 6 e fibrinogénio e aumentou os niveis
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de HDL e ApoA-l. Sugerindo bebidas alcodlicas ingeridas moderadamente estejam
associadas a diminuigéo do risco de aterosclerose.

Chiva e colaboradores (2013) em um estudo randomizado comparou trés grupos.
Um grupo de individuos que ingeriram vinho tinto por 4 semanas, outro grupo vinho sem
alcool e outro gin pelo mesmo periodo. Nesse trabalho eles verificaram que a fragdo ndo
alcodlica do vinho tinto apresentou um efeito benéfico na resisténcia a insulina e que o
vinho apresentou maiores efeitos protetores as DCV que as bebidas destiladas.

Outro trabalho também realizado por Chiva e colaboradores (2015) estudaram os
efeitos dos componentes ndo alcodlicos da cerveja. Verificou que os compostos fenélicos
obtidos da casca da cevada e do lupulo reduzem as moléculas de adesédo leucocitéria e 0s
biomarcadores inflamatdrios. O alcool influencia no perfil lipidico e reduz os
biomarcadores inflamatdrios associados ao desenvolvimento da aterosclerose.
Concluindo que ingestdo moderada de cerveja alcodlica e ndo alcodlica conferiram mais
efeitos protetores ao sistema cardiovascular do que as bebidas destiladas. Esse resultado
provavelmente ocorreu devido ao contetdo polifendlico das cervejas.

Atualmente o tabaco é responsavel por aproximadamente 6,2 milhdes de mortes
no mundo e 200 mil no Brasil (Kianoush et al., 2017). De acordo com a OMS o tabagismo
é responsavel por 10% dos casos de DCV. As substancias quimicas presentes no cigarro
agridem as células endoteliais promovendo a diminuicdo da disponibilidade de 6xido
nitrico e 0 aumento das moléculas de adesdo, favorecendo o processo de aterogénese.
(Messner & Bernhard, 2014).

Embora ndo tenha sido significativa a diferenca entre 0s grupos de pacientes
fumante e ndo fumantes com aterosclerose, verificou-se mais fumantes no grupo
aterosclerotico. Esses resultados corroboram com outro estudo realizado no Brasil por
Kianoush e colaboradores (2017). Nele foi demostrado que o habito de fumar, assim como
a sua quantidade de cigarros, estdo associados aos niveis aumentados de biomarcadores
inflamatorios associados ao desenvolvimento da aterosclerose.

A superfamilia das enzimas citocromo P450 s&o responsaveis pela metabolizacao
de substratos enddgenos como o estradiol, colesterol, vitamina D e neurotransmissores, e
substratos exdgenos como o0s hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e vérias drogas.
Algumas das substancias produzidas pela acdo das enzimas CYP estdo envolvidas no
processo de aterogénese, enquanto outras sdo responsaveis por prevenir ou regredir a
aterosclerose (Elfaki et al., 2018).
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Devido a distribuicdo dos polimorfismos da superfamilia CYP ser diferente de
acordo com as etnias, varios estudos tem o objetivo de identificar a sua prevaléncia em
diferentes populacgdes. Alguns estudos realizados no Brasil buscaram verificar a presenca
dos polimorfismos CYP2C19 em diferentes regides e populagdes (Perini et al., 2009; dos
Santos et al., 2011; Vargens et al., 2012; Kohlrausch et al., 2014).

A presente pesquisa verificou que as frequéncias dos alelos 2, 3 e 17 foram
semelhantes entres os grupos de pacientes com e sem aterosclerose, porém maior que 0s
a maioria dos trabalhos supracitados. No ano de 2014, Kohlrausch e colaboradores,
realizaram uma pesquisa com brasileiros, da regido sul, saudaveis de descendéncia
europeia e africana para verificar a distribuicdo do CYP2C19*2. Ao final foi observada
uma frequéncia do alelo 2 bastante parecida entre 0s grupos, assim como a distribuicdo
dos gendtipos, comprovando o resultado encontrado na presente pesquisa.

Um trabalho desenvolvido no Parana no ano de 2012, comparou a populagdo
amerindia Guarani, com outras populacGes amerindias e a brasileira em relacdo aos
polimorfismos CYP2C19. Foi verificada uma frequéncia do alelo 2 semelhante a um
estudo realizado em Guaranis e Tupinikins, e outro com Inuit; e menor que a frequéncia
observada em indigenas nativos do Canadéa e da populacao brasileira. Em relagdo ao alelo
3 ndo foi observado em nenhuma populacdo amerindia. No alelo 17 a frequéncia foi bem
menor que a encontrada nos Guaranis e Tupinikins, e na populacdo brasileira (Vargens et
al., 2012).

Dos Santos e colaboradores em 2011, realizaram uma pesquisa bastante
abrangente, incluindo 72 cidades de 5 regides do Brasil. Nela os participantes se auto
definiam como descendentes de caucasianos, de africanos ou mulatos, além de
populacdes amerindias. Ao avaliar os alelos 2 e 17 foi observada uma frequéncia menor
nos amerindios e uma frequéncia maior nos descendentes de africanos. Em relacdo aos
gendtipos os resultados foram semelhantes, com menor frequéncia dos polimorfismos nos
amerindios e maior nos descendentes de africanos.

Perini e colaboradores (2009), compararam grupos de individuos japoneses,
descendentes de primeira geragdo de japoneses e brasileiros ndo japoneses para verificar
a distribuicdo dos polimorfismos CYP2C19*2 e *3. Nessa pesquisa ele constatou que as
frequéncias dos alelos 2 e 3 foram semelhantes nos grupos de japoneses e dos
descendentes, porém com frequéncias muito maiores que os brasileiros ndo descendentes
de japoneses. Ao avaliar as combinacgdes genotipicas, 0s genotipos polimorficos estavam

mais presentes nos grupos de japoneses e de descendentes de japoneses, do que na
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populagéo brasileira como um todo. Comprovando que essas distribuicdes variam de
acordo com a etnia estudada.

Uma pesquisa desenvolvida na Arabia Saudita com individuos saudaveis buscou
verificar a prevaléncia dos alelos 2, 3 e 17 do gene CYP2C19. Verificando uma
frequéncia do alelo 2 bastante inferior aos encontrados nos trabalhos realizados no Brasil.
N&o encontraram o alelo 3 nos individuos estudados. Em relacdo ao alelo 17 ele estava
mais prevalente no trabalho realizado na Arabia Saudita que nos realizados no Brasil (Al-
Jenoobi et al., 2013).

Fricke-Galindo e colaboradores (2016) realizou uma grande pesquisa comparando
a frequéncia alélica e os fenétipos de metabolizagdo do CYP2C19 previstos pelo gendtipo
e medidos posteriormente in vivo. Essa pesquisa incluiu individuos saudaveis da Africa,
América, Asia, Europa, Oceania e Oriente Médio, através do levantamento de 138 artigos
originais. Sendo encontrados os alelos *2 e *3 mais frequentes em populacdo nativa da
Oceania (61,3% e 14,4% respectivamente), seguido do Leste-Asiatico (30,3% e 6,9%
respectivamente). O alelo 17* foi mais frequente nos Europeus do Sul do Mediterraneo
(42,0%), seguido do Oriente Médio (24,9%). O fenotipo metabolizador lento foi mais
frequente entre os Asiaticos em relacdo aos Europeus, sendo comprovada a entre 0
fendtipo de metabolizacéo prevista e a medida. Ao final foi observado que a Oceania
apresentou uma frequéncia maior do *2 que o presente trabalho, assim como o alelo 17
foi parecida com o da populacdo de Europeus do Sul do Mediterraneo.

Em relacdo aos fenotipos de metabolizacdo, a presente pesquisa mostrou uma
distribuicdo semelhante do perfil metabdlico entre 0 grupo de pacientes com e sem
aterosclerose, com maior prevaléncia de pacientes metabolizadores lentos. Vale ressaltar
que o fendtipo *2/*3 estava 6,2 vezes maior no grupo de pacientes com aterosclerose do
gue no grupo sem aterosclerose. Esse resultado é semelhante ao encontrado em um estudo
realizado por Guerra, Flores e lzaguirre (2012) na Venezuela, que verificou uma
distribuicdo dos fendtipos de metabolizacdo parecido em diferentes regides. Porém
diferente do presente estudo o fenotipo metabolizador rapido foi o mais prevalente na
Venezuela.

Em relagéo aos polimorfismos CYP2C19 e o desenvolvimento de DCC, foi
verificada uma maior frequéncia dos dois alelos polimérficos para o *2 em pacientes com
aterosclerose, esse resultado corrobora com o estudo realizado por Zhang em
colaboradores (2019), na China. Onde 68,8% dos portadores do polimorfismo

CYP2C19*2 tinham DCC, sendo essa diferenca significativa. Confirmando a influéncia
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desse polimorfismo no desenvolvimento da aterosclerose. Em relagéo ao *3 os resultados
foram conflitantes, no presente estudo foi observado que a presenca de um alelo
polimorfico para o *3 pode ter influenciado no desenvolvimento da aterosclerose. Na
pesquisa realizada por Zhan e colaboradores (2019) esse polimorfismo ndo influenciou
no desenvolvimento da aterosclerose Em relagéo ao *17, a presenca de um alelo mutado
funcionou como fator de protecdo contra o desenvolvimento desta patologia. Foi
observado também que a presencga de um *17 conseguiu suprir a deficiéncia de um *2 ou
*3 funcionando como fator de protecdo contra a aterosclerose. A presenca dos dois alelos
*2 mutados, assim como a presenca do *3, influenciaram no desenvolvimento da
aterosclerose, mesmo quando o *17 estava presente.

O clopidogrel ¢ um importante antiagregante plaquetario usado em pacientes
submetidos a intervencdo coronariana percutanea, como a implantacdo de stents. Os
polimorfismos CYP2C19 influenciam sua eficacia terapéutica, uma vez que sua ativacdo
depende da acdo dessas enzimas (Ruedlinge et al., 2017).

Embora varios estudos, como o realizados por Verschuren e colaboradores (2012),
tenham sugerido que a identificacdo dos polimorfismos CYP2C19, em especial 0 *2, em
pacientes tratados com clopidogrel seja muito importante. Alguns pesquisadores
acreditam que essa triagem ndo seja Util na escolha terapéutica, recomendando que a
escolha seja baseada apenas em evidéncias clinicas (Bhopalwala et al., 2015). Mesmo
com essas divergéncias as Agéncias Reguladoras (FDA e a Agencia Europeia de
Medicamentos) reconhecem o CYP2C19 como biomarcador farmacogenético para 16
drogas. Assim como o Consércio de Farmacogenética Clinica recomenda a terapéutica
do Clopidogrel e da Amitriptilina baseado no geno6tipo do paciente (Fricke-Galindo et al.,
2016).

Na presente pesquisa foi verificada uma maior prevaléncia do fendtipo
metabolizador lento, tanto no grupo de pacientes com reestenose quanto sem reestenose.
Esse resultado vai de encontro ao trabalho de Zhan e colaboradores (2019), que além de
verificarem a associa¢do dos polimorfismos CYP2C19*2 e *3 no desenvolvimento da
aterosclerose, eles verificaram a presenca de eventos coronarianos pos angiografia. Sendo
observada uma maior frequéncia desses eventos em pacientes com o polimorfismo
CYP2C19*2.

Zhu e colaboradores (2016), em outro trabalho realizado na Asia, classificou os
pacientes que apresentavam perda de funcdo dos alelos 2 e 3 como apresentando fatores

de risco para o prognostico de pacientes submetidos a implante de stent na artéria carotida.
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Ao final de 1 ano eles observaram que os portadores desses alelos que tinham sido
submetidos a colocagéo de stent eram mais propensos a terem eventos isquémicos durante
a terapia do Clopidogrel. Sugerindo a utilizacdo de outros medicamentos em estudos
futuros. Ao analisar o perfil de biotransformacdo do clopidogrel, combinando os
polimorfismos CYP2C19*2 e *3, verificou uma maior prevaléncia do fendétipo
metabolizador intermediario.

Na presente pesquisa ao analisar a influéncia do polimorfismo CYP2C19*2 e o
desenvolvimento de reestenose pos angioplastia, foi observado que a presenca do alelo
mutado *2 foi mais prevalente no grupo que n&o teve reestenose, contudo essa a diferenga
também ndo foi significativa. Resultado semelhante ao encontrado no estudo de
Ruedlinge e colaboradores (2017), que verificou uma maior proporcao de alelos mutados
em pacientes sem reestenose intra-stent, porém essa diferenca também ndo foi
significativa. Outro fato observado nesse trabalho foi que o nimero de pacientes com
reestenose foi maior no grupo que tinha stent convencional, quando comparado ao que
tinha stent medicamentosos.

Outra pesquisa que também corroborou com o presente trabalho foi realizada na
Russia por Rytkin e colaboradores (2017). Nela foi verificada que as presencas dos alelos
2 e 17 do gene CYP2C19 nao influenciaram no desenvolvimento de complicacGes pds
implantacéo de stent.

Embora existam controvérsias sobre a influéncia dos polimorfismos CYP2C19 e
os efeitos adversos pos implantacdo de stent. A presente pesquisa observou que pacientes
com stent e com a presenc¢a de um *2, um *3 e um *17 polimdrficos apresentavam maior
chance de ter reestenose, pois nesse caso 0 *17 ndo conseguiu reverter a perda de fungédo
da enzima. Esse resultado confirma uma meta-anélise realizada na populacdo asiatica,
gue mostrou a importancia da sua investigacdo genética, principalmente nessa populagédo
aonde ocorre uma grande prevaléncia de perda de funcéo dessas enzimas. Essa perda de
fungéo pode levar a um maior risco de eventos cardiovasculares adversos e um menor
risco de sangramento em comparacdo aos néo portadores (Xi et al., 2019).

O trabalho realizado por Lee e colaboradores (2018) confirma a importancia da
genotipagem do CYP2C19 na escolha do antiagregante plaquetario, onde salienta que os
alelos de perda de funcdo (*2 e *3) estdo associados a desfechos cardiovasculares
adversos associados ao uso do clopidogrel. Nesse caso a genotipagem auxiliaria na
escolha dos inibidores P2Y 12 em paciente que foram submetidos a intervencao coronaria

percutanea.
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7. CONCLUSAO

Atualmente varios fatores de risco envolvidos no desenvolvimento da aterosclerose
sdo conhecidos. Dentre os fatores podemos destacar o sexo do individuo, o consumo de
bebidas alcodlicas, o tabagismo, além dos polimorfismos genéticos. Na presente pesquisa
0 sexo do individuo, assim como o habito de fumar ndo influenciaram na génese a
aterosclerose. Embora tenha sido verificado um maior nidmero de individuos que
consumiam bebidas alcodlicas no grupo de pacientes sem aterosclerose, seria necessario
saber o tipo de bebida e a sua quantidade para afirmar que ela teria funcionado como um
fator de protecao contra aterogénese.

Alguns dos gendtipos dos polimorfismos de perda de fungdo CYP2C19*2 e *3
influenciaram no processo de aterogénese, onde individuos com os gendtipos *2/*2 e
*1/*3 foram mais prevalentes no grupo de pacientes com aterosclerose. Em relagéo ao
*17 foi verificada uma maior prevaléncia no grupo sem aterosclerose, funcionado assim
como um fator de protecdo contra a doenca.

Ao avaliar os genotipos dos polimorfismos CYP2C19 e sua associacdo com a
progressdo da doenca e a necessidade da implantacdo de stent, geraram resultados um
pouco contraditorios. Foi observada uma maior prevaléncias do genotipo selvagem
(*1/*1) e das combinagbes *1*2/*1*1 e *1*2/*1*1/*1/*17 nos pacientes que
necessitaram colocar stent, quando comparados aos gque ndo tinham stent. No grupo de
pacientes sem stent 0s gendtipos mais prevalentes foram *1/*3 e *2*2/*1*3/*1*17,
quando comparados aos com stent.

Em relacdo a resposta ao clopidogrel e as combinacdes dos polimorfismos CYP2C19,
verificamos que a combinagdo *1*2/*1*3/*1/*17 (metabolizador lento) foi
significativamente maior no grupo de pacientes com reestenose do que no grupo sem
reestenose. Refletindo a falta ativacdo do clopidogrel pela enzima CYP.

Ao realizar diversas combinagdes dos polimorfismos CYP2C19*2, *3 e *17 e sua
classificacdo em relagdo ao fenoétipo de metabolizacdo do clopidogrel, ndo verificamos
influencia no desenvolvimento de complicagfes como a reestenose.

Apesar de existirem estudos contraditérios em relacdo a resposta ao clopidogrel em
pacientes portadores dos polimorfismos de perda de funcdo para o gene CYP2C19,
verificamos que o alelo 2 além de influenciar no processo de aterogénese, também

influéncia na resposta ao clopodigrel.
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APENDICE I

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

N° PRONTUARIO: INICIAIS- N°TUBO
NOME:

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

SEXO: ()M ; ()F

COR DA PELE: (Branco, negro ou pardo)

FILHOS: () SIM () NAO.

QUANTOS: HOMENS (_ )MULHERES(___ )
ABORTO: QTOS
NATURALIDADE:
RESIDE EM:

TELEFONE: TEL. CONTATO:

PROFISSAO

1. ATUALMENTE FUMA: () SIM () NAO

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

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

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

3. BEBE () SIM () NAO FREQUENCIA
VINHO () CERVEJA () CACHACA() OUTROS
1 COPO() 2-3 COPOS() 30U + COPOS ()
DIAGNOSTICO:

INICIO DOS SINTOMAS AOS:_

ANOS SINTOMAS:

DATA DO DIAGNOSTICO:

INICIO DO TRATAMENTO

TRATAMENTO CLINICO: SIM( ) NAO( )
CO-MORBIDADES: HAS ( ) DM () DISLIPIDEMIA ( )
HIPERHOMOCISTEINEMIA( ) IRC ( ) DIALITICO ()
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D. 1ISQ. CORONARIANA ( )IAM( )___/ AVE( )|
OUTRAS:

MEDICAMENTOS EM USO:

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

( ) REALIZOU INTERVENCAO CIRURGICA? SIM( )/ NAO( ) QUALE
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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APENDICE II

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

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

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario (a), do Projeto de
Pesquisa sob o titulo POLIMORFISMOS DE GENES ENVOLVIDOSNO PROCESSO
DE ATEROGENESE PRIMARIA.

Meu nome é , SOu 0 pesquisador (a)

responsavel pelo projeto. As informacGes 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 ficard 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 Verolla de O. Moura no telefone: 62-3946-
1385 ou através do e-mail kkverolli@pucgoias.edu.br

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

I. O paciente que estard sob consulta e com o diagnostico de aterosclerose (acumulo de
placas de gordura nos vasos sanguineos) sera contatado e informado da pesquisa. Caso
aceite devera assinar o TCLE e caso se recuse ou desista no meio da pesquisa 0 seu
atendimento tera continuidade normal.

Il. A pesquisa consiste na analise laboratorial de amostras de sangue para diferentes
variacdes genéticas que podem estar relacionados & alteragdes vasculares.

I11. O objetivo da pesquisa é a deteccdo de variagBes genéticas bem como a criagdo de um
painel com estas variagOes para deteccdo de pacientes com alto risco de desenvolver a
doenca.

IV. As amostras de sangue periférico coletadas serdo analisadas para verificara presenca
das variagOes genéticas. Os critérios de inclusdo sdo: pacientes maiores de 38 anos,
diagnosticados com aterosclerose em tratamento medicamentoso e/ou submetidos aos

procedimentos vasculares como a angioplastia e o cateterismo, que aceitem responder ao
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guestionario e assinar o termo de consentimento livre e esclarecido. Os de exclusdo sdo:
pacientes menores de 38 anos e/ou que n&do aceitem participar da pesquisa.

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

VI. Os resultados da pesquisa serdo enviados para vocé e permanecerdo confidenciais.
Caso o resultado seja positivo para alguma variacao genética, vocé sera informado pelo
Médico responsavel, que ja atua no diagnostico e tratamento desses pacientes com
aterosclerose. Seu home ou o material que indique a sua participacdo ndo sera liberado
sem a sua permissdo e vocé nao serd identificado (a) em nenhuma publicacéo que possa
resultar deste estudo.

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

VIII. E assegurada a assisténcia do participante durante toda pesquisa e 0 médico Dr.
Fabio Campedelli continuaré a dar todo o suporte para qualquer intercorréncia que ocorra
decorrente da coleta de sangue periférico, durante o periodo da pesquisa. E garantido o
livre acesso a todas as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas
consequéncias. Para qualquer outra informacéo, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com
0 pesquisador no endereco: Rua 9A n 160, sala 202- setor Aeroporto, Goiania, Goias ou
pelo telefone: (62) 30912979.

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

X. A participacdo na pesquisa ndo acarretara custos para vocé, assim como nao sera
disponibilizado nenhum ressarcimento financeiro adicional.

XI. Ndo esté previsto indenizacdo por sua participacdo, mas em qualquer momento se
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vocé sofrer algum dano, comprovadamente decorrente desta pesquisa, tera direito a
indenizag&o requerida em termos legais.
Eu , RG :

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

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

adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

Goiania, , de , de 201 .
I
Assinatura do participante Data Assinatura
I
Assinatura do responsével pelo estudo Data Assinatura
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

GRUPO CONTROLE

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

Meu nome é , Sou O pesquisador (a)

responsavel pelo projeto. Apds receber os esclarecimentos e as informacgdes a seguir, no
caso de aceitar fazer parte do estudo, este documento devera ser assinado em duas vias,
sendo a primeira de guarda e confidencialidade do Pesquisador (a) responsével e a
segunda ficara sob sua responsabilidade para quaisquer fins. Em caso de recusa, Vocé nao
sera penalizado (a) de forma alguma.

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

I. O paciente que esta sob consulta sem diagnostico de aterosclerose baseado em
resultados de exames que procuraram o consultério medico para outros tipos de consulta,
como varizes, onde foi informado da pesquisa e caso aceite assinara o TCLE-grupo
controle. Caso ndo aceite, ou desista no meio da pesquisa 0 seu atendimento tera
continuidade normal.

I. A pesquisa consiste na andlise laboratorial de amostras de sangue para analise de
diferentes variacfes genéticas que podem estar relacionados com altera¢Ges vasculares.
I11. O objetivo do estudo é a deteccdo de variacBes genéticas bem como a cria¢do de um
painel com estas variacOes para deteccdo de pacientes com alto risco de desenvolver a
doenca.

IV. As amostras de sangue periférico do grupo controle coletadas serdo submetidas a
testes de sangue, para verificar a auséncia das variagcdes genéticas. Para o grupo controle
os critérios de inclusdo serdo idade superior a38 anos, e que ndo apresentem diagnostico
de doenca aterosclerotica baseados em resultados de exames de imagem. Os de excluséo
s8o 0s pacientes menores de 38 anos e/ou que ndo aceitem participar da pesquisa.

V. Nenhuma pesquisa com seres humanos € livre de riscos. Contudo, 0s procedimentos
envolvidos no presente estudo oferecem riscos minimos aos participantes, estando

relacionadas a acidentes bioldgicos e/ou complicacdes no local da coleta que podera ficar
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dolorido, avermelhado ou arroxeado. Mas, caso ocorra qualquer intercorréncia o paciente
sera encaminhado & Rede Goiana de Pesquisa de Marcadores Moleculares para Alteragdes
Genéticas Humanas, no Ndcleo de Pesquisas Replicon da PUC-GOIAS.

VI. 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
aterosclerose. Seu nhome ou o material que indique a sua participacdo ndo sera liberado
sem a sua permissao e vocé ndo sera identificado (a) em nenhuma publicacdo que possa
resultar deste estudo.

VII. O material serd utilizado apenas e tdo somente para fins de pesquisa, além de
autorizar, pelo presente, que os testes e os resultados sejam utilizados em estudos
cientificos, publicacdo de artigos, ressalvando o sigilo quanto ao meu nome, reservando-
me o direito de conhecer ou ndo os resultados da referida pesquisa, 0 material apos 0s
exames serdo descartados.

VIII. E assegurada a assisténcia do participante durante toda pesquisa e 0 médico Dr.
Fabio Campedelli continuara a dar todo o suporte para qualquer intercorréncia que ocorra
decorrente da coleta de sangue periférico, durante o periodo da pesquisa. E garantido o
livre acesso a todas as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas
consequéncias. Para qualquer outra informacéo, o (a) Sr. (a) podera entrar em contato
com o pesquisador no endereco: Rua 9A n 160, sala 202- setor Aeroporto, Goiania, Goias
ou pelo telefone: (62) 30912979.

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

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

XI. N&o esté previsto indenizacdo por sua participagdo, mas em qualquer momento se
vocé sofrer algum dano, comprovadamente decorrente desta pesquisa, tera direito a
indenizacgéo requerida em termos legais.

Eu ,RG , abaixo assinado,

discuti com o Dr. Fabio Campedelli, sobre a minha decisdo em participar nesse estudo.

Declaro ter recebido e compreendido todas as informacges referentes aos propositos do
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estudo, procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar

quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar
0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 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 1
Assinatura do responsavel pelo estudo Data
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