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APRESENTACAO

Este volume da obra “Ciéncias Biologicas: Campo promissor em Pesquisa 4” vem
trazer ao leitor, em seus capitulos, informacdes diversas imbuidas em diferentes campos
do conhecimento de Ciéncias da Vida, como o préprio titulo do e-book sugere: uma area
extremamente promissora, dindmica e passivel de aquisicdo de novas informacgdes a todo
momento, vindo, de forma comprometida e eficaz, a atualizar o leitor interessado nesta
grande area do conhecimento.

Pesquisadores de diferentes geragdes, e diferentes regides do pais, motivados por
uma forca motriz que impulsiona a busca de respostas as suas perguntas, trazem dados
resultantes da dedicacédo a Ciéncia, ansiando responder suas inquietagcdes e compartilhar
com o leitor, de forma cristalina e didatica, seus alcances técnico-cientificos, satisfazendo a
funcéo precipua da ciéncia que é a de melhorar a qualidade de vida do homem, enquanto
executante do seu papel cidadao e ser social.

Somente por uma questdo de ordenacédo, os 28 capitulos deste volume foram
sequenciados levando-se em consideracao, primeiramente, estudos, em diferentes vertentes,
com organismos Vivos, animais e plantas, seguidos por pesquisas oriundas de aspectos
didatico-pedagogicos, aquelas relacionadas aos progressos de situagdes-problemas em
vegetais, animais e humanos e, por fim, interacées entre diferentes organismos no espaco
ambiental com um todo.

Em todas estas areas, as pesquisas conduzem o leitor a acompanhar descobertas/
avancgos que proporcionam, indubitavelmente, um quadro mais robusto, e que acresce ao
que até entao se tem conhecimento naquele campo de estudo, das diferentes subareas das
Ciéncias Biologicas, com viés também para a saude e bem estar humanos.

Neste sentido, a heterogeneidade deste volume, extremamente rico, ird contribuir
consideravelmente tanto na formacao de jovens graduandos e pés-graduandos, quanto ser
atrativo para profissionais atuantes nas areas escolar, técnica e académica aqui abordadas,
nao eximindo também o leitor “curioso” interessado nas tematicas aqui trazidas.

Portanto, aproveitem os assuntos dos seus interesses e boa leitura!

Jesus Rodrigues Lemos
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O POLIMORFISMO DO GENE GSTM1 EM PACIENTES
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RESUMO: A aterosclerose é um problema
de salde publica no Brasil. E uma doenca
inflamatoria, lenta e progressiva caracterizada
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COM ATEROSCLEROSE

pela formacdo de uma placa de lipidio na
parede da artéria (camada intima). Técnicas
moleculares estdo sendo desenvolvidas nas
ultimas décadas para investigacdes biolégicas.
A superfamilia da Glutationa S-Transferase
(GST) sao enzimas antioxidantes de fase I,
responsaveis pela desintoxicacdo celular e
na desintoxicacdo de xenobibticos toxicos.
Polimorfismos no gene GSTM1, pode levar a
alteracées nos niveis de hipertrigliceridemia
e baixo HDL-colesterol. As amostras a testes
(PCR-AE), no Laboratério
Replicon da PUC Goias, para verificar presenca

moleculares

de polimorfismo no gene GSTM1. Foi feita a
extracdo do DNA e a amplificagdo das amostras.
O produto obtido foi submetido a eletroforese
em gel de agarose e visualizado em seguida
no VDS. Foi analisado a presenca e a auséncia
do gendtipo GSTM1 em pacientes do grupo
caso, que faziam o uso de estatina (n=80) e do
grupo controle (n=100). Detectou-se no grupo
caso que, 63,74% dos pacientes apresentavam
0 gendtipo GSTM1 e 36,25% apresentavam
com o gendtipo nulo. Assim como no grupo
controle, no qual 60% dos pacientes tinham o
gene presente e 40% o gendtipo nulo, sendo
0 p=0,6171. Apesar desses achados, o estudo
nao mostrou significancia entre a aterosclerose
com o gene GSTM1 e os sexos feminino e
masculino.

PALAVRAS-CHAVE:

aterosclerose, gene,
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GSTM1, dislipidemia, estatina.

THE POLYMORPHISM OF THE GSTM1 GENE IN PATIENTS WITH AEROSCLEROSIS

ABSTRACT: Atherosclerosis is a public health problem in Brazil, an inflammatory disease,
slow and progressive, characterized by the formation of a lipid plague on the artery wall
(intimate layer). Molecular techniques are being developed in recent decades for biological
investigations. The superfamily of Glutathione S-Transferase (GST) are antioxidant enzymes
of phase Il, responsible for cellular detoxification and detoxification of toxic xenobiotics.
Polymorphisms in the GSTM1 gene, can lead to changes in the levels of hypertriglyceridemia
and low HDL-cholesterol. Molecular test samples (PCR-AE), atthe Replicon Laboratory at PUC
Goias, to check for the presence of polymorphism in the GSTM1 gene. DNA extraction and
sample amplification were performed. The product obtained was submitted to electrophoresis
on an agarose gel and then visualized on the VDS. The presence and absence of the GSTM1
genotype in patients in the case group, who used statins (n = 80) and in the control group (n =
100), was analyzed. In the case group, 63.74% of the patients had the GSTM1 genotype and
36.25% had the null genotype. As in the control group, in which 60% of patients had the gene
present and 40% the null genotype, with p=0.6171. Despite these findings, the study showed
no significance between atherosclerosis with the GSTM1 gene and the female and male sex.
KEYWORDS: atherosclerosis, gene, GSTM1, dyslipidemia, statin.

11 INTRODUCAO

A aterosclerose € uma enfermidade que se inicia por uma inflamacéo de forma lenta e
progressiva, levando a cronificacéo. E definida por uma placa de lipidio que se acumula na
parede da artéria, mais precisamente na camada intima. E denominada como placa de ateroma
ou placa aterosclerética sendo diretamente proporcional a concentragcao da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) no plasma. Este acontecimento, tem como consequéncia o
impedimento ou bloqueio do fluxo sanguineo (NAVARO E CONEGERO, 2002).

A placa aterosclerética se estabelece por fatores associados e/ou exposi¢cdes
prolongadas dos mesmos. Se inicia por uma lesédo no endotélio, levando a um aumento do
fluxo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) no local. Por conta desse grande fluxo de
LDL, uma inflamagéao acontece no local e moléculas de adeséo sé&o produzidas. Macréfagos
e monacitos deslocam-se para este local e envolvem as lipoproteinas (normalmente a LDL
encontrada na parede do vaso) que liberam mediadores inflamatorios. A placa aterosclerética
é formada, estreitando o vaso e comprometendo o fluxo sanguineo (GIROLDO, et al., 2007).

As consequéncias decorrentes da formacao da placa de ateroma envolve doencas
cardiovasculares que vao da doenca coronariana, infarto agudo do miocardio (IAM), acidente
vascular cerebral (AVC), doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP) até a insuficiéncia renal
pela diminuic&o do fluxo sanguineo (GOTTLIEB, et al., 2005).

ALDL é uma das lipoproteinas encontrados no plasma, juntamente com os quilomicrons
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(de origem intestinal), lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), de origem hepatica e a
lipoproteina de alta densidade (HDL). Em sua constituicdo observa-se pouca concentracao
de triglicérides, muito colesterol e apenas apoproteina B100. E uma lipoproteina retida
pelos hepatocitos que estratificam o colesterol pela atuacdo da enzima acil-CoA colesteril
aciltransferase (ACAT) (SIMAO, et al., 2013).

A dislipidemia se caracteriza pela alteragdo dos niveis plasmaticos de colesterol total
(CT), LDL, HDL e triglicérides. Ela pode ser caracterizada como hipercolesterolemia isolada
quando ha aumento dos niveis de LDL (= 160 mg/dL), hipertrigliceridemia isolada quando
se aumenta os niveis de triglicérides (= 150mg/dL) e em hiperlipidemia mista quando ambos
niveis estdo elevados (SIMAO, et al., 2013).

A aterosclerose pode ser tratada por medicamentos, sendo a estatina a mais prescrita.
Ela se caracteriza por ser um inibidor competitivo da enzima 3-hidroxi-3- metilglutaril
coenzima A (HMG-CoA) redutase, que age bloqueando a conversdao de HMG-CoA em &cido
mevalbnico, afetando a principal etapa da biossintese do colesterol ocasionando o aumento
da producéo de receptores para o LDL e a depuracgao de lipoproteinas. Todos esses eventos
geram a diminuicdo da concentracdo plasmatica de LDL, de colesterol total, de triglicérides
e aumenta a de HDL (NASSIF, et al., 2005; CAMPO E CARVALHO, 2007).

E vasto o nimero de genes que se envolvem com a aterosclerose e que desempenham
diversasfungcbes como aregulacéo dafuncéo endotelial, coagulagéo, inflamagdo, metabolismo
dos aminoacidos, lipidios e hidratos de carbono (MARINKOVIC, et al., 2013; SA, 2011).

A superfamilia da Glutationa S-Transferase (GST) sdo enzimas antioxidantes de fase
Il, que fazem o papel de desintoxicacdo celular e de xenobibticos toxicos, metabolitos e
produtos reativos de processos intracelulares (PINHEIRO, 2013; SAFARINEJAD, et al.,
2010).

Asuperfamilia p (GSTM) é composta por GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4e GSTM5. A
GSTM1, se encontra no cromossomo 1p.13.3. Polimorfismos nela, pode acarretar alteracdes
nos niveis de hipertrigliceridemia e baixo HDL-colesterol e, quando se encontra nula, por
uma auséncia do gene e da sua funcao, gera alteracao na atividade enzimatica (MACIEL, et
al., 2009; RODRIGUES, 2017; LOSI- GUEMBAROVSK]I, et al., 2001).

2 | MATERIAS E METODOS

Coletou-se sangue periférico de 80 paciente, entre outubro de 2014 a fevereiro de 2015,
gue eram assistidos pelo servico de cardiologia e cirurgia vascular periférica, de Hospitais
privados do municipio de Goiania que tinham convénio com pacientes da rede privada e do
Sistema Unico de Saude (SUS). Os pacientes ja tinham diagnéstico de doenca aterosclerética
e dislipidemia e faziam uso de estatinas. No grupo controle, analisou-se amostra de 100
pacientes sem doenca e que nao faziam uso de estatina.

O trabalho foi aprovada pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa/Sistema Nacional
de Informacdes Sobre Etica em Pesquisas envolvendo Seres Humanos CEP/PUC GOIAS,
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numero 35321614.3.0000.0037.

As amostras foram submetidas a testes moleculares, no Laboratério Replicon da PUC
Goias, para verificar presenca do polimorfismo do gene GSTM1. Os critérios de inclusao
foram: pacientes maiores de 38 anos, diagnosticados com aterosclerose em tratamento
medicamentoso e/ou submetidos a procedimentos e vasculares intervencionistas, que
aceitaram responder ao questionario e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE). E os de exclusdo foram: os pacientes menores de 38 anos e/ou que ndo aceitaram
participar da pesquisa.

ApOs a coleta, extraiu-se o DNA e iniciou a purificacdo das amostras, prosseguindo
com as instru¢des do Kit GFXTM (Amersham Pharmacia Biotech). Posteriormente, amostras
foram submetidas a quantificacdo no espectrofotdmetro NanoVueTM Plus, tendo relevancia
apenas os pacientes cujo os resultados da quantificacdo em relacéo a concentragcao de DNA
foram superior a 5ng/pl.

Em seguida amplificou-se as amostras, para a deteccao dos polimorfismos do gene
GSTM1. Por fim, as reacbes de PCR foram realizadas com um volume final de 25 pl. O
produto obtido foi submetido a eletroforese em gel de agarose em um campo elétrico de
100 V/cm e corado com brometo de etidio (5mg/mL) sendo visualizado em seguida no
Fotodocumentador BIORAD.

31 RESULTADOS

Na tabela I, foi analisado a presenca e a auséncia do genétipo GSTM1 em pacientes
do grupo caso, que faziam o uso de estatina (n=80) e do grupo controle (n=100). Detectou-
Se no grupo caso que, 63,74% (n=51) dos pacientes apresentavam o genétipo GSTM1 e
36,25% (n=29) apresentavam com o gendtipo nulo. Assim como no grupo controle, no qual
60% (n=60) dos pacientes tinham o gene presente e 40% (n=40) o gendbtipo nulo, sendo o

p=0,6171.
GSTM1 PRESENTE  GSTM1 AUSENTE TOTAL
n % n % n Y% p*
CASO 51 63,74 29 36,25 80 100
CONTROLE 60 60 40 40 100 100 0,6171

TABELA | - Distribuicdo do gene GSTM1 nos grupos caso e controle

A tabela Il, analisou-se a presenca do gene GSTM1 em relacdo ao sexo do paciente.
No sexo masculino, houve uma prevaléncia maior em pacientes com o gendétipo presente,
sendo 71,43% (n=30) no grupo caso e 58,49% (n=31) no grupo controle. Em contrapartida,
28,57% (n=12) no grupo caso e 41,50% (n=22) no grupo controle apresentaram o gendtipo
nulo, com um p=0,1914.

Ainda na tabela Il, no grupo caso e controle o genétipo presente apresentou
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respectivamente, uma prevaléncia de 55,26% (n=21) e de 61,70% (n=29) em pacientes do
sexo feminino. E, 44,73% (n=17) do grupo caso e 38,29% (n=18) do grupo controle, possuem
o gendtipo nulo para GSTM1, com um p=0,5487.

GSTM1 PRESENTE GSTM1 AUSENTE TOTAL

SEXO n % n % n % p*
MASCULINO

CASO 30 71,43 12 28,57 42 52,5
CONTROLE 31 58,49 22 41,5 53 53 0,1914

FEMININO

CASO 21 55,26 17 44,73 38 47,5

CONTROLE 29 61,7 18 38,29 47 47 0,5487

TABELA 1l - Distribuicdo do polimorfismo GSTM1 em relagéo ao sexo nos grupos caso e controle caso
e controle.

4 | DISCUSSAO

Para Girisha e colaboradores (2004) em um estudo feito com a populacdo indiana
analisando o gene GSTM1 com a doencga coronariana, também mostrou maior predominio
da presenca deste gene com um p=0,6084. Assim como um estudo feito na Turquia por
Taspinar e colaboradores (2012) o qual 58,2% (71/132) dos casos e 53,5% (76/151) dos
controles possuiam GSTM1/presente e p= 0,4460. Ambos corroborando com nosso estudo.

Em estudo sobre o polimorfismo do gene GSTM1 em pacientes com aterosclerose
(RODRIGUES, 2017), também houve um dominio da presenca do gene no sexo masculino
com 75,8% (69/91) nos casos e 60,4% (32/53) nos controles. Assim como no sexo feminino,
70,6% (77/109) nos casos e 59,6% (28/47) nos controles ambos nao foram significativos
com o p=0,5080 e 0,1763 respetivamente, corroborando com este estudo. Da mesma forma,
Maciel e colaboradores (2009), em um estudo realizado em Vitéria-ES, encontraram 50,5%
de presenca do gene GSTM1 em homens e 49,4% em mulheres. Na auséncia do gene foi
encontrado 49,5% em homens e 50,6% em mulheres com um p= 0,685.

Wang (2012) em uma analise sobre a associagéo dos polimorfismos do gene GSTM1
com risco de AVC isquémico na populacao chinesa, observou-se resultados com maior
prevaléncia do gendtipo nulo no sexo masculino para os grupos caso (48,5%). Ja no sexo
feminino, foi observado um resultado contrario: maior prevaléncia no grupo controle (45,6%).
Esse estudo néo teve significancia entre a relacdo do gene GSTM1 em relacdo ao sexo
(p=0,209) corroborando com 0 nosso resultado.

Apesar de o estudo de Rodrigues (2017) apresentar uma maior prevaléncia de GSTM1
presente, N0s grupos caso e controle, com 72,5% (145/200) e 60% (60/100) respectivamente,
se distanciou do nosso resultado, pois apresentou um p significativo de 0,0284. Turkanoglu
e colaboradores (2010), em um estudo com uma populacdo da Turquia que teve AVC
isquémico, apresentou maior prevaléncia de GSTM1 nulo, com 50,6% (87/172) para caso
e 56,2% (59/105) para controle. Em analise feita com nadadores da elite portuguesa,
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observou-se maior prevaléncia do gendtipo ausente, no grupo caso com 72% (24/33) e
com p=0,010 (DIAS, 2011). Todos os estudos ndao corroboraram com o presente estudo,
gue nao apresentou significancia em relacéo a presenca do gene e o desenvolvimento da
aterosclerose (p=0,6171).

Em relacdo a prevaléncia do gendtipo no sexo masculino Schreiber e colaboradores
(2013) obtiveram predominio de GSTM1 presente em 49,3% (316/640) e ausente em 47,3%
(316/668), corroborando com o estudo atual. Porém, no sexo feminino, obtiveram presenca
de 50,62% (324/640) e auséncia de 52,6% (352/668), nao respaldando nosso trabalho.

51 CONCLUSAO

Na andlise da presenca ou auséncia do gene GSTM1, verificou-se nas tabelas que
tanto o grupo caso quanto o grupo controle apresentaram maior porcentagem da presenca
do gene e, a diferenca entre os dois grupos foi pequena. Apesar desses achados, o estudo
nao mostrou significancia entre a aterosclerose com o gene GSTM1 e os sexos feminino e
masculino. Com isso, conclui-se também a necessidade de mais estudos e publicacdes para
maior esclarecimento sobre o assunto.
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