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RESUMO: Introducédo: A aterosclerose é uma doenca cardiovascular, caracterizada por um
processo inflamatério crénico e degenerativo, sendo uma das principais causas de mortes nos
paises desenvolvidos. Sdo causados por varios fatores dentre eles os polimorfismos. Estes sao
alteracbes que acontecem na sequéncia do DNA em uma frequéncia superior a 1% da
populacdo. O CYP3A5 € um gene de codificacdo de proteinas que faz parte de um grupo de
genes do citocromo P450. Objetivo: Este estudo teve como objetivo analisar efeitos das
variantes polimérficas do gene CYP3A5 em individuos com diagnéstico para aterosclerose e
fatores associados a essa doenga. Metodologia: Trata-se de um estudo caso-controle no qual
foram coletadas 100 amostras dos individuos do servi¢o de cardiologia e cirurgia vascular
periférica, de uma clinica situada no municipio de Goiania-GO. A analise do polimorfismo do
gene CYP3AS5 foi realizada por meio da PCR. Resultados e Discussdo: Sobre a analise
estatistica apresentada observamos que teve maior frequéncia do genotipo AG tanto no grupo
caso como no controle (p= 0,57). Quanto ao alcool e tabagismo o genotipo mais prevalente
foi AG/GG. A distribuicdo genotipica do polimorfismo AG/GG (6986A>G) da variante
CYP3A5 em individuos do sexo feminino foi de 96,5% (p= 0,03). Concluséo: Estudos futuros
sobre a aterosclerose devem levar em consideracéo o perfil polimérfico AG/GG em mulheres,
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sendo necessario investigar os mecanismos envolvidos nessa patologia associados aos fatores
genéticos.
Palavras-Chave: Aterosclerose. Polimorfismo. CYP3A5. PCR.

ABSTRAT: Introduction: Atherosclerosis is a cardiovascular disease, characterized by a
chronic and degenerative inflammatory process, being one of the main causes of deaths in
developed countries. They are caused by several factors including polymorphisms. These are
changes that occur in the DNA sequence at a frequency greater than 1% of the population.
CYP3AS5 is a protein coding gene that is part of a group of cytochrome P450 genes. Goal:
This study aimed to analyze the effects of polymorphic variants of the CYP3A5 gene in
individuals diagnosed for atherosclerosis and associated factors. Methodology: This is a case-
control study in which 100 samples were collected from the patients of the cardiology and
peripheral vascular surgery department of a clinic located in the city of Goiania-GO. Analysis
of the CYP3ADS5 gene polymorphism was performed by PCR. Results and Discussion: On the
statistical analysis presented, we observed a higher frequency of the AG genotype in both the
case and control groups (p= 0,57). Regarding alcohol and smoking, the most prevalent
genotype was AG/GG. The genotypic distribution of the AG/GG polymorphism (6986A> G)
of the CYP3ADS variant in female subjects was 96.5% (p = 0.03). Conclusion: Future studies
on atherosclerosis should take into account the AG/GG polymorphic profile in women, and it
is necessary to investigate the mechanisms involved in this pathology associated with genetic
factors.

Key words: Atherosclerosis. Polymorphism. CYP3A5. PCR.
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1. INTRODUCAO

A aterosclerose € uma doenca cardiovascular, descrita como um processo inflamatério,
crénico e degenerativo, sendo uma das principais causas de mortes nos paises desenvolvidos.
E uma afeccdo de artérias caracterizadas por lesdes com aspectos de placas que s&o
denominadas como ‘“ateromas”, promovendo a adesdo de plaquetas ao endotélio e o
recrutamento de leucdcitos (BIROS; KARAN; GOLLEDGE, 2008; MOTTA et al, 2013).

A formacdo de placas ateromatosas caracteriza 0 aparecimento da aterosclerose,
causando uma agressdo as artérias de calibre médio e grande desencadeando numerosas
respostas celulares e moleculares especificas. Este processo leva ao endurecimento e
obstrucdo das artérias ocasionando assim varias doengas como: o infarto agudo do miocérdio,
acidente vascular cerebral e insuficiéncia cardiaca (CARVALHO et al, 2010; FREITAS et al,
2015) (Figura 1).
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Figura 1- Esquema representativo dos fatores presentes no desenvolvimento da aterosclerose.
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A mortalidade da doenga aterosclerotica vem crescendo cada vez mais em todo o
mundo, de acordo com a literatura cerca de 16,6 milhdes de pessoas vao a 6bito por doencas
cardiovasculares, tornando-se um grande problema de satde publica (SOUSA et al, 2009).

O colesterol € um elemento essencial para o organismo humano, o qual é transportado

em pequenas particulas pelo sangue chamadas de lipoproteinas entre elas as de alta densidade
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(HDL) e de baixa densidade (LDL). A etiologia da aterosclerose permanece indefinida, porém
os indicios apresentam que a situag&o essencial para o inicio das lesdes deve-se ao acumulo de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) que agregam nas paredes das artérias, resultando na
alteracdo do fluxo sanguineo no processo da aterogénese (KOSKINAS et al, 2014; SILVA,
TORRES, 2015; CARAPETO; MONTANARI; PINELA, 2017).

De acordo com os dados relatados na literatura a aterosclerose € causada por varios
fatores de risco podendo ser divididos em: ndo modificaveis tais como, as trombofilias,
diabetes mellitus, hereditariedade, hipertensdo familiar e sexo. E modificaveis: estresse,
tabagismo, alcool, hipertensdo arterial, obesidade, hiperlipidemia, sedentarismo e
dislipidemias (MARTELLI, 2014).

O Diabetes Mellitos é caracterizado como um dos principais fatores de risco da
aterosclerose. As alteracOes lipoprotéicas e hiperglicemia sdo principios de grande evidéncia.
A hiperglicemia desempenha uma importante funcdo na patogénese da DAC (doenca arterial
coronariana), formando mudancas funcionais e estruturais nas lipoproteinas, produzindo
modificacdes na biologia vascular, acelerando os eventos celulares e moleculares que levam a
aterosclerose (RABELO, 2001).

Com base nas literaturas, estudos analisam a probabilidade de fatores genéticos
estarem associados no desenvolvimento das doencas cardiovasculares, como a aterosclerose.
Dentre esses fatores, incluem os polimorfismos, os quais contribuem na patogénese da
doenca. Com tudo é necessario pesquisar a interacdo de diversos polimorfismos em varios
genes encarregados por codificarem multiplas proteinas envolvidas na etiopatogénese
molecular das doengas cardiovasculares. Entre esses genes destacam-se: GSTs, CYPs, APOE e
0 eNOS (LENNERNAS, 2003; BOURBON, 2008; GONCALVES, 2011; KOLOVOU;
KOLOVOU, 2015).

Os polimorfismos sdo alteracdes que acontecem no DNA em uma frequéncia superior
a 1% da populagdo. Com isso os polimorfismos atuam como marcadores genéticos e podem
influenciar diretamente sobre os fatores de risco associados a doengas (FRAUZINO et al,
2014).

As enzimas do citocromo P450 (CYP450) estdo localizadas essencialmente no epitélio
do intestino e no figado. S&o hemeproteinas capacitadas para estimular a oxidacédo de diversas
moléculas organicas. Além de atuarem sobre os xenobioticos, participam também da
metabolizacdo de substratos endogenos: esteroides, vitaminas lipossollveis e acidos graxos
(XIE; WOOD; KIM, 2004; PAIXAO et al, 2016).
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O CYP3A5 ¢é um gene de codificacdo de proteinas que faz parte de um grupo de genes
do citocromo P450. Existem diversas isoformas do CYP450 que sdo eles: CYP2C9,
CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A5. Sendo que as enzimas CYP3A4 e CYP3A5 sdo as mais
importantes enzimas metabolizadoras de farmacos (XIE; WOOD; KIM, 2004).

O CYP3A5 ¢é um gene da classe do P450, da Familia 3, Subfamilia A, Membro 5. Esta
localizado no cromossomo 7g22.1 com 502 aminodcidos. O polimorfismo no CYP3A5
(rs776746) é determinado por um polimorfismo de nucleotideos unico (A>G SNP: 6986) no
intron 3 O CYP3A5, o que leva a uma juncdo incorreta mRNA e proteina ndo funcional
(LAMBA et al, 2012; SUAREZ-KURTZ et al, 2014).

Este estudo teve como objetivo analisar efeitos das variantes polimorficas do gene
CYP3A5 em individuos com diagnostico para aterosclerose e complicacdes associadas a essa

doenca.

2. METODOLOGIA

2.1  Casuistica

Trata-se de um estudo caso-controle no qual foram coletadas 100 amostras dos
individuos no periodo de outubro de 2014 a fevereiro de 2015, do servigo de cardiologia e
cirurgia vascular periférica, de uma clinica situada no municipio de Goiania-GO. Essa
pesquisa foi aprovada pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa/Sistema Nacional de
Informacdes Sobre Eticas em Pesquisas envolvendo Seres Humanos CEP/PUC GOIAS.
(Numero: 35321614.3.0000.0037).

O grupo caso foi composto de 50 pacientes com diagnéstico prévio de doenca
aterosclerdtica baseado em exames clinicos e confirmado por métodos de imagem, e 50
amostras de individuos saudaveis para o grupo controle baseadas nas manifestac6es clinicas e
método de imagem ndo invasivo (Eco Doppler).

Os critérios de inclusdo para os pacientes que compde o grupo caso foram: idade
superior a 38 anos, com diagnodstico de aterosclerose que estavam em tratamento
medicamentoso e/ou submetidos aos procedimentos vasculares intervencionistas, e que
aceitaram responder ao questionario e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.
Os exames de imagem usados como métodos de diagnostico baseados na clinica foram: Eco
color Doppler, angiotomografia e/ou angiografia digital, angiotomografia e/ou
cineangiocoronariografia.

Para o grupo controle os critérios de inclusdo foram: idade superior a 38 anos que ndo

apresentaram diagnostico de doenca aterosclerotica baseados em critérios clinicos (anamnese,
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exames clinicos, auséncia de sintomas, sem alteracGes vasculares periféricas e diagnostico
clinico laboratorial) e/ou exames de imagem ndo invasivos - Eco color Doppler de carotidas
sem evidéncia de placa ateromatosa e sem espessamento mio-intimal (Complexo mio-
intimal< 1 mm) e que aceitaram responder ao questionario e assinaram 0 termo de
consentimento livre e esclarecido. Os critérios de exclusdo para 0s grupos casos e controle

foram pacientes menores de 38 anos.

2.2Extracdo de DNA gendmico

Foram realizadas extragdes de DNA gendmico do sangue periférico por meio do kit
Kaswi® (Genomic DNA Purification Kit), no Laboratorio do Nucleo de Pesquisas Replicon
(NPR) da Pontificia Universidade Catolica de Goias (PUC-Goias), conforme recomendagoes
do fabricante.

Ap0s extracdo, as amostras foram submetidas a quantificagdo no espectrofotémetro
NanoVue™ Plus conforme as instru¢fes do fabricante, sendo utilizadas apenas as amostras

cujo o resultado da quantificacdo, em relacdo a concentracdo de DNA, foi superior a 5ng/pl.

2.3Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR

A analise do polimorfismo do gene CYP3A5 foi realizada por meio da PCR de acordo
com o protocolo proposto por Rodrigues et al (2017), utilizando uma sequéncia nucleotidica
de acordo com Ashavaid et al (2010). O protocolo da ciclagem procedeu da seguinte forma:
95°C por 5 minutos na primeira etapa de desnaturacdo, seguido de 30 ciclos de 95°C por 1
minuto, 58°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, e uma extenséo final a 72°C por 10 minutos.
Como controle positivo foi utilizado o DNA de paciente com a presenca confirmada dos
polimorfismos do gene CYP3A5. Esse polimorfismo (SNP6986), apresenta trés possiveis
gendtipos, sendo selvagem (AA), heterozigoto (AG) e mutante (GG).

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% corados
com brometo de etidio (5mg/mL) sendo visualizado em seguida no Sistema de Video
Documentacdo VDS® (Image Master VD® - Amersham Pharmacia Biotech, EUA). Na
tabela | estdo relacionadas as sequéncias nucleotidicas dos primers utilizados no processo de

amplificag&o.

2.4Anélise de dados
Os resultados do polimorfismo do gene CYP3A5 foram tabulados em planilhas do

software Excel® (2013). Utilizamos o teste G e ODDS RATIO para analisar a relagdo entre o
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polimorfismo e doenca aterosclerdtica. O valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Estes testes estatisticos foram realizados com o software BioEstat® versdo 5.3.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo foi realizado com a finalidade de avaliar a associagdo entre o
polimorfismo CYP3A5 e aterosclerose em um grupo de individuos com a patologia e um
grupo controle. Quanto a distribuicdo dos genotipos AA, AG, GG do polimorfismo do gene
CYP3A5 constatou-se 12%, 82% e 6% nos casos e 14%, 84% e 2% na populacdo controle,
respectivamente (p=0,57) (Tabelal).

Tabela 1 — Distribuicdo do Polimorfismo do gene CYP3A5 nos grupos caso e controle

Genotipos Caso Controle
n % n % P«
AA 6 12 7 14
AG 41 82 42 84 0,57
GG 3 6 1 2
Total 50 100 50 100
Teste G

De acordo com os dados relatados, foi possivel observar que na populagéo estudada o
genotipo heterozigoto (AG) foi frequente tanto no grupo caso (82%) como no controle (84%).
Em um estudo realizado na populagdo do Rio de Janeiro encontrou, assim como o presente
estudo, maior frequéncia do gendétipo contendo um alelo polimorfico. Sendo trés vezes maior
em individuos pretos brasileiros (32%) do que em africanos (<10%) e apresentou-se menos
comum entre os brasileiros brancos (78%) do que em europeus (>95%) (SUAREZ-KURTZ et
al, 2014). Contudo, deve-se questionar a avaliacdo das frequéncias das variantes divididas por
categoria de raca ou cor como foi feito no trabalho feito por Suarez-kurtz e colaboradores
(2014), os quais dividiram a populacdo brasileira em etnias. Uma vez que, no Brasil existe
uma grande miscigenacao em relacdo aos outros paises, € a classificacdo se torna mais dificil
por ter uma maior diversidade de racas (GOUVEA, 2017).

Lee e colaboradores (2013), verificaram em seus estudos maior frequéncia do genotipo
mutante (GG). A frequéncia do polimorfismo foi relativamente mais alta nas populacdes
asiaticas (0,255, coreano; 0,344, chinés Han; 0,260, japonés) e baixas em outros grupos
étnicos (0,198, Afro-americano; 0,085, europeu-americano). No estudo de Park et al (2012),
também verificou-se maior frequéncia do geno6tipo mutante em 59,5% (749) dos pacientes,

classificados como ndo expressores do CYP3AD5, seguido 35,2% (442) para o gendtipo AG e
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5,3% (67) para AA sendo esses caracterizados como pacientes expressores do CYP3A5. Esses
estudos n&o corroboraram com nossos resultados.

Na analise da variavel habito de fumar verificou-se que 100% dos individuos do grupo
caso que se declararam como fumantes apresentaram um dos gendtipos que continham pelo
menos um dos alelos polimorficos, sendo eles AG/GG. No grupo dos individuos nédo
fumantes, detectou-se que o gendtipo mais frequente foi o AG/GG, 84,5%, enquanto que
14,6% dos individuos apresentaram o gendtipo selvagem AA (p= 0,11). No grupo controle,
dentre os individuos fumantes detectou-se 70% para 0 AG/GG e 30% para 0 genotipo AA.
Dentre os individuos ndo fumantes a frequéncia dos gendétipos polimorficos AG/GG foi de
90% e para o genoétipo AA, 10% (OR=3,85, p= 0,26) (Tabela 2).

Tabela 2 - Andlise da varidvel habito de fumar com os genotipos do polimorfismo CYP3A5
Nos grupos caso e controle.

Fumo
Variaveis / Grupos Sim N&o
n % n % Pa OR mini maéx.
Caso
AA 0 0 6 14.6
AG/GG 9 100 35 85,4 0,11 - - -
Total 9 100 41 100
Controle
AA 3 30 4 10
AG/GG 7 70 36 90 0,26 385 0,7 21,15
Total 10 100 40 100

Teste G

As CYPS sédo enzimas responsaveis por metabolizar diferentes tipos de xenobidticos
como: tabaco, alcool e 50% dos medicamentos prescritos no mundo. O polimorfismo genético
codifica determinadas enzimas ndo funcionais, portanto isso altera o processo de
metabolizacdo de compostos que sdo toxicos ao organismo como o tabaco (SUAREZ-
KURTZ et al, 2014).

De acordo com Associagdo Médica Brasileira (2013), a presenga de varias doencas
causadas pelo tabaco esta de algum modo relacionado com fatores como a idade de inicio do
tabagismo, duracdo e numero de cigarros fumados diariamente. Os derivados do tabaco

causam danos a saude, tanto na forma industrializada de cigarros, cachimbos e rapé, charutos,
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como o tabaco mascado, o narguilé artesanal ou fumo de corda com palha (PROJETO
DIRETRIZES, 2013).

Segundo com a literatura, o fumo leva o estreitamento das artérias periféricas,
atrapalhando o fluxo sanguineo provocando um rapido e intenso aumento da inflamacao e
disfungdo na parede que reveste os vasos sanguineos (endotélio), tal acontecimento é decisivo
para desencadear o acidente vascular cerebral e o infarto do miocardio. As variantes genéticas
podem relacionar-se com o fumo causando o aumentando da peroxidacdo de lipidios,
proporcionando assim um grande efeito aterogénico (OLIN,2000; HAYEK et al, 2006;
TAYLOR et al, 2007).

Quanto ao hébito de ingerir bebida alcodlica associada aos gendtipos do CYP3A5 no
grupo de pacientes com aterosclerose, observou-se que os individuos que fazem o uso de
bebidas alcodlicas apresentaram o genétipo AG/GG com maior frequéncia totalizado 85,7%
enquanto o genotipo AA foi 14,3%. Para o grupo de individuos que ndo bebiam o genétipo
AG/GG e AA expressou 88,4% e 11,6% respectivamente (OR=1,26, p=0,67).

No grupo controle, os individuos que ingeriam bebidas alcoolicas 83,3% (10/12) para
0 gendtipo AG/GG e 16,7% (2/12) para o genotipo AA. Entre individuos que ndo faziam o
uso de bebidas alcodlicas o gendtipo AG/GG se destacou com 86,8% (33/38) em relacdo ao
genotipo AA com 13,2% (5/38) (OR=1,32, p=0,86) (Tabela 3).

Tabela 3 — Comparacdo da variavel habito de ingerir bebida alcodlica com os genétipos do
polimorfismo CYP3A5 nos grupos caso e controle.

Bebida Alcodlica

Variaveis / Grupos Sim N&o
n % n % Pa OR mini max.
Caso
AA 1 14,3 5 11,6
AG/GG 6 85,7 38 88,4 0,67 1,26 0,12 12,80
Total 7 100 43 100
Controle
AA 2 16,7 5 13,2
AG/GG 10 83,3 33 86,8 0,26 1,32 0,22 7,87
Total 12 100 48 100
Teste G
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O consumo de bebidas alcodlicas é bastante variado nos grupos populacionais, afeta
praticamente todos os 6rgdos do organismo e esté relacionado a mais de 60 doencas, incluido
a aterosclerose. O efeito do consumo de bebidas alcodlicas sobre a incidéncia de doencas
aterotrombaticas esta relacionada a outros fatores de risco, os quais dificultam a compreenséo
do seu efeito no desenvolvimento da doenca, seja ele benéfico ou deletério (FOPPA et al,
2001; DAMIANI; GAGLIARDI; SCAFF, 2004; SOUSA, et al, 2009).

Contudo, sabe-se que 0s xenobidticos sdo metabolizados por um complexo enzimatico
composto por enzimas divididas em duas fases. As enzimas da familia CYP participam da
fase | e estdo diretamente relacionadas ao processo de ativacdo de grande parte dos
xenobioticos. A fase I, engloba os processos de transformacéo dos xenobidticos em produtos
hidrossoluveis pela acdo das enzimas glutationa-S-transferase (GST) e N-acetil-transferase
(NAT). Assim, polimorfismos de um ou mais genes que codificam estas enzimas podem
inibir a capacidade de inativacdo de compostos téxicos como o etanol influenciando na
susceptibilidade a aterosclerose (FILHO, GATTAS, 2001; COSTA; OLIVEIRA; PIMENTA,
2004; SOUSA, et al, 2009).

Tabela 4 - Distribuicdo do polimorfismo CYP3A5 em relacdo ao sexo nos grupos caso e
controle.

Sexo
Genotipo Feminino Masculino
N % n % pP“
Caso
AA 1 3,5 5 23
AG/GG 27 96,5 17 77 0,03
Total 28 100 22 100
Controle
AA 4 16 3 12
AG/GG 21 84 22 88 0,68
Total 25 100 25 100

Teste G

A avaliacdo da distribuicdo do polimorfismo CYP3A5 em relacdo ao sexo no grupo
caso demonstrou significativa para o genétipo AG/GG no sexo feminino 96,5%, sendo que
para 0 sexo masculino a frequéncia foi de 77%. Enquanto que o gendtipo AA nesses mesmos
grupos a frequéncia encontrada foi de 3,5% e 23% (p=0,03), respectivamente. No grupo
controle para o sexo feminino, detectou-se que o genétipo AG/GG apresentou 84% e AA
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16%, Para o sexo masculino, o valor encontrado do genétipo AG/GG foi 88%, sendo o
genotipo AA com 12% (p=0.68). (Tabela 4).

Ao analisar um grupo de 202 individuos em tratamento com atorvastatina ou
rosuvastatina, com idade media de 63 anos, Ramakumari et al (2018) ndo encontraram
diferengas significativas para polimorfismo do CYP3A5 entre os participantes do sexo
feminino e masculino. Diferentemente dos nossos resultados, ao analisarmos o polimorfismo
e 0 Sexo Nnos grupos caso e controle, foi encontrado associagdo do gendtipo contendo pelo
menos um alelo polimdrfico e o sexo feminino no grupo de individuos diagnosticados com a
patologia em questdo (p=0,03).

A literatura demonstra que as mulheres que entram na menopausa sofrem uma perda
de funcdo ovariana, ou seja, uma deficiéncia de horménios esterdides sexuais, pois a acdo do
estrogénio sobre o sistema cardiovascular eleva o colesterol HDL, levando ao estreitamento
das artérias, ocasionando doencas cardiovasculares como aterosclerose. JA o estrogénio
natural impede o acumulo de colesterol nas artérias, assim diminuindo a chance de
desenvolver a esta doenca (PEDROSA et al, 2009; SIMOES et al, 2013).

4. CONCLUSAO

Foi encontrada no presente estudo, associacdo entre o polimorfismo AG/GG com o
sexo feminino no grupo de individuos com aterosclerose, demonstrando que a presenca de
pelo menos um alelo polimorfico pode contribuir no desenvolvimento dessa doenca.

Poucos sdo os estudos brasileiros existentes avaliando as variantes de maior impacto
do metabolismo como CYP3A5 e aterosclerose. Portanto, é de grande importancia estudos
envolvendo essas tematicas, uma vez que, seu desenvolvimento esta associado a varios fatores
de riscos dentre eles 0 componente genético. Observamos também a necessidade de estudos
para avaliar o papel do polimorfismo genético nos efeitos sobre a salde, além de compreender

as frequéncias destes nas diferentes populagdes humanas.
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