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RESUMO

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é uma condicdo clinica multifatorial
caracterizada por altos niveis de pressao arterial (PA). E constantemente associada
a mudancas na funcionalidade ou na estrutura dos 6rgdos-alvo (coracéo, encéfalo,
rns e vasos sanguineos) e a alteracdes no metabolismo. Outra doenca crénica que
se destaca na saude publica é a diabetes mellitus (DM). A Organiza¢do Mundial de
Saude (OMS) define a DM como uma sindrome de muitas etiologias, que pode ter
como causa a falta de insulina ou a incapacidade da insulina exercer suas funcoes
de maneira adequada. Essa doenca € determinada pela hiperglicemia cronica e
modificacbes no metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas. Essas duas
doencas crbnicas, sdo determinantes para a manifestacdo de outra enfermidade: A
sindrome metabdlica, que também se caracteriza como uma doenca cronica,
podendo levar a sérios problemas cardiovasculares. O gene da NOS3 esta
localizado no cromossomo 7q 35-36 e compreende 26 éxons, englobando 26kb e
codificando um mRNA de 4052 nucleotideos. O presente trabalho analisou se a
presenca do polimorfismo VNTR no intron 4 do gene NOS3 na regido codante difere
nos pacientes com Sindrome Metabdlica e/ou portadores de Hipertensédo Arterial
e/ou Diabetes Mellitus dos controles normotensos. Foi executada a técnica de PCR
(Reacdo em Cadeia da Polimerase) para identificar a presenca dos genotipos D/D,
I/D e I/l no intron 4 em um estudo caso-controle com 94 pacientes idosas (com idade
igual ou superior a 60 anos) do Distrito Federal. As associacbes com as
manifestacdes clinicas foram feitas no programa SPSS verséao 22.0. Foi analisada a
probabilidade de equilibrio de Hardy-Weinberg e Odds Ratio, considerando um
intervalo de confianca de 95% e nivel de significancia de 5%. O trabalho foi
aprovado pelo comité de ética da FEPECS/SESDF sob o parecer n°® 1.355;211.
Verificou-se que das 94 pacientes, 71 evidenciaram a presenca de hipertensdo e 23
a auséncia da doenca, o valor de p obtido foi de 0,218. Quanto a Diabetes Mellitus,
49 idosas possuem o problema e 45 ndo possuem, o valor de p obtido foi de 0,372.
Conclui-se que ndo ha associacdo entre os gendtipos do polimorfismo do gene
NOS3, e a manifestacdo de Hipertensdo Arterial e Diabetes Mellitus em idosas
portadores da SM.

Palavras-Chave: Sindrome Metabdlica. Diabetes Mellitus. Hipertensdo Arterial
Sistémica. NOS3. Polimorfismo genético.



ABSTRACT

Systemic arterial hypertension (SAH) is a multifactorial clinical condition
characterized by high blood pressure (BP) levels. It is constantly associated with
changes in functionality or structural target organs (heart, brain, kidneys and blood
vessels) and changes in metabolism. Another chronic disease that stands out in
public health is diabetes mellitus (DM). The World Health Organization (WHO)
defines DM as a syndrome of many etiologies, which may be caused by lack of
insulin and / or the inability of insulin to perform its functions properly. This disease is
determined by chronic hyperglycemia and changes in carbohydrate, lipid and protein
metabolism. These two chronic diseases are crucial for the manifestation of another
disease: Metabolic syndrome, which is also characterized as a chronic disease, can
lead to serious cardiovascular problems. The NOS3 gene is located on chromosome
79 35-36 and comprises 26 exons, encompassing 26kb and encoding a 4052
nucleotide mRNA. The present work analyzed whether the presence of NOS3 VNTR
intron 4 polymorphism in the coding region differs in patients with Metabolic
Syndrome and/or Arterial Hypertension and/or Diabetes Mellitus patients from
normotensive controls.The Polymerase Chain Reaction (PCR) technique was
performed to identify the presence of D/ D, I / D and | / | genotypes in intron 4 in a
case-control study of 94 elderly patients (> 60 years) from the Federal District.
Associations with clinical manifestations were made using the SPSS version 22.0
program. The probability of Hardy-Weinberg equilibrium and Odds Ratio was
analyzed considering a confidence interval of 95% and a significance level of 5%.The
study was approved by the FEPECS / SESDF Ethics Committee under Opinion No.
1,355; 211. Of the 94 patients, 71 showed the presence of hypertension and 23
absence of the disease, the p value obtained was 0.218. As for Diabetes Mellitus, 49
elderly women have the problem and 45 do not, the p value obtained was 0.372. It is
concluded that there is no association between NOS3 gene polymorphism genotypes
and the manifestation of hypertension and diabetes mellitus in elderly women with
MS.

Keywords: Metabolic Syndrome. Diabetes Mellitus. Systemic Arterial Hypertension.
NOS3. Genetic polymorphism.
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INTRODUCAO

As doencas crbnicas nao transmissiveis (DCNT) sdo enfermidades
multifatoriais, definidas por diversos fatores, podendo ser sociais ou individuais.
Desenvolvem-se no decorrer da vida e sdo de longa duracdo. As DCNT estao
divididas em quatro grandes grupos: Doencas cardiovasculares, respiratorias
cronicas, diabetes mellitus e neoplasias (BRASIL, 2018). Além de contribuirem com
dois tergos de todas as mortes no mundo. Isso se deve ao envelhecimento da
populacdo associados a globalizacdo e a urbanizacdo (ROCHA et al., 2016).

A adicdo desses fatores com a mudanca nos padrdes socioecondmicos e a
transformacdo dos habitos alimentares, facilitou o aparecimento das DCNT. As
doencas cardiovasculares (DCV), em especifico, possuem fatores de risco que
devem ser observados como: a hipertenséo arterial, hipercolesterolemia, diabetes,
resisténcia insulinica e deposicdo central de gordura, pelo fato de estarem
associadas com o risco de morbimortalidade cardiovascular. Esse conjunto de
fatores que favorecem a ocorréncia das DCV é definido como Sindrome Metabdlica
(SM) (RAMIRES et al., 2018).

Para a profilaxia da SM sdo necesséarias acdes ndo farmacologicas e
farmacolégicas em uma populacdo saudavel, porém os dados na literatura séo
escassos. Especialistas apontam que as estratégias de prevencao da SM devem ser
as mesmas utilizadas no tratamento ndo farmacolégico da sindrome. Reducao de 5
a 10% em individuos com sobrepeso ou obesidade, adeséo a uma dieta saudavel,
com baixa quantidade de gordura e inicio de atividade fisica por 30 min/dia (SIMAO
et al., 2013).

O oxido nitrico (NO) é essencial para o funcionamento do endotélio vascular, na
prevencao da aterosclerose, hipertensao entre outras doencas cardiovasculares. O
NO auxilia na regulacdo da vasodilatacdo, inibicdo da adesdo de leucocitos nos
vasos e inibicdo da agregacdo plaquetaria, além do controle de proliferacdo das
células musculares. Ele é produzido nas células endoteliais pela enzima sintase
endotelial do 6xido nitrico (NOS3), que converte o aminoacido arginina em NO e
citrulina (GAMIL et al., 2017).

Na hipertensdo, 0 mecanismo de aumento da pressao arterial pela deficiéncia

de NO envolve elevacdo do tébnus do sistema simpatico, do sistema renina-
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angiotensina e do estresse oxidativo. Todos os tipos de células, as endoteliais
incluidas, possuem sistemas antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, que
atuam em conjunto para proteger o corpo de danos causados pelos radicais livres
(NEVES; NEVES; OLIVEIRA, 2016).

Quanto a diabetes mellitus (DM), a exposicdo dos vasos a hiperglicemia e a
elevacdo de acidos graxos livres caracteristicos do DM e resisténcia insulinica
induzem a formacéo de superéxido e diminuem a biodisponibilidade de NO, o que
pode ser revertido através de tratamentos com antioxidantes em algumas situacdes
(SCHAAN; SILVA; IRIGOYEN, 2010).

Trés principais polimorfismos do gene NOS3 foram estudados em diferentes
doencas associadas a nefropatia diabética em diferentes estudos: 894 G>T,
repeticdo de 27 pb no intron 4 (VNTR) 4b /a variantes, e -786 T> C (MEDINA et al.,
2018).

Say (2017) em seu estudo elucida o significado de VNTR: E um exemplo de
variacdo estrutural no DNA que é uma grande repeticdo em tandem do numero
variavel (VNTR), que significa uma sequéncia de DNA que é repetida varias vezes
no genoma. O numero de vezes da repeticdo da sequéncia em questdo muda entre
os individuos. O VNTR, portanto acaba se tornando uma grande fonte de informacao
como uma classe de marcadores para mapear o locus de uma doenca em estudos

de ligacdes familiares.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Sindrome Metabdlica

A Sindrome Metabdlica (SM) é uma doenca que possui um carater genético,
ambiental e de caracteristica plurimetabdlica. E determinada por uma soma de
fatores que aumentam o risco de enfermidades -cardiovasculares, como a
dislilpidemia, tolerancia anormal a glicose, hipertensdo e obesidade, causas que
estao ligadas a diabetes. (AZAMBUJA et al., 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a definicdo de Sindrome
Metabolica tem como ponto de partida a resisténcia a insulina ou o distarbio do
metabolismo da glicose, o que torna dificil a sua utilizacéo. A definicdo recomendada
pela | Diretriz Brasileira de Diagnodstico e Tratamento da Sindrome Metabdlica (I-
DBSM) é o que o National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel Ill
(NCEP-ATP I11) elaborou como definicdo: a SM é representada pelo conjunto de pelo
menos trés dos componentes apresentados abaixo (Tabela 1). Como ndo exige uma

confirmacao de resisténcia insulinica, seu uso é favorecido.

Tabela 1 — Componentes da Sindrome Metabdlica segundo o NCEP - ATP lI

Componentes Niveis

Obesidade abdominal por meio de circunferéncia abdominal

Homens >102 cm

Mulheres > 88 cm
Triglicerideos > 150 mg/dL

HDL Colesterol

Homens < 40 mg/dL
Mulheres < 50 mg/dL
Presséo Arterial > 130 mmHg ou = 85 mmHg
Glicemia de jejum =110 mg/dL

A presenca de Diabetes mellitus ndo exclui o diagnostico de SM

Fonte: | Diretriz brasileira de diagnéstico e tratamento da sindrome metabdlica, 2005.
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Ainda que se use o mesmo critério diagnostico, a prevaléncia da SM revela
grande variagdo entre populacdes idosas (entre 25% e 60%), por conta das
composi¢des variadas das populacbes nos fatores sexo, idade, etnia, fatores
ambientais, entre outros. Em norte-americanos, que nao possuem historico de
doenca cardiovascular, a prevaléncia de sindrome metabdlica atingiu 32,2% na faixa
de 50 a 69 anos e 34,6% entre aqueles com 70 anos ou mais de idade. Em paises
de baixa renda, valores superiores foram observados, atingindo 36% entre idosos do
México, 45% a 50% em cidades brasileiras e 58,1% na China. A prevaléncia da
sindrome metabdlica revela um aumento crescente ao longo do tempo (NEVES et
al., 2019).

Devido a dificuldade de se descrever esse dado em uma populacéo por conta da
alta variacdo, Saad e colaboradores (2014), determinaram a prevaléncia de SM em
idosos segundo quatro 6rgdos diagnosticos, e obtiveram como resultado, nimeros
elevados pelos quatro 6rgéos: OMS (51,9%), NCEP-ATPIII (45,2%), IDF (64,1%) e
JIS (69,1%).

Somente 23,8% da populacdo brasileira ndo apresentam nenhum dos
componentes da SM, e 67,3% apresentam entre um e dois componentes, o que é
preocupante, pois esses dados mostram um grande numero de individuos sob o
risco de desenvolver a SM propriamente dita (RAMIRES et al., 2018).

Calixto e colaboradores (2016) revelaram em estudo, que em 100 pacientes
idosos de um hospital em Belém, 51 apresentavam SM, sendo que 33% eram
mulheres e 18% eram homens, também foi apresentado, os principais fatores de
risco para desenvolver doencas cardiovasculares (DCV) sendo o mais prevalente, o
sedentarismo com 67%, hipertensdo arterial sistémica com 57%, dislipidemia com
44%, diabetes melitus com 21% e obesidade com 20%.

A obesidade e a SM estéo interligados, pois esta primeira esta associada a maior
prevaléncia de fatores de risco cardiovascular e ao elevado risco de problemas

cardiovasculares, contribuindo para o aumento global da morbidade e mortalidade

por DCV (ROSA et al., 2016).
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Obesidade

A obesidade é uma enfermidade caracterizada pelo acumulo elevado de gordura
corporal, que resulta em uma perda importante na qualidade de vida. Esta
relacionada direta ou indiretamente com outras condi¢cdes patologicas que
colaboram com a morbi-mortalidade, entre elas as doencas cardiovasculares e
neoplasicas. O perfil de nutricAo dos idosos brasileiros, citado nos dados da
Pesquisa Nacional sobre Nutricdo (PNSN), identificou prevaléncia de sobrepeso
(IMC = 25 Kg/m2), maior em mulheres (50,2%) do que em homens (30,4%). A
prevaléncia de obesidade (IMC = 30 Kg/m2) correspondeu a 5,7% para os homens e
de 18,2% para as mulheres (ESKINAZI et al., 2015).

Em novembro de 2013, o American Heart Association em conjunto com o
American College of Cardiology e The Obesity Society divulgou a Diretriz para o
Manejo do Sobrepeso e da Obesidade em adultos, no qual passou a abordar a
obesidade como uma doenga. Essa escolha foi tomada devido a grande importancia
da prevencdo das doencas coronarianas, e a inevitavel necessidade de controlar o
crescimento da obesidade no mundo. O ganho de peso é visto como um fator de
risco para a sindrome metabdlica. Segundo National Health and Nutrition
Examination Survey, a sindrome metabdlica esta presente em 5% dos individuos
com peso normal, 22% entre os que possuem sobrepeso e 60% dentre os obesos
(YAMAMOTO; ARAUJO; LIMA, 2017).

Zoraski e colaboradores (2017) evidenciaram em seu estudo que a associacao
entre o indice de Massa Corpérea (IMC) e a Sindrome Metabolica foi significativa:
Idosos com ganho de peso apresentaram uma prevaléncia maior do transtorno
metabdlico. A associacao se explica pelo fato de que a obesidade é a entrada para
as DCNT e o envelhecimento favorece o aumento da gordura corporal, que se
deposita na regido abdominal, causando um aumento da circunferéncia da cintura,
gue é um critério para o diagndstico.

O declinio da massa muscular, que ocorre com o processo de envelhecimento,
em conjunto com a forca diminuida e o desempenho fisico dificultado, é definido
como sarcopenia e, qguando esta doenca estd associada com o excesso de gordura
corpérea, é definida com obesidade sarcopénica (SANTOS et al., 2017). Uma teoria
gue é aceita, é que a obesidade é fator de risco para sindrome metabdlica e o

estresse inflamatério gerado pelo tecido adiposo em excesso, afeta a massa
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muscular esquelética negativamente, aumentando a chance de se desenvolver a
obesidade sarcopénica e facilitando o risco de se desenvolver a sindrome
metabdlica (MANDA, 2013).

Perfil Nutricional

Uma alimentacdo balanceada é um fator de grande importancia para a profilaxia
e tratamento da SM. O consumo dos alimentos certos contribui para a diminuicao
dos niveis de colesterol e triglicerideos, evitando a formacao de placas de gordura
nas artérias. Alimentos que sdo fontes de antioxidantes como o émega 3 e as
antocianinas, atuardo na luta contra os radicais livres, evitando a oxidacdo do
colesterol LDL, aumentando a acdo antiinflamatéria, diminuindo a obesidade e
pressao arterial (MURUCI; FRANCISCO; ALVES, 2015).

Gusmao e colaboradores (2014) em seu estudo analisaram indicadores
dietéticos como critérios para o diagnostico para a SM, e tiveram como resultado que
habitos alimentares com maior teor lipidico contém uma maior quantidade de
energia, por conta da sua contribuicdo de 9kcal/g. Em relacdo ao soédio, foi
observado que em comunidades que ingerem uma quantidade superior a
2300mg/dia, desenvolvem a Hipertensao Arterial Sistémica (HAS). Enquanto
populacbes que ingerem menos de 1150mg/dia, a chance de desenvolver
hipertenséo é rara. Isso se deve ao fato do sédio ser um dos fatores de risco mais
relevantes para a hipertensao arterial, por aumentar a mortalidade pelas DCV.

Carvalho (2017), em seu estudo, considerou o papel do sédio na fisiopatologia
da HAS, que é um dos fatores mais frequentes em portadores da Sindrome
Metabdlica. Os dados dos habitos alimentares mostraram um alto consumo de sodio,
por parte dos individuos com SM, com uma média de 2792,82mg/dia, o que
corresponde cerca de 7g de sal.

Franco e colaboradores (2018) avaliou a compulséo alimentar em pacientes com
Sindrome Metabdlica, e teve como resultado a presenca de compulsédo alimentar
periddica (CAP) em 57% das mulheres avaliadas. Os pacientes eram em sua maioria
mais jovens (20 a 39 anos) e ndo possuiam boa qualidade de vida. Nesse estudo
também foi observado que 60% das pessoas com CAP apresentaram quadros mais

longos de obesidade, que é outro fator importante para a ocorréncia de SM.
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Polimorfismo Genético

O genoma humano codifica informacfes para a expressao dos genes, que tem
variagdo nos tipos celulares e entre a populacdo. Estudos que explicam como a
regulacédo e a expressao génica tém variado nos seres humanos abriram portas para
compreender melhor as origens moleculares das doencas mais complexas
(CONSORTIUM, 2017). Versbes diversas de uma sequéncia de DNA em um local
cromossbmico (locus) sdo chamadas de alelos. O polimorfismo genético acontece
guando variadas formas alélicas de um mesmo locus podem ser observadas em pelo
menos 1% em uma populacdo (STIPP et al., 2013).

Os Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) sdo denominados como uma
variagdo em que ocorre a troca de apenas uma base nitrogenada e pode se
manifestar em 1 a cada 1.000 pares de base. Sdo comuns nos seres humanos e
estdo envolvidos em diversas doencas. Eles podem ser encontrados em varias
regides do gene: promotora, codificadora e ndo codificadora. Os SNPs na regiao
promotora e codificadora ttm uma chance maior de alterar a funcionalidade do gene
e em consequéncia, a proteina que eles produzem (MARQUI, 2015).

Existe também um polimorfismo conhecido como microssatélites ou sequéncias
curtas repetidas in tandem, do inglés “Short Tandem Repeats” (STRs), sao
repeticbes curtas de sequéncias de DNA de 1 a 6 pares de base que podem ser
determinados de acordo com seu tamanho e o tipo de unidade que se repete. Essas
regides repetitivas sdo sequentes tanto em eucariotos quanto em procariotos
(ZANELLA et al., 2017).

Além das sequencias curtas, encontram-se as longas, como a repeticdo in
tandem do numero variavel, em inglés “Variable Number Tandem Repeat” (VNTR). E
um termo que se usa quando uma sequéncia de DNA é repetida varias vezes no
genoma e que sao herdadas de forma mendeliana. Antigamente, eram vistos como
“‘DNA-lixo”, porém a quantidade de vezes que a sequéncia se repete é divergente
entre individuos, o que mostra que o VNTR pode sim ser considerado um
polimorfismo. Acredita-se que tenha surgido devido a erros durante a replicacdo do
DNA e que representem 3% do genoma. Sao encontrados em regides promotoras e
locais funcionais dentro dos genes, 0 que pode indicar um impacto sobre varios
gendtipos (BROOKES, 2013).
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Essas variagbes genéticas conferem um fator de risco ou protecdo quando a
proteina codificada por um gene que sofre mutagcdo participa dos processos
biolégicos, porém nem todo polimorfismo tem um significado. A presenca de alelos
polimérficos em uma populacdo que ndo € afetada reflete que alguns polimorfismos
nédo sao determinantes no surgimento de doengas (TELES,2013).

Oxido Nitrico sintase endotelial (NOS3)

A sintase endotelial do 6xido nitrico (NOS3) é uma enzima que se expressa
principalmente no endotélio celular. E responséavel pela biodisponibilidade de 6xido
nitrico a niveis endoteliais. Mudancas na producdo e funcionalidade do NO nas
células endoteliais, sugerem associacdo com varias doencgas, € nos seres humanos,
a genética se apresenta como um fator determinante devido aos polimorfismos da
NOS3 que podem se manifestar (VECOLI, 2014).

O Oxido nitrico € uma substancia que possui uma importante contribuicdo na
regulacdo vascular. E responsavel pelo relaxamento dos musculos, supressdo da
adesao plaguetaria e leucocitaria no endotélio, na eliminacao de radicais superéxido
além de limitar a oxidacéo de lipoproteinas de baixa densidade, levando a um efeito
vasoprotetor. E sintetizado a partir do aminoéacido L-arginina por trés formas da NO
sintase: NOS indutivel, neuronal e endotelial. Portanto, esse elemento enddgeno
passa a ser considerado um inibidor de uma série de processos que conduzem a
formacdo de placas aterosclerdticas. O aumento ou diminuicdo da producédo de
oxido nitrico esta relacionada as mutacdes que o gene NOS3 pode sofrer (RAI et al.,
2014).

O gene da sintase do oxido nitrico endotelial esta localizado no cromossomo 7q
35-36, compreende 26 éxons e 25 introns, englobando 26kb e codificando um
MRNA de 4052 nucleotideos (Figura 1). Os polimorfismos da NOS3 incluem SNPs e
sequéncias de repeticdes tandem variaveis (VNTR). A variabilidade da expressao
endotelial da NOS3 por causa de seus polimorfismos tem sido uma causa
consideravel de morbidade e mortalidade cardiovascular. Estudos revelaram uma
relacdo positiva da manifestacdo da NOS3 em pacientes com insuficiéncia cardiaca
e demonstram que um aumento da producdo de Oxido nitrico pode ser um

componente significativo na insuficiéncia cardiaca (MATSA et al., 2013).
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Figura 1 — Estrutura do gene NOS3
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Fonte: OLIVEIRA-PAULA, Gustavo H.; LACCHINI, Riccardo; TANUS-SANTOS, Jose
E., 2016.

Kallel e colaboradores (2013) analisaram se havia relacdo entre o0s
polimorfismos da NOS3 e o risco de sofrer infarto agudo do miocéardio (IAM) em uma
populacdo Tunisiana, e obtiveram um resultado significativo dos polimorfismos. A
distribuicdo genotipica e frequéncia alélica do polimorfismo NOS3 4a/b, foram
diferentes entre os pacientes que sofreram infarto e os controles. Além disso, houve
associacao significativa deste polimorfismo com o IAM, segundo modelos
dominantes, recessivos e co-dominantes.

Nasr e colaboradores (2016) observaram também em uma populacédo Tunisiana
gue o polimorfismo G894T mostrou ser um risco elevado para a obesidade e
permanece sendo significativa quando as variaveis se ajustam para a idade e o
sexo, tanto que os homens obesos apresentaram maior frequéncia de genotipos TT
guando comparados aos controles. Quanto ao polimorfismo 4a/b, os portadores do
alelo b mostraram um risco superior de obesidade comparado aos nado portadores.
Os resultados também revelaram que quem porta 0os gendétipos TT e BB, possuem

um indice de massa corporal maior do que os homozigotos para o G e seus alelos.

NOS3 INTRON 4

O polimorfismo da NOS3 intron 4 se caracteriza como um VNTR, pois h4 a
repeticdo de 27 pares de base. Ele regula a NOS3 de maneira pés transcricional,
alterando a formacao do pequeno RNA de interferéncia (sirRNA). Conhecido como
polimorfismo 4b/4a VNTR, a variante 4a (com quatro copias) e a variante 4b (com

cinco cépias), sdo os alelos mais comuns, dessa fracdo de 27pb (Figura 2). Estudos



21

revelam que as células endoteliais portando a variante 4b apresenta uma maior
qguantidade de sirRNA, resultando em niveis baixos de RNAm de NOS3 quando
comparadas a variante 4a (OLIVEIRA-PAULA; LACCHINI; TANUS-SANTOS, 2016).

Figura 2 — Polimorfismo NOS3 4a/b VNTR
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Fonte: OLIVEIRA-PAULA, Gustavo H.; LACCHINI, Riccardo; TANUS-SANTOS, Jose
E., 2016.

VNTRs que se localizam em sequéncias reguladoras transformam a expressao
génica, mudando a quantidade de sitios de ligacdo do fator de transcricdo. Essa
expressdo pode ser alterada também pela mudanca da atividade das proteinas de
ligac&o ou por efeitos que mexem na estrutura da cromatina (ARNING et al., 2013).

Safarinejad e colaboradores (2013) estudaram a associacdo entre 0sS
polimorfismos da NOS3 e o risco de céancer de prostata (CaP). Em relacdo as
variantes 4a/4b, foi observado que eles estavam associados a um risco aumentado
de CaP de uma forma dependente de dose alélica. Genoétipos com a presenca do
alelo “a” desse polimorfismo, dispdem o0s pacientes a um grau superior de CaP
avancado.

O polimorfismo NOS3 4a/b pode estar relacionado ao cancer de mama, por
conta da producéo excessiva dos niveis de 6xido nitrico sintase e por consequéncia
oxido nitrico, o que leva a uma alta producdo de EROs, que causaria uma
instabilidade genética, consequentemente, uma progressao tumoral e metastase ao
estimular a via oncogénica (RAMIREZ-PATINO et al., 2013).
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JUSTIFICATIVA

Gamil e colaboradores (2017) observaram que o NOS3 aparece como um gene
candidato para a hipertensdo. A associacdo entre 0 gene e a doenca é amplamente
estudada. O polimorfismo do NOS3 (VNTR) no intron 4 esta entre os mais estudados
e investigados, a variante esta associada com as DCV, incluindo a doenca da artéria
coronaria e infarto do miocardio. Entender esse polimorfismo e o papel que este
desempenha na hipertenséo, tras um melhor entendimento sobre as causas e da a
chance de uma profilaxia mais efetiva se feita antes da enfermidade apresentar
complicacgdes.

Aléem do fato da hipertensdo ser um dos fatores de risco para doencas
cardiovasculares, logo, esta intimamente ligado a Sindrome Metabdlica. Quanto mais
informacdes forem divulgadas sobre esses fatores, maior sera a percepcdo da
importancia de se estudar o gene e seus polimorfismos, que auxiliam na realizacao
de um tratamento mais rapido e eficaz e na melhora da qualidade de vida do

portador.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

Analisar se existe diferenca estatistica entre o polimorfismo intron 4 do gene
NOS3 com a Hipertensdo e/ou Diabetes Mellitus em portadoras de Sindrome
Metabolica.

Objetivos especificos

Descrever as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos NOS3 intron
4;

Avaliar as diferentes manifestacdes clinicas da Sindrome Metabdlica;
Investigar a associacdo entre o polimorfismo NOS3 intron 4 e as manifestacdes

clinicas da Sindrome Metabdlica.
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Resumo: A Sindrome Metabdlica (SM) é uma doenca cronica que se caracteriza por
uma soma de fatores que aumentam o risco de enfermidades cardiovasculares,
como a dislipidemia, hipertenséo e obesidade, causas que estdo ligadas a diabetes.
A prevaléncia da SM apresenta elevada variacdo entre populacdes idosas (entre
25% e 60%), devido as diferentes composi¢cOes das populacdes nos fatores sexo,
idade, etnia e fatores ambientais. A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) € um fator
determinante para o desenvolvimento de SM. Por consequéncia € extremamente
importante manter os niveis de pressao sistolica e diastolica inferiores a 140 mmHg
e 90 mmHg. O Diabetes Mellitus (DM) se manifesta por causa de alteracbes no
metabolismo da glicose resultando em hiperglicemia. Podendo assim levar a
disfuncdes e/ou insuficiéncias cardiacas e vasculares. O gene da sintase do Oxido
nitrico endotelial (NOS3) esta localizado no cromossomo 7q 35-36, compreende 26
éxons e 25 introns, englobando 26kb e codificando um mRNA de 4052 nucleotideos.
O presente estudo analisou se a presenca do polimorfismo intron 4 do gene NOS3
na regido codante difere nos pacientes com Sindrome Metabdlica e portadores de
Hipertensdo Arterial e/ou Diabetes Mellitus dos controles normotensos. Foi
executada a técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) para identificar a
presenca dos genotipos D/D, I/D e I/l no intron 4 em um estudo caso-controle com
94 pacientes idosas (com idade igual ou superior a 60 anos) do Distrito Federal. As
associacfes com as manifestacdes clinicas foram feitas no programa SPSS versao
22.0. Foi analisada a probabilidade de equilibrio de Hardy-Weinberg e Odds Ratio,
considerando um intervalo de confianca de 95% e nivel de significancia de 5%. O
trabalho foi aprovado pelo comité de ética da FEPECS/SESDF sob o parecer n°
1.355;211. Verificou-se que das 94 pacientes, 71 evidenciaram a presenca de
hipertensédo e 23 a auséncia da doenca, o valor de p obtido foi de 0,218. Quanto a
Diabetes Mellitus, 49 idosas possuem o problema e 45 ndo possuem, o valor de p
obtido foi de 0,372. Conclui-se que ndo h& associacdo entre 0os genoétipos do
polimorfismo do gene NOS3, e a manifestacdo de Hipertensdo Arterial e Diabetes
Mellitus em idosas portadores da SM.

Palavras-Chave: Sindrome Metabdlica. Diabetes Mellitus. Hipertensdo Arterial
Sistémica. NOS3. Polimorfismo genético.
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Titulo em inglés: NOS3 gene coding region polymorphism in the elderly with
Metabolic Syndrome.

Abstract: Metabolic Syndrome (MS) is a chronic disease characterized by a sum of
factors that increase the risk of cardiovascular disease, such as dyslipidemia,
hypertension and obesity, causes that are linked to diabetes. The prevalence of MS
presents high variation among elderly populations (between 25% and 60%), due to
different population composition in sex, age, ethnicity and environmental factors.
Systemic Arterial Hypertension (SAH) is a determining factor for the development of
MS. It is therefore extremely important to maintain systolic and diastolic pressure
levels below 140 mmHg and 90 mmHg. Diabetes Mellitus (DM) manifests itself
because of changes in glucose metabolism resulting in hyperglycemia. May lead to
cardiac and vascular dysfunction and / or insufficiency. The endothelial nitric oxide
synthase gene (NOS3) is located on chromosome 7q 35-36 and comprises 26 exons
and 25 introns, encompassing 26kb and encoding a 4052 nucleotide mRNA. The
present study analyzed whether the presence of NOS3 intron 4 polymorphism in the
coding region differs in patients with Metabolic Syndrome and Arterial Hypertension
and/or Diabetes Mellitus patients from normotensive controls. The Polymerase Chain
Reaction (PCR) technique was performed to identify the presence of D/ D, |/ D and |
/ 1 genotypes in intron 4 in a case-control study of 94 elderly patients (> 60 years)
from the Federal District. Associations with clinical manifestations were made using
the SPSS version 22.0 program. The probability of Hardy-Weinberg equilibrium and
Odds Ratio was analyzed considering a confidence interval of 95% and a
significance level of 5%.The study was approved by the FEPECS / SESDF Ethics
Committee under Opinion No. 1,355; 211. Of the 94 patients, 71 showed the
presence of hypertension and 23 absence of the disease, the p value obtained was
0.218. As for Diabetes Mellitus, 49 elderly women have the problem and 45 do not,
the p value obtained was 0.372. It is concluded that there is no association between
NOS3 gene polymorphism genotypes and the manifestation of hypertension and
diabetes mellitus in elderly women with MS.

Keywords: Metabolic Syndrome. Diabetes Mellitus. Systemic Arterial Hypertension.
NOS3. Genetic polymorphism.

Introducao

A Sindrome Metabdlica (SM) tem como uma de suas caracteristicas a presenca
de obesidade visceral, dislipidemia e hipertensdo arterial. Desse modo, héa
associacdo da patologia no aumento do risco de doencas cardiovasculares e de
desenvolvimento de Diabetes Mellitus 2. A prevaléncia da SM ndo é exata, pois ha
muita variacdo de acordo com a populacdo estudada (sexo, idade, raca e etnia). A
etiopatogenia da SM é controversa. Porém, evidéncias sugerem que as principais
causas que levam a manifestacdo desses fatores sédo a resisténcia a insulina e a
obesidade visceral, motivo pelo qual o tratamento da obesidade é considerado

primordial para os individuos que portam essa doenca’.
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Uma revisdo sistematica feita por Fogal, Ribeiro, Priori e Franceschini (2014),
revelou que na maioria dos estudos que mostravam dados separados por sexo, as
mulheres apresentavam maior prevaléncia da sindrome metabdlica em relagdo aos
homens. Isso acontece por conta das possiveis alterac6es metabdlicas e hormonais
sofridas, principalmente no periodo da menopausa. Quando se baseava na idade, a
prevaléncia aumentava em conjunto com o tempo de vida®.

O uso de indicadores clinicos e antropométricos pode ajudar na identificacédo da
SM. Exemplos de indicadores clinicos sédo: O produto da acumulacao lipidica (PAL) e
o indice de adiposidade visceral (IAV). E um exemplo bem conhecido de indicador
antropométrico € o indice de massa corporal (IMC). O uso de indicadores para
detectar a SM pode facilitar o processo na pratica clinica, por ser simples, rapido e
funcional®.

A Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) é o principal fator de risco para a
mortalidade, portanto o controle adequado se faz extremamente necessario, embora
a tecnologia e a ciéncia estejam em constante evolucdo®. Esse controle apropriado
da HAS é definido pelos niveis de presséao sistolica e diastolica < 120 mmHg e < 80
mmHg°.

Por ser considerada, ao mesmo tempo, uma doenca e um fator de risco, por
estar diretamente relacionada a doenca arterial coronariana e acidente vascular
encefalico, essa doenca representa um grande desafio para a saude publica, pois as
doencas cardiovasculares sdo a primeira causa de morte no Brasil. A deteccéo e o
tratamento da HAS sdo essenciais para a reducdo das causas cardiovasculares®.
Sua prevaléncia no Brasil varia entre 22% e 44% para adultos, aumentando para
50% para as pessoas entre 60 a 69 anos e 75% para quem possui mais de 70 anos’.

O Diabetes Mellitus (DM) afeta mais de 382 milhdes de pessoas no mundo,
sendo 11,9 milhées de nacionalidade brasileira. Em pessoas com mais de 65 anos
de idade, esse numero aumenta, configurando-se como uma das Doencas Crbnicas
N&do Transmissiveis (DCNT) mais comuns em idosos. O DM acontece devido a
distirbios no metabolismo da glicose resultando em hiperglicemia. Podem provocar
complicacdes que levam a disfuncdes e/ou insuficiéncias cardiacas e vasculares.
Com o objetivo evitar os agravos dessa enfermidade, se faz necessario a revisédo
dos habitos alimentares, a pratica de atividades fisicas, consultar periodicamente

profissionais de satide e utilizar medicamentos adequados®.
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O gene da sintase do Oxido nitrico endotelial (NOS3) estd localizado no
cromossomo 7q 35-36 e compreende 26 éxons, englobando 26kb e codificando um
MRNA de 4052 nucleotideos. Pesquisas apresentam uma associacao positiva da
manifestacdo da NOS3 em pacientes com insuficiéncia cardiaca e evidenciam que
um nivel aumentado da producdo de O6xido nitrico pode ser um componente
significativo na doenca’.

A NOS3 é uma enzima que se expressa principalmente no endotélio celular, e é
responsavel pela biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) a niveis endoteliais. O NO
é uma substancia que possui uma importante contribuicdo na regulacéo vascular®®.
E responsavel pelo relaxamento dos misculos, supresséo da adesdo plaquetaria e
leucocitaria no endotélio, na eliminagdo de radicais superoxido além de limitar a
oxidac&o de liporpoteinas de baixa densidade, levando a um efeito vasoprotetor™*.

O VNTR localizado no intron 4 do NOS3 esta intimamente associado com a
concentragao de 6xido nitrico no plasma. Tal polimorfismo possui uma sequéncia de

"

27 pares de base, onde ha um alelo maior e outro menor. O alelo maior “a” possui 5
repeticbes in tandem de 27 pares de base, enquanto o alelo menor “b” possui 4

repeticdes™.

Objetivo

O presente trabalho tem como objetivo investigar o perfil genético e se o
polimorfismo do gene NOS3 na regido codante difere nos pacientes com sindrome
metabodlica e/ou portadores de hipertensdo arterial e diabetes dos controles

normotensos.

Materiais e Métodos

As amostras utilizadas provieram de 94 idosas com idade igual ou superior a 60
anos gue residem no Distrito Federal (Brasil) e que fazem parte de uma equipe de
Estratégia em Saude da Familia (ESF) das Unidades Béasicas de Saude (UBS)
namero 06 e 08 de Ceilandia.

O DNA foi extraido de sangue periférico com uso do kit Invisorb Spin Blood Mini
Kit (250) da empresa Invitek. A concentracdo do DNA obtido foi estimada pelo
espectrofotometro  NANODROP Technologies Inc., Wilmington, DE, USA. A

concentragdo meédia alcangada foi de 20 ng/pL.Além disso, foi realizada a técnica de
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PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase) no termociclador TC-512. Essa técnica
permite que uma regido selecionada do genoma (gene NOSS3, localizacdo 7g36),
seja amplificada milhdes de vezes.

As sequéncias de oligonucleotideos utilizadas para avaliar o polimorfismo se
seguem na tabela abaixo:

Tabela 2 — Sequéncia de Oligonucleotideos.

Gene Oligonucleotideos
Foward 5> AGG CCC TAT GGT AGT GCC TT 3’
NOS3 intron 4 Reverse 5 TCT CTT AGT GCT GTG GTC AC 3

Fonte: Prépria autora

Para a amplificacdo do gene NOS3 na regidao do intron 4 foi realizada a
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturacédo a 94°C por 30
segundos, anelamento dos oligonucleotideos 60°C por 30 segundos e extensao
72°C por 1 minuto. Extenséo final 72°C por 10 minutos, gerando fragmentos de DNA
de 420 pb (alelo b) e/ou 323pb (alelo a).

Os produtos da PCR foram submetidos a uma corrida eletroforética em um gel
de agarose a 3%, com brometo de etidio em uma poténcia de 100W por 20 minutos.

Em seguida, foi inserido o perfil genético dos individuos e suas manifestacfes
clinicas no programa SPSS na versao 25.0, para analisar se existe uma associagao
entre o polimorfismo estudado e a sindrome metabdlica em idosos. Foi adotado um

nivel de significancia de 5% e foi utilizado o teste de Fisher e Qui-Quadrado.

Resultados

A partir do programa SPSS, obteve-se 0 seguinte resultado: Das 71 idosas, que
possuem hipertensao (Tabela 3), 9 (12,7%) possuem o gendtipo A/A, 29 (40,8%)
possuem o genaétipo A/B e 33 (46,5 %) possuem o gendétipo B/B. Quanto a auséncia
de hipertensao (23 idosas), nenhuma possui 0 gendtipo A/A, 10 (43,5%) possuem o

gendtipo A/B e 13 (56,5%) possuem o gendtipo B/B. O valor de p obtido foi de 0,192.
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Tabela 3 - Distribuicdo da frequéncia genotipica do polimorfismo NOS3 intron 4
manifestagédo de Hipertensdo Arterial.

Hipertenséo Arterial

sim nao
n % n % p
AIA 9 12,7% 0 0,0%
Noizié'pb' A/B 29 40,8% 10 43,5% 0.192
B/B 33 46,5% 13 56,5%
Total 71 100% 23 100%

Fonte: Propria Autora

Quando se analisa a diabetes mellitus (Tabela 4), Das 49 idosas que possuem a
doenca, 5 (10,2%) possuem o genotipo A/A, 17 (34,7%) possuem o gendtipo A/B e
27 (55,1%) possuem o gendtipo B/B. Quanto a auséncia de diabetes (45 idosas), 4
(8,9%) possuem o gendtipo A/A, 22 (48,9%) possuem o genotipo A/B e 19 (42,2%)

possuem o genotipo B/B. Obteve-se um valor de p de 0,372.

Tabela 4 — Distribuicdo da frequéncia genotipica do polimorfismo NOS3 intron 4 e
manifestacdo de Diabetes Mellitus.

Diabetes Mellitus

sim nao
% n % p
AJA 5 10,2% 4 8,9%
':bo_f’/?&%' A/B 17 34,7% 22 48,9% 0572
B/B 27 55,1% 19 42.2%
Total 49 100% 45 100%

Fonte: Prépria autora

Além desses resultados, também foi realizado a dicotomizacdo (Tabela 5) da
tabela de diabetes (transformar em duas linhas) a fim de se saber qual seria o
resultado do Odds Ratio, para fins de protecao ou risco. Portanto, o resultado desta
dicotomizacao foi: Quanto a presenca de diabetes mellitus, 5 (10,2%) possuem o0
gendtipo D/D, e 44 (89,8%) possuem 0s gendtipos I/D ou I/l. Em relacdo a auséncia
da enfermidade, 4 (8,9%) Possuem o gendtipo D/D e 41 (91,1%) possuem 0S
gendtipos I/D ou I/l. O resultado do Odds Ratio obtido foi de 0,8 e o Intervalo de
Confianca foi de 0,215 a 3,419.
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Tabela 5 — Dicotomizacéo da frequéncia genotipica do polimorfismo NOS3 intron 4 e
manifestacéo de Diabetes Mellitus.

Diabetes Mellitus

sim néao
n % n % p OR IC
NOS3 AIA 5 10,2% 4 8,9% 0215
27-pb- 0,999 08 3419
VNTR AB+B/B 44 89,8% 41 91,1% /419)
Total 49 100,0% 45 100,0%

Fonte: Prépria autora.

Discussao

Em um estudo de meta analise de Chen, Wang, Liang, Yu e Yang (2016) sobre
hipertenséo pulmonar (HP), seis estudos foram pesquisados, incluindo 198 pessoas
gue possuem a doenca e 250 controles. Uma grande sensibilidade ao risco de
desenvolver HP foi encontrada em individuos que possuiam o gendtipo 4ala
comparados aos portadores dos outros genotipos. Os homozigotos possuem um
risco 2,5 vezes maior relacionado aos seus homélogos™.

Outra meta analise realizada, de Zeng, Zhu, Wong, Yang, Tang, Li, et al. (2016)
sobre a pré-eclampsia, para o polimorfismo VNTR, O Odds Ratio obtido em trés
associacdes (bb vs aa, ab vs aa e bb vs ab), sugere que ndo ha associacéo entre o
risco de desenvolver a pré-eclampsia e a presenca do polimorfismo VNTR 4b/a™®.

Na pesquisa de Shankarishan, Borah, Ahmed e Mahanta (2014) que diz sobre
os polimorfismos da oxido nitrico sintase endotelial e o risco de hipertensdo em uma
populacdo indiana, utilizando a regressao logistica univariada, o gendtipo 4a/a foi
associado ao aumento do risco de hipertensdo. No modelo multivariado de
regressao logistica (quando se tem o ajuste para idade, sexo, ingestdo extra de sal,
tabagismo, mascar tabaco e habito de consumo de alcool), o risco persistiu e 0
gendtipo 4a/b também mostrou associacdo™. Ao contréario do presente estudo, que
ndo houve associacdo entre o polimorfismo e a manifestacdo de hipertensdo em
idosas com sindrome metabdlica.

Em relacdo a diabetes, o estudo de Bregar, CilenSek, Mankoc, Reschner e
Petrovi (2017) com Eslovenos que possuem diabetes mellitus tipo 2 e retinopatia

diabética, o gendtipo homozigoto 4a/a mostrou uma associagdo com a ocorréncia de
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retinopatia diabética (DR) em individuos que possuem diabetes mellitus tipo 2. As
pessoas que possuiam gendtipo 4a/a (modelo co-dominante) e 4a/b (modelo co-
dominante), obtiveram um risco maior de DR quando comparados aos portadores do
gendtipo 4b/b (tipo selvagem)®®. O presente estudo ndo mostrou associacdo entre o
polimorfismo e a manifestacdo de diabetes mellitus em idosas com sindrome

metabodlica.

Conclusao

Conclui-se, portanto, que nao ha diferenca estatistica entre os grupos diabetes e
hipertensédo arterial sisttmica nas pacientes diagnosticadas com sindrome
metabalica.

Pelo fato desse assunto ser ainda pouco falado, pois hdo se encontram artigos
suficientes sobre, a utilidade da pesquisa se faz inevitavel, pois em um futuro muito
préximo, a maioria da populacdo sera mais velha, portanto, essa doenca tende a

aparecer cada vez mais.
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ANEXO Il = Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Abordagem das Condi¢cBes Cronicas Ndo Transmissiveis na Atencéo
Priméria a Saude
O (a) Senhor (a) esta sendo convidada a participar do projeto: Abordagem das
Condi¢bes cronicas ndo transmissiveis na atencdo primaria a saude.
O nosso objetivo é Investigar o processo saude-doenca de individuos que vivem
com hipertenséo arterial e diabetes mellitus em Regional Administrativa do Distrito
Federal.

O (a) senhor (a) recebera todos os esclarecimentos necessarios antes e no
decorrer da pesquisa e |lhe asseguramos que seu nome nao aparecera sendo
mantido o mais rigoroso sigilo através da omissao total de quaisquer informacdes
gue permitam identifica-lo (a).

A sua participagao sera através de uma avaliacdo realizada na Faculdade de
Ceilandia da Universidade de Brasilia (FCE-UnB) para: medida de sua
composicao corporal pelo DXA, uma balanca, e coleta de 15ml de sangue do seu
braco para realizacdo de exames que permitem conhecer um pouco melhor como
“funciona” estas doencas, do ponto de vista genético. Serdo utilizados
equipamentos novos, estéreis e descartaveis. Podera haver pequeno incbmodo de
dor no momento da introducdo da agulha para a retirada do sangue e,
eventualmente, a formac&o de um pequeno hematoma (mancha roxa) no local.

Além disso, vocé participara de uma entrevista e respondera perguntas de um
guestionario com um tempo estimado de 1 hora. Sera respeitado o tempo de
cada um para respondé-lo. Depois serda agendada uma visita em sua casa para que
um pesquisador va ate sua casa e faca uma entrevista e observe sua casa. Esta
visita podera durar até 1 hora. Informamos que a Senhor (a) pode se recusar a
responder qualquer questdo que lhe traga constrangimento, podendo desistir de
participar da pesquisa em qualguer momento sem nenhum prejuizo para o/a senhor
(a).

A sua participacdo neste estudo podera proporcionar, no ambito pessoal, a
identificacdo de algum problema ndo antes conhecido. Os resultados estarédo
sempre disponiveis a vocé. Caso seja de seu desejo, 0s resultados serdo discutidos

com vocé pela equipe deste trabalho. Sua participacdo podera ainda ajudar no
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maior conhecimento sobre Condi¢cdes Crbnicas Nao Transmissiveis,
principalmente em relagdo as causas genéticas da doenca.

Sua participacdo é voluntéria e nao alterard o seguimento e tratamento da
doenca que vocé ja esta fazendo. Vocé podera se retirar desta pesquisa a qualquer
momento, bastando para isso entrar em contato com um dos pesquisadores
responsaveis. Caso vocé decida nao participar, isto ndo afetard o seguimento e
tratamento normal nem o seu relacionamento com seu médico. Conforme previsto
pelas leis brasileiras vocé ndo recebera nenhum tipo de compensacéo financeira
pela sua participacao neste estudo.

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficara guardado Laboratério de
Analises Clinicas da Faculdade da Ceilandia da Universidade de Brasilia, no banco
de amostras “Condi¢cdes Cronicas Nao Transmissiveis”, sob a responsabilidade
dos pesquisadores. Toda nova pesquisa a ser feita com o material guardado sera
submetida para aprovacdo de um Comité de Etica em Pesquisa e, quando for o
caso, da Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados em eventos cientificos e na
Universidade de Brasilia podendo ser publicados posteriormente. Os dados e
materiais utilizados na pesquisa ficardo sobre a guarda do pesquisador.

Se o Senhor (a) tiver qualquer duavida em relacdo a pesquisa, por favor
telefone para: Dar(a). Marina Morato Stival, na instituicdo Faculdade de Ceilandia da
Universidade de Brasilia telefone: 8178-3397 ou 3107-8418, no horario: 08:00 as
18:00.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da SES/DF. As
duvidas com relagcdo a assinatura do TCLE ou os direitos do sujeito da
pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3325-4955.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador

responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Nome / assinatura:

Pesquisador

Brasilia, de de
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ANEXO Ill — Termo de Guarda de Material Bioldgico

Termo de guarda de material biol6gico de todos os participantes da

pesquisa.
Termo de Guarda de Material Biolégico

7

Este documento €& chamado é chamado Termo de Guarda de Material
Biolégico. Ele contém explicacbes sobre a guarda de seu material biol6gico
(sangue). Vocé podera autorizar ou ndo a guarda de seu material biolégico. A
deciséo é sua.

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficara guardado no Laboratério de
Analises Clinicas da Universidade de Brasilia — Faculdade de Ceilandia, no banco
de amostras “Gpesen”, sob a responsabilidade da Profa. Dra. lzabel Cristina
Rodrigues da Silva e sera utilizado somente para verificar os polimorfismos
genéticos do presente estudo.

As amostras de sangue serdo identificadas com um numero e ndo com seu
nome. Somente 0s pesquisadores saberdo a quem pertence cada numero,
mantendo-se assim o sigilo e respeito a confidencialidade dos seus dados.

Se for de seu interesse, vocé terd acesso aos resultados dos seus exames.

O sangue sera utilizado somente em pesquisas que tenham como objetivos
verificar a frequéncia de determinadas sequéncias no DNA (material genético que
informa como nosso corpo é formado) em individuos saudaveis.

Os trabalhos resultantes destas pesquisas mostrardo apenas os resultados e
nunca seu nome ou qualquer outra informacdo que ponha em risco sua
privacidade.

Todas as informacgfes estardo sempre a sua disposicao, bastando para isso
entrar em contato com um dos pesquisadores.

A qualquer momento vocé terd acesso a seus dados genéticos, assim como
tera o direito de retirar seu material biologico do banco onde se encontra
armazenado.

Toda nova pesquisa a ser feita com o material guardado sera submetida para
aprovacdo do CEP da instituicdo e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de

Etica em Pesquisa.



43

Eu, RG ,apos

receber uma explicacdo completa dos procedimentos envolvidos na guarda de

material biologico, venho através deste termo consentir a guarda de meu material

biolégico (sangue) decorrente da presente pesquisa.

Assinatura do participante

Brasilia, de de




ANEXO IV - Ficha de Identificacao

IDENTIFICACAO

1. Dados Pessoais

Nome:

44

Sexo: F( ) M( )

Telefone:

Data de Nascimento: / / Idade:

Estado Civil:

anos

Endereco:

Nacionalidade: Naturalidade:

Cor: ( )Branca ( ) Parda ( ) Negra ( ) Outros

Nivel de escolaridade:

Ocupacéo:

Possui familiares: ( ) Sim ( ) Nao
Filhos:

Renda mensal: Renda familiar:

Reside em casa: () propria () alugada

NUmero de moradores na casa:

( ) cedida

Religido:

Diagnoéstico: (_) HAS Tempo de diagndstico:
diagnastico:
Tipo de DM: () Insulino-dependente  (

Outras doencas:

(

) DM Tempo de

) Nao Insulino-Dependente

Paciente do grupo controle: () Sim ( ) Nao
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2- Habitos

Tabagismo ( )Nao ( )Sim. H& quantos anos?

Etilista ( )N&o ( )Sim. H& quantos anos?

Realiza exercicios fisicos? ( )N&o ( )Sim. Com que frequiéncia?

Tipo de exercicio:

Sono: () Normal ( )Insonia ( ) Sonoléncia ( ) Dificuldade para adormecer
Volume de liquido ingerido diariamente:

Agua: mL Refrigerantes: mL  Sucos: mL Qutros: __ mL

Usa adocantes? () Nao ( )Sim Com que frequéncia?

Lazer:

3- Alimentacao

N° de refeicOes por dia:
Temrestricdo alimentar? ( ) S ( ) N Se sim, a qual alimento?

Faz dieta alimentar: ( ) Sim ( ) Nao

4- Sexualidade

( )Atva ( )lInativa ( ) Uso de preservativo () mais de um parceiro

5. Antecedentes familiares

() Diabetes ( ) Hipertensao arterial ( ) Cardiopatias ( ) Neoplasias

Outros:

6. Antecedentes ginecologicos

Menarca: Menopausa:
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ANEXO V — NORMAS DO PERIODICO

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML), continuacdo do
Jornal Brasileiro de Patologia, de periodicidade continua, € o 6rgao oficial da
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML). E
indexado no Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude
(LILACS), no Periodica e no Chemical Abstracts, além de ser integrante da base de
dados Scientific Electronic Library Online (SciELO). Destina-se a publicacdo de
trabalhos cientificos que contribuam para o desenvolvimento da area de Medicina
Laboratorial e aceita as seguintes categorias: artigos originais, de revisao, relatos de
caso, comunicacbes breves e cartas aos editores. Os trabalhos podem ser
submetidos nos idiomas portugués, inglés ou espanhol, mas o texto completo sera

publicado em inglés e portugués, com resumo em portugués e espanhol.

ANALISE DOS TRABALHOS
O manuscrito recebido serd enviado para, pelo menos, dois avaliadores

independentes, pares cientificos, de renome e com conhecimento especifico na area
contemplada pelo artigo. Apos analise pelos avaliadores, o editor-chefe do JBPML
entrard em contato com o autor principal comunicando 0s passos a serem seguidos

na aceitacao do trabalho para publicacdo ou sua eventual rejeicao.

ESTRUTURA DO TEXTO

Artigos originais

Sao contribuicdes destinadas a divulgar resultados de pesquisa original, inédita, que
possam ser replicados ou generalizados. Os artigos podem conter até 4 mil palavras.
A sua estrutura formal deve seguir o esquema de apresentacdo do texto para esse
tipo de artigo: Introducdo, Objetivos, Material e Método, Resultados, Discusséo,

Conclusodes e Referéncias.

O uso de subtitulos é recomendado, particularmente na Discussdo. Implicacdes
clinicas e limitacbes do estudo devem ser claramente apontadas. Sugere-se 0
detalhamento do topico Material e Método. Para esses artigos, exige-se a

apresentacdo de resumos estruturados em portugués e inglés, com cabecalhos
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obedecendo a apresentacdo formal do artigo: Introducdo, Objetivos, Material e
Método, Resultados, Discusséo, Conclusdes e Referéncias. O Abstract (resumo em
inglés) deve ser precedido pelo titulo em inglés. As referéncias devem aparecer no
final do texto, obedecendo as normas especificadas a seguir.

Comunicacdes breves
Sao relatos curtos que devem apresentar: 1) dados de estudos preliminares com

achados sugestivos que garantam uma investigacdo mais definitiva; 2) estudos de
replicacdo; e 3) estudos negativos de topicos importantes. Esses artigos devem ter
até 1.500 palavras, incluir resumo ndo estruturado e, no maximo, uma tabela ou

figura, além das referéncias.

Artigos de reviséo
Serdo aceitos apenas mediante convite.

Avaliacdes criticas sistematizadas da literatura sobre determinado assunto, devem
incluir conclusdes e ter até 5 mil palavras. A organizacédo do texto, com excecao de
Introducéo, Discussdo e Concluséo, fica a critério do autor. Para esses artigos,
exige-se um resumo estruturado no idioma do texto e outro em inglés. Uma lista

extensa de referéncias bibliograficas deve aparecer no final do texto.

Artigos de atualizacéo
Sao trabalhos descritivos e interpretativos com base na literatura recente sobre a

situacao global em que se encontra determinado assunto. Devem conter até 3 mil
palavras. A estrutura do texto fica a critério do autor, mas deve haver um resumo nao

estruturado no idioma do texto e outro em inglés, além de referéncias bibliograficas.

Relatos de caso
Sao trabalhos de observacdes clinicolaboratoriais originais, acompanhados de

analise e discussdo. Devem conter até 1.500 palavras. A estrutura deve apresentar,
no minimo, 0s seguintes tépicos: Introducéo, Relato(s) dos(s) caso(s) e Discussao.

Incluir um resumo nao estruturado no idioma do texto e outro em inglés.

Cartas aos editores
Inclui cartas que visam a discutir artigos recentes publicados na revista ou a relatar

pesquisas originais ou achados cientificos significativos. Cartas breves, com no
maximo 500 palavras (incluindo referéncias, sem tabelas ou figuras), seréo

consideradas se estiver explicita a frase "para publicacao".
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REFERENCIAS
As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo, e ser numeradas

sucessivamente pela ordem em que sdo mencionadas pela primeira vez no texto.
Devem seguir as normas do Estilo Vancouver. Os titulos dos periodicos deverdo ser
referidos na forma abreviada de acordo com o Index Medicus (List of Journals
Indexed in Index Medicus). Se a lista de referéncias nao seguir a norma adotada, 0s

trabalhos serdo imediatamente rejeitados, sem revisédo de conteudo.

Os autores devem certificar-se de que as referéncias citadas no texto constam da
lista de referéncias com datas exatas e nomes de autores corretamente grafados. A
exatiddo das referéncias bibliograficas é de responsabilidade dos autores.
ComunicagOes pessoais, trabalhos inéditos ou em andamento poderdo ser citados,
guando absolutamente necessarios, mas nao devem ser incluidos na lista de
referéncias bibliograficas; apenas mencionados no texto ou em nota de rodapé. A

lista de referéncias deve seguir o estilo dos exemplos abaixo.

Exemplos:

* Artigos de periodicos (um sé autor): Fry PH. O significado da anemia falciforme
no contexto da 'politica racial' do governo brasileiro 1995-2004. Hist Cienc Saude
Manguinhos. 2005; 12: 347-70. PubMed PMID: 16353330.
» Artigos de periodicos (até seis autores): Barbosa AJA, Queiroz DM, Mendes EN,
Rocha GA, Lima GF Jr, Oliveira CA. Immunocytochemical identification of
Campylobacter pylori in gastritis and correlation with culture. Arch Pathol Lab Med.
1988 May; 112(5): 523-5. PubMed PMID: 3282485.
* Artigos de periddicos (mais de seis autores): Rocha GA, Queiroz DM, Mendes
EN, et al. Indirect immunofluorescence determination of the frequency of anti-H.
pylori antibodies in Brazilian blood donors. Braz J Med Biol Res. 1992; 25(7): 683-9.
PubMed PMID: 1342599.
» Artigo de periédico on-line: Polgreen PM, Diekema DJ, Vandeberg J, et al. Risk
factors for groin wound infection after femoral artery catheterization: a case-control
study. Infect Control Hosp Epidemiol [Internet]. 2006 Jan; 27(1): 34-7. Disponivel
em: http://www.journals.uchicago.edu/ICHE/journal/issues/v27n1/2004069/2004069.
web.pdf.

* Livros no todo (dois autores): Eyre HJ, Lange DP. Informed decisions: the


http://www.journals.uchicago.edu/ICHE/journal/issues/v27n1/2004069/2004069.web.pdf
http://www.journals.uchicago.edu/ICHE/journal/issues/v27n1/2004069/2004069.web.pdf
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complete book of cancer diagnosis, treatment, and recovery. 2nd ed. Atlanta:
American Cancer Society; 2002.
* Capitulos ou parte de livro editado por outro autor: Mendeenhall WM.
Treatment of head and neck cancer. In: DeVita VT Jr, Lawrence TS, Rosenberg SA ,
editors. Cancer: principles and practice of oncology. 9th ed. Philadelphia, PA:
Lippincott Williams & Wilkins; 2011. p. 729-80.
» Parte de livro em meio eletrénico: Sdo Paulo (Estado). Secretaria do Meio
Ambiente. Tratados e organizacdes ambientais em matéria de meio ambiente. In:
Sao Paulo (Estado). Entendendo o meio ambiente. Sao Paulo; 1999. v. 1. Disponivel
em: http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm.

* Evento em meio eletronico: Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza's
computational effort statistic for genetic programming. In: Foster JA, Lutton E, Miller
J, Ryan C, Tettamanzi AG, editores. Genetic programming. EuroGP 2002:
Proceedings of the 5th European Conference on Genetic Programming; 2002 Apr 3-
5; Kinsdale, Ireland. Berlin: Springer; 2002. p. 182-91.
* Tese ou dissertacdo: Silva MAL. Estudo da identificacdo de haplotipos e a relagcéao
com as manifestacbes clinicas em pacientes com doenca falciforme. 2008.
[dissertacdo]. Programa de pods-graduacdo em Ciéncias Meédicas, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul; 2008.
* CitacOes no texto: Devem ser identificadas por algarismos arabicos (nameros-
indice). Podem também ser acrescentados o nome do autor e o ano. As referéncias
com mais de um autor devem conter o sobrenome do autor seguido da expressao et

al., como, por exemplo, Higashi et al.

TABELAS E FIGURAS
As tabelas deverdo ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos e

encabecadas por seu titulo, recomendando-se a ndo repeticdo dos mesmos dados
em graficos. Na montagem das tabelas, seguir as normas de apresentacao tabular
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Estatistica e publicadas pela Fundacéo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1993).


http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm
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As ilustracbes (graficos, fotografias, desenhos etc.) deverdo ser numeradas
consecutivamente com algarismos arabicos e citadas como figuras. Devem ser
suficientemente claras para permitir sua producdo. Os gréaficos deverdo vir
preparados em programa processador de graficos. Deverao ser indicados os locais

aproximados no texto onde as ilustracdes seréo intercaladas como figuras.

O SGP aceita a importacdo de tabelas, imagens e graficos em arquivo eletrénico nos
seguintes formatos: jpg, gif, psd, tif e png.

ABREVIACOES E NOMES DE MEDICAMENTOS
As abreviagcbes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira

utilizagdo. Empregar o nome geneéerico de medicamentos e indicar a fonte de

componentes nao disponiveis para prescricao.

As unidades de medida, inclusive suas abreviaturas, devem ser expressas no
sistema métrico decimal e, quando o autor assim o desejar, também no Sistema

Internacional (Sl) entre parénteses.



