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RESUMO

Hipertensdo Arterial Sistémica, Diabetes e disturbios lipidicos sdo os componentes
principais da doenga conhecida como Sindrome Metabdlica (SM). Sua defini¢édo ainda
é levemente difusa, tendo variacGes de acordo com a organizacdo que a define e 0
ponto de partida utilizado. Sua prevaléncia € maior em idosos, por conta das
alteracdes metabolicas sofridas com o passar dos anos, e esta intimamente ligada
com o modo de vida que determinada populacéo estudada leva, de acordo com seus
habitos alimentares, frequéncia da pratica de exercicios fisicos e cuidados com a
saude. A influéncia genética ainda é pesquisada, mas estudos incluem certos tipos de
genes que podem ter relacdo com um ou mais de seus componentes. Um exemplo
estudado € o gene BAX, um gene pré-apoptético pertencente a familia BCL-2, que ja
foi anteriormente citado em estudos relacionados a alteracfes cardiacas e vasculares,
além de apoptose de organelas responséaveis por fungdes metabodlicas no organismo.
O polimorfismo BAX -248 G/A (rs4645878) é um SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) relacionado ao gene BAX que tem como caracteristica a presenca dos
nucleotideos guanina no alelo selvagem e adenina no alelo variante (ocorre a troca
da base G pela A), e encontra-se na regido 5’ néo traduzida, na regido promotora -
248 desse gene. Tendo como objetivo a avaliacdo do nivel de correlacdo entre o
polimorfismo BAX -248 G/A (rs4645878) e a SM, foi feito este estudo de caso-controle
com um grupo de 94 pacientes do sexo feminino, com idade igual ou maior a 60 anos,
participantes do programa de Estratégia de Saude da Familia do Distrito Federal.
Observou-se que se tratando da variavel hipertensdo dentro da Sindrome Metabdlica,
35,2% das pacientes do grupo caso (n = 25) manifestaram a presenca do alelo
mutante. Quanto a variavel diabetes relacionada a SM, esse resultado foi de 38,8%
das pacientes (n = 19). Essa diferenca estatistica apresentada sugere uma possivel
influéncia do gene BAX em alteragbes metabodlicas presentes na doenca,
provavelmente tendo relacdo com seu mecanismo apoptotico. Acredita-se que seja
necessario um aprofundamento no estudo da doenca e de sua relacdo com o gene,
além de melhorias nas politicas publicas de saude, a fim de assegurar a prevencao,
o diagndstico e o tratamento adequado.

Palavras-Chave: Polimorfismo. BAX. Sindrome Metabdlica. Hipertensdo. Diabetes.



ABSTRACT

Hypertension, diabetes and lipid disorders are the main components of the condition
known as Metabolic Syndrome (MS). Its definition is still slightly diffuse, with variations
according to the organization that defines it and the starting point used. Its prevalence
is higher in the elderly, due to the metabolic changes suffered over the years, and is
closely related to the lifestyle that a especific studied population has, according to their
eating habits, frequency of physical exercise and health care. Genetic influence is still
researched, but studies include certain types of genes that may relate to one or more
of its components. A studied example is the BAX gene, a pro-apoptotic gene belonging
to the BCL-2 family, which has been previously mentioned in studies related to cardiac
and vascular changes, as well as apoptosis of organelles responsible for metabolic
functions in the body. The BAX -248 G / A polymorphism (rs4645878) is a BAX gene-
related single nucleotide polymorphism (SNP) that is characterized by the presence of
guanine nucleotides in the wild allele and adenine in the variant allele (exchange of
base G for A). , and is found in the 5 'untranslated region, in the promoter region -248
of that gene. Aiming at evaluating the correlation level between the BAX -248 G / A
(rs4645878) polymorphism and MS, this case-control study was conducted with a
group of 94 female patients aged 60 and over, participants in the Family Health
Strategy program from Distrito Federal. Regarding the hypertension variable within the
Metabolic Syndrome, 35.2% of the patients in the case group (n = 25) manifested the
presence of the mutant allele. For the diabetes variable related to MS, this result was
38.8% of the patients (n = 19). This statistical difference suggests a possible influence
of the BAX gene on metabolic alterations present in the disease, probably related to
its apoptotic mechanism. It is believed that further study of the disease and its
relationship with the gene is necessary, as well as improvements in public health
policies to ensure prevention, diagnosis and proper treatment.

Keywords: Polymorphism. BAX. Metabolic Syndrome. Hypertension. Diabetes
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INTRODUCAO

O advento das novas tecnologias e da industrializacdo trouxe consigo uma
mudanca no estilo de vida da populagcdo. Essa mudanca incluiu alimentacéo,
exercicios fisicos e outros fatores relevantes no dia-a-dia das pessoas. Com isso,
novos problemas de saude foram surgindo, entre eles, a Sindrome Metabdlica (SM)
(AZAMBUJA et al., 2015).

A Sindrome Metabdlica (SM) é uma doenca cronica, estabelecida por meio de
caracteristicas genéticas e ambientais, de carater plurimetabdlico, ou seja,
apresentada como um conjunto de fatores de riscos cardiovasculares, entre estes
dislipidemia aterogénica, anormal tolerancia a glicose, hipertensdo e obesidade
visceral, sendo que estas condi¢cdes estao intimamente associadas com resisténcia

insulinica.

Varias organizacbes propuseram definicbes da SM com diferentes
componentes e pontos de corte para adultos, o que dificulta a verificagcdo da
prevaléncia nas popula¢cdes. Dependendo do critério utilizado e das caracteristicas da
populacao de adultos estudada, as taxas variam de 12,4 a 28,5%, em homens, e de
10,7 a 40,5%, em mulheres (AZAMBUJA et al., 2015). Sua prevaléncia maior na
populacdo feminina pode estar relacionada com as mudang¢as hormonais presentes
ap0s a menopausa, que provocam alteracdes metabdlicas significativas (aumento da
gordura abdominal, aumento da densidade de LDL, por exemplo) (RAMIRES et al.,
2013).

A BCL-2 associated protein X (BAX), codificada pelo gene localizado na regiao
cromossOmica 19q13.3-q13.4, representa o protétipo das proteinas pro-apoptoticas
(FARIA et al., 2006). Sendo um dos mecanismos de morte celular, a apoptose,
também conhecida como morte celular programada, pode ser definida como o
processo de morte adequada de qualquer célula sob certas condi¢cdes ou condi¢des
necessarias. E um mecanismo de defesa contra células danificadas, estressadas ou
estimuladas por quaisquer agentes com a finalidade de evitar o acimulo de células

nao funcionais nos tecidos (KIRAZ et al., 2016).
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A apoptose promove a ativacdo de vias bioguimicas dentro das células,
denominada via das caspases, proteinas responsaveis pela clivagem de diversos
substratos celulares, o que leva as células a morte. Membros antiapoptéticos da
familia Bcl-2 (B cell CLL/lymphoma 2), pertencentes a via intrinseca de ativacao das
caspases, como Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) e Bcl-w (Bcl-2-like 2) atuam
predominantemente prevenindo que os membros pro-apoptoticos, como BAX (Bcl-2-
associated X protein) e BAK (Bcl-2 relative bak) ocasionem a morte celular (LUCHS,
PANTALEAO, 2010).

Polimorfismos sédo alteracdes distintas das mutagdes pois, ao invés de estarem
associadas com patologias, sdo variagfes genéticas naturais na populacao e podem
estar ligadas a susceptibilidade a doencgas. Os polimorfismos mais comuns no genoma
humano séo os polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs) (DOMINGUES, 2008).
O polimorfismo BAX -248 G/A (rs4645878) € um SNP relacionado ao gene BAX que
caracteriza-se pela presenca dos nucleotideos guanina no alelo selvagem e adenina
no alelo variante, e encontra-se na regiao 5’ nédo traduzida, no promotor desse gene
(CUNHA, 2018).

O gene BAX, por se tratar de um gene pré-apoptotico, ja foi anteriormente
citado em estudos relacionados a alteracdes cardiacas e vasculares, além de
apoptose de organelas responsaveis por funcdes metabdlicas no organismo. Por isso,
€ necessario o estudo da influéncia desse gene na Sindrome Metabdlica, uma doenca
gue possui diversas complica¢cdes correlacionadas e que se mostra bastante relevante

do ponto de vista da saude da populacao, atualmente e futuramente.
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REVISAO DE LITERATURA

Sindrome Metabolica

A Sindrome Metabdlica (SM), segundo a | Diretriz Brasileira de Diagnéstico e
Tratamento da Sindrome Metabdlica (I-DBSM), € um transtorno complexo
representado por um conjunto de fatores de risco cardiovascular geralmente
relacionados a deposicao central de gordura e a resisténcia a insulina. Sua defini¢cdo
é ainda bastante discutida, tendo divergéncias nas definicbes propostas pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e pelo National Cholesterol Education
Program’s Adult Treatment Panel Ill (NCEP-ATP IIl). A OMS utiliza como ponto de
partida disturbios relacionados a glicose, como resisténcia a insulina ou alteragdes no
metabolismo da glicose, subestimando assim muitos casos por n&o considerar outros
fatores de risco. A justificativa é que estes tém como consequéncia 0 aumento da
glicemia e a alteracdo do metabolismo lipidico, que provoca alteracées hormonais e
aumento de peso, favorecendo o aparecimento de doencas cardiovasculares

(AZAMBUJA, 2015).

Do contrario, a definicdo proposta pelo NCEP-ATP lll, adesenvolvida para uso
clinico, facilita o enquadramento de pacientes nesta sindrome (mais sensivel). Esta
definicdo é a recomendada pela | Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da
Sindrome Metabdlica. Posteriormente, o International Diabetes Federation (IDF)
lancou uma nova definicdo da SM em gue a obesidade central, demarcada pelo valor
do perimetro abdominal, tornou-se imprescindivel para o diagnéstico (FOGAL et al.,
2014). Dessa forma, juntamente com os critérios diagnosticos da OMS, os do IDF sdo

mais especificos.

Independentemente do critério utilizado, o que se tem em concordancia é o
aumento da prevaléncia da SM na populacao idosa (principalmente quando se utiliza
a definicdo do IDF). Isso se deve principalmente ao aumento do acometimento de
eventos cardiovasculares, alteracfes metabdlicas e disturbios relacionados a glicose
nesta populagéo (FOGAL et al., 2014).
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Epidemiologia

Os estudos em torno da epidemiologia da SM variam bastante por conta de
varidveis como etnia, raca, sexo, fatores ambientais, entre outros. A SM apresenta
uma prevaléncia mundial em bastante ascensdo, o que provavelmente esta
relacionada com o aumento da obesidade, sedentarismo, modificacbes nos habitos
alimentares e do importante processo de envelhecimento (SAAD et al., 2014). O que
se tem em consenso € que ela acomete principalmente os grupos de risco, como
pacientes com intolerancia a glicose, diabéticos e criancas na populagéo geral (RIVAS
VAZQUEZ et al., 2015). Sua importancia do ponto de vista epidemioldgico deve-se
principalmente ao aumento da mortalidade cardiovascular, estimada em 2,5 vezes, de
acordo com a | Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da Sindrome
Metabolica (BRASIL, 2005).

De acordo com uma revisao sistematica feita por Fogal e colaboradores (2014),
na maioria dos estudos que apresentaram os dados estratificados por sexo 0s
resultados revelaram que as mulheres apresentaram prevaléncia da sindrome
metabdlica superior aos homens. Isso € decorrente provavelmente das alteracdes
metabdlicas e hormonais sofridas, principalmente no periodo da menopausa. Com

relacdo a idade, a prevaléncia aumentava concomitantemente com o tempo de vida.

Prevaléncia em idosos

Ainda com a escassez de dados em concordancia em torno da SM (por conta
da divergéncia de defini¢cdes), diversos estudos tém demonstrado que a prevaléncia
da SM aumenta com a idade, tornando o seu diagndéstico necessario devido ao
aumento de 2,5 vezes do risco de doencgas cardiovasculares e de cinco vezes para o
desenvolvimento de diabetes (SAAD et al., 2014). Como € conhecido, a SM ainda néo
€ uma doenca com critérios diagnésticos unanimes de acordo com as organizacdes
citadas acima. Mesmo quando se utiliza 0 mesmo critério, a prevaléncia da sindrome
metabdlica apresenta ampla variacdo entre populagdes idosas (entre 25% e 60%), 0
gue pode ser explicada por diferengas na composicéo das populacdes em relagéo a
sexo, faixa etaria, etnia, fatores ambientais, entre outros (NEVES et al., 2019). A
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literatura demonstra a dificuldade em se ter um critério diagndstico que seja preciso,
sensivel e especifico, e que possa ser (til para avaliar as populacbes em geral

ultrapassando as limitagdes das especificidades regionais (SAAD et al., 2014).

Outros dados importantes a serem ressaltados sdo a existéncia de um maior
risco para déficits cognitivos entre os portadores da sindrome, em especial quando a
glicemia é um dos componentes da SM, além da ocorréncia de um risco duas vezes
maior para a depressao entre mulheres com SM, conforme o critério do NCEP-ATP I
revisado (RIGO et al., 2009).

Resisténcia insulinica (RI)

Apesar de a glicose elevada ser um componente mais dificilmente encontrado
em pacientes com SM, a resisténcia a insulina continua a explicar grande parte, se
nao toda a sindrome metabdlica. Ainda ndo surgiram outros mecanismos que
expliguem os componentes individuais ou seus agrupamentos. A resisténcia a insulina
(RI) apresenta extrema importancia na patogénese da SM, fendmeno destacado
sobretudo nos obesos, que consiste na presenca de resisténcia a acédo da insulina no
metabolismo dos hidratos de carbono e lipideos (COMOS; VALLES, 2011).

A RI provoca uma resposta biologica insuficiente para utilizacdo de glicose
pelos tecidos periféricos, principalmente masculo esquelético, figado e tecido adiposo
em resposta a insulina. Inicialmente, a deficiéncia na acdo da insulina é compensada
por altas quantidades do horménio liberado no sangue pelas células 3 do pancreas, o
que provoca uma hiperinsulinemia que sustenta os niveis de glicose no sangue dentro
dos limites normais, até que isso vira uma disfuncéo das células 3 e surgimento de
hiperglicemia e diabetes mellitus tipo 2 (DM-2). A relag&o entre DM-2 e SM tem sido
amplamente documentada (RIVAS VAZQUEZ et al., 2015).

A resisténcia a insulina é um fator de risco encontrado com frequéncia no
guadro de SM, a qual encontra-se associada, principalmente, a obesidade acumulada
na regido abdominal (AZAMBUJA, 2015).
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Distarbios lipidicos e complica¢gdes cardiovasculares

A resisténcia insulinica também é acompanhada por dislipidemia aterogénica.
A crescente lipdlise do tecido adiposo visceral intensifica o fluxo de acidos graxos para
o figado e a subsequente sintese de triglicerideos e lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL), que provoca um aumento nos niveis sanguineos de triglicerideos,
processo favorecido devido a deficiente atividade da lipase lipoprotéica, uma enzima
dependente de insulina que degrada VLDL. A hipertrigliceridemia provoca uma
diminuicdo nos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL) e o surgimento de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (RIVAS VAZQUEZ et al., 2015).

A facilidade de aplicacéo e o baixo custo tornam o indice de massa corporal
(IMC) o indicador de estado nutricional mais utilizado para avaliagdo de adultos. Ele
apresenta-se como um guia do nivel de adiposidade geral, pois ndo possui capacidade
de distinguir a distribuicdo da gordura corporal. Diante dessa inabilidade do IMC obter
correlacao forte com a gordura visceral, 0 uso da medida da CC (ou perimetro da
cintura) tem sido proposto por diversas sociedades como o NCEP-ATP Il e IDF
(AZAMBUJA, 2015). Outro bom indicador de obesidade abdominal é a circunferéncia
da cintura, o que foi confirmado em inumeros estudos, embora para outros

pesquisadores seja melhor o indice cintura-quadril (RIVAS VAZQUEZ et al., 2015).

Outra complicacédo decorrente das alteracfes lipidicas € a secrecao citocinas
pré-inflamatérias pelas células adiposas, como o fator de necrose tumoral alfa, que
causam doencgas cronicas devido a danos inflamatérios (RIVAS VAZQUEZ et al.,
2015).

As complicacdes cardiovasculares na SM sdo consequéncias dos outros
componentes presentes. E fato que a obesidade central e o aumento de glicose se
associam com o aumento de risco de morbimortalidade cardiovascular (RIGO et al.,
2009). Porém, ainda ha uma certa davida para saber se o diagnéstico de SM implica
um maior risco cardiovascular que seus componentes isolados. Na literatura
relacionada a SM, o componente da doenca que apresentou maior prevaléncia foi a
pressdo arterial elevada. O aumento da pressao arterial em pacientes com SM é

principalmente devido a resisténcia insulinica, que causa uma ativacdo do sistema
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nervoso simpatico, do sistema renina-angiotensina-aldosterona e dos niveis de acido
arico (RIVAS VAZQUEZ et al., 2015).

Apoptose

A apoptose, ou morte celular programada, é um processo fisiolégico essencial
para a eliminacéo de células em excesso ou que ndo sao mais necessarias ao organis-
mo, atuando na homeostase dos tecidos. Por outro lado, esse fendmeno também esta
envolvido em condi¢cbes patologicas. Os aspectos que dao caracteristicas distintas a
morte celular programada séo divididos em morfolégicos e moleculares. Entre os
aspectos morfoldgicos, observa-se: a reducdo do volume celular, condensacédo da
cromatina, clivagem de DNA e fragmentacdo da célula em corpos apoptéticos, os
quais sado reconhecidos e fagocitados rapidamente por fagocitos sem ocasionar
resposta imunoldgica. Entre os aspectos moleculares, estédo: a liberacdo de citocromo
¢ da mitocondria, ativacao de caspases, as quais clivam diversos substratos celulares,
levando as células & morte celular (LUCHS, PANTALEAO, 2010).

Na mitocondria, a liberacdo de citocromo ¢ é regulada pelos membros da familia
Bcl-2 que possui proteinas pro e antiapoptoéticas. Em resposta ao estresse, membros
pré-apoptéticos dessa familia sdo translocados do citoplasma para a mitocéndria,
onde promovem a liberag&o do citocromo c celular (LUCHS, PANTALEAO, 2010).

Os marcadores séricos mais confidveis de apoptose e dano oxidativo ao DNA
sdo p53 e 8-OHdG, respectivamente. Evidéncias de estudos relacionados a infarto do
miocardio e insuficiéncia cardiaca em humanos, modelos in vitro e animais, mostram
que a apoptose de midcitos cardiacos pode ser induzida por uma variedade de
estimulos e em varios estados dessas doencas. Enquanto ocorre leséo no infarto do
miocardio e acidente vascular cerebral na area infartada, células adjacentes aos
tecidos danificados sofrem apoptose. Deste modo, o dano celular induz a expressao
de p53 (uma proteina supressora tumoral) que, por sua vez, regula a transcricdo de
varios genes apoptoéticos. A evidéncia de apoptose € demonstrada pela transcricéo
estimulada por p53 do gene proapoptotico BAX e repressdo do gene BCL2
antiapoptotico (NAJAR et al., 2010). Esses genes sdo os reguladores de apoptose
melhor caracterizados atualmente (FERNANDES et al., 2015).
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Gene BCL2

A familia do gene BCL2 é uma rede complexa que regula a apoptose, na qual
alguns dos candidatos podem suprimir a apoptose, enquanto os outros podem induzi-
la (NAJAR et al., 2010). O gene BCL2 estéa localizado no cromossomo 18g21.3, e um
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) do gene promotor, o gendtipo -938C> A
(rs2279115), é conhecido por estar correlacionado com alta expressdo da proteina
Bcl-2 e estd associado ao desenvolvimento de doencas como leucemia linfocitica
cronica (LLC), carcinoma de células escamosas orofaringeas, cancer de prostata e
cancer epitelial de ovéario. Esse polimorfismo funcional encontra-se na regido
promotora inibitéria P2. Os alelos C e A ligam diferentes fatores de transcricdo e
afetam a atividade promotora. O alelo C mostra ligacdo alterada de fatores de
transcricdo, aumento da atividade do promotor inibitério P2 e, portanto, diminuicdo da
expressédo de Bcl-2 (FERNANDES et al., 2015).

A proteina Bcl-2 é originada da translocacdo entre os cromossomos 14 e 18 e
foi descoberta em linfoma folicular humano (LUCHS, PANTALEAO, 2010). Em
mamiferos, a familia Bcl-2 tem ao menos 20 parentes, tendo como destaque 4
proteinas anti-apoptéticas: Bcl-xL, Bcl-w, A1 e Mcll, e dois grupos de proteinas
promotoras de apoptose: Bax e BH3 (FONSECA, 2013).

Em estudos ligados ao cancer, a proteina Bcl-2 foi inicialmente identificada
como uma proteina reguladora anti-apoptética, mas também serve como um inibidor
da proliferagdo. A funcdo da Bcl-2 na tumorigénese é ambigua, visto que o efeito
antiapoptotico pode ser oncogénico, enquanto o efeito antiproliferativo se mostra
como supressor de tumor. Essa atividade parece variar de acordo com o tecido em
gue se encontra, e da mesma forma, parece explicar a diferenca da expressao de Bcl-
2 dependendo do tipo de cancer (FERNANDES et al., 2015).

Gene BAX

Bax é uma proteina proé-apoptética e controla a apoptose através da regulacao

da permeabilizacdo da membrana externa mitocondrial. Essa permeabilizacao
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provoca liberacédo de citocromo C, fator indutor de apoptose (AlF) e outras moléculas
pré-apoptéticas, que promovem a ativacdo de caspases apoptéticas (comoa 3,ab6 e
a 7), resultando assim, em morte celular programada. A proteina Bax pode formar
homodimeros que promovem a morte celular, ou, pode formar heterodimeros com Bcl-
2 ou Bcl-xL, inibindo dessa forma a apoptose. O papel apoptotico de Bax depende da
proporcao de Bcl-2, no qual, a baixa quantidade induz maior atividade apoptotica de
Bax (FONSECA, 2013). O aumento da expressao de BAX pode contribuir para um
melhor prognostico da apoptose em varios tipos de cancer, como carcinoma
hepatocelular, cancer colorretal e carcinoma nasofaringeo (FERNANDES et al., 2015).
O gene BAX foi mapeado no cromossomo 19g13.3. Um SNP localizado dentro da
regido nao traduzida do promotor BAX-248G, -248A (rs4645878), foi descrito, e 0 alelo
A foi relatado como associado tanto a reducdo da expresséo da proteina Bax quanto

a sensibilidade a leucemia linfocitica crénica (FERNANDES et al., 2015).

Assim como BCL2, o papel de BAX em canceres ainda é controverso. Certos
tipos de céncer tém como mecanismo a estimulagdo da degradacdo de p53 e
consequente inibicdo do efeito apoptotico do BAX pdés-transcricionalmente,
contribuindo com a proliferacdo celular desenfreada (FERNANDES et al., 2015).
Porém, apresenta certa participacdo em outras doenc¢as. Em um estudo feito por Najar
e colaboradores (2010), foi observada up-regulation de BAX e down-regulation de
BCL-2 em pacientes com infarto agudo do miocéardio. Isso mostra uma possivel
relacdo entre 0s genes pro-apoptoticos como BAX e complicacdes cardiovasculares

relacionadas a SM.
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JUSTIFICATIVA

De acordo com uma meta-analise feita por Sahu e Choudhuri (2013) o
polimorfismo BAX — 248 G/A néo € um importante fator de risco para o cancer, apesar
de ser estudo de diversos tipos de cancer, como leucemia linfocitica crénica, cancer
de pulméo, cancer de mama e cancer gastrointestinal. No entanto, estudos adicionais
bem planejados, com amostras maiores, com foco em diferentes etnias e tipos de
cancer, sdo necessarios para validar ainda mais os resultados. O gene BAX, por
configurar-se como pré-apoptético, foi estudado como parte de uma possibilidade de
abordagem terapéutica do infarto agudo do miocardio (IAM). Nesses pacientes, ele
apresenta up-regulation, de forma que, inibindo esse aumento, a apoptose durante a
recuperacdo dos pacientes também é diminuida, melhorando assim o (NAJAR et al.,
2010).

Diante da vasta gama de alteracbes metabdlicas que a Sindrome Metabdlica
causa, entre elas, aumento da susceptibilidade a problemas cardiovasculares,
aumento de tolerancia a glicose e alteracdes metabdlicas em geral (AZAMBUJA et al.,
2015), é de extrema importancia que esta doenca seja estudada, a fim de evoluir a
pesquisa sobre um possivel tratamento, diagnostico, predisposicbes e afins,
produzindo assim, medidas de controle de risco. Dessa forma, é necessario avaliar o
processo envolvido e verificar uma possivel associacdo entre o gene BAX e a

presenca desta sindrome.
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OBJETIVOS

Objetivo geral
Verificar a possivel relagdo entre o polimorfismo do gene BAX — 248 G/A e o

acometimento de Sindrome Metabdlica em pacientes idosas.

Objetivos especificos

Pesquisar literatura relacionada e fazer um levantamento sobre o polimorfismo
do gene BAX, descrevendo suas caracteristicas especificas. Realizar estudo da
Sindrome Metabdlica e investigar possivel associacdo entre o gene BAX e as

caracteristicas clinicas da doenca.
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Resumo

Hipertensdo arterial sistémica (HAS), Diabetes Mellitus (DM) e distarbios
lipidicos s@do os componentes principais da doenca conhecida como Sindrome
Metabolica (SM). Sua definicdo ainda é levemente difusa, tendo variacées de acordo
com a organizacéao que a define e o ponto de partida utilizado. Sua prevaléncia € mais
elevada em pessoas idosas, por conta das alteracdes metabdlicas sofridas com o
passar dos anos, e esta intimamente ligada com o modo de vida que determinada
populacdo estudada leva, como habitos alimentares, frequéncia da préatica de
exercicios fisicos e cuidados com a saude. A influéncia genética ainda € estudada,
mas estudos incluem certos tipos de genes que podem ter relagdo com um ou mais
de seus componentes. Um exemplo estudado é o gene BAX, um gene pré-apoptético
pertencente a familia BCL-2, que ja foi anteriormente citado em estudos relacionados
a alteracdes cardiacas e vasculares, além de apoptose de organelas responsaveis por
fungbes metabdlicas no organismo. Tendo como objetivo avaliar o nivel de correlagédo
entre o polimorfismo BAX -248 G/A (rs4645878) e a SM, foi feito este estudo do tipo
caso-controle com um grupo de 94 pacientes do sexo feminino, com idade igual ou
maior a 60 anos, participantes do programa de Estratégia de Saude da Familia do
Distrito Federal. Observou-se que se tratando da variavel hipertensdo dentro da
Sindrome Metabdlica, 35,2% das pacientes do grupo caso (n = 25) manifestaram a
presenca do alelo mutante. Quanto a variavel diabetes relacionada a SM, esse
resultado foi de 38,8% das pacientes (n = 19). Essa diferenca estatistica apresentada
sugere uma possivel influéncia do gene BAX em alteracdes metabdlicas presentes na
doenca, provavelmente tendo relagdo com seu mecanismo apoptético. Acredita-se
que seja necessario um aprofundamento no estudo da doenca e de sua relagdo com
0 gene, além de melhorias nas politicas publicas de saude, a fim de assegurar a

prevencéao, o diagnostico e o tratamento adequado.

Palavras-Chave: Polimorfismo. BAX. Sindrome Metabdlica. Hipertenséo.

Diabetes.
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Abstract

Hypertension, diabetes and lipid disorders are the main components of the
condition known as Metabolic Syndrome (MS). Its definition is still slightly diffuse, with
variations according to the organization that defines it and the starting point used. Its
prevalence is higher in older people, due to the metabolic changes suffered over the
years, and is closely related to the lifestyle that a especific studied population has,
according to their eating habits, frequency of physical exercise and health care.
Genetic influence is still researched, but studies include certain types of genes that
may relate to one or more of its components. A studied example is the BAX gene, a
pro-apoptotic gene belonging to the BCL-2 family, which has been previously
mentioned in studies related to cardiac and vascular changes, as well as apoptosis of
organelles responsible for metabolic functions in the body. The BAX -248 G / A
polymorphism (rs4645878) is a BAX gene-related single nucleotide polymorphism
(SNP) that is characterized by the presence of guanine nucleotides in the wild allele
and adenine in the variant allele (exchange of base G for A). , and is found in the 5
‘'untranslated region, in the promoter region -248 of that gene. Aiming at evaluating the
correlation level between the BAX -248 G / A (rs4645878) polymorphism and MS, this
case-control study was conducted with a group of 94 female patients aged 60 and
over, participants in the Family Health Strategy program from Distrito Federal.
Regarding the hypertension variable within the Metabolic Syndrome, 35.2% of the
patients in the case group (n = 25) manifested the presence of the mutant allele. For
the diabetes variable related to MS, this result was 38.8% of the patients (n = 19). This
statistical difference suggests a possible influence of the BAX gene on metabolic
alterations present in the disease, probably related to its apoptotic mechanism. It is
believed that further study of the disease and its relationship with the gene is
necessary, as well as improvements in public health policies to ensure prevention,

diagnosis and proper treatment.

Keywords: Polymorphism. BAX. Metabolic Syndrome. Hypertension. Diabetes.
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Introducéo

A Sindrome Metabdlica € um conjunto de fatores de risco cardiometabdlicos,
no qual os principais componentes sdo: resisténcia insulinica (RI), distdrbios
cardiovasculares e distirbios lipidicos [U. Antes de ser chamada assim, ja teve outros
nomes, como Sindrome X, Sindrome de Reaven e Sindrome de Resisténcia a Insulina
2. Sua definicdo pode variar de acordo com o critério, mas o ponto em comum em

todos é a disfun¢do metabdlica presente.

Por se tratar de uma doenca estritamente ligada aos habitos alimentares e a
obesidade, seu aumento das Ultimas duas ou trés décadas é visivel, visto que de
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a prevaléncia mundial de
obesidade dobrou nas ultimas 3 décadas e pelo menos um terco dos adultos com mais
de 20 anos tem sobrepeso ou obesidade. Além disso, a prevaléncia deste conjunto
também aumenta com a idade, por isso é maior entre a populacao idosa, com 65 anos

Oou mais.

Em decorréncia de sua causa multifatorial, ndo se sabe exatamente a etiologia
de suas causas. Como dito anteriormente, a obesidade é um fator de extrema
relevancia no curso da doenca. Os mecanismos pelos quais a obesidade gera
hipertenséo arterial sisttmica (HAS), por exemplo, séo, inicialmente, o aumento da
absorcdo de sédio na alca de Henle e 0 aumento da presséo arterial para excretar
sédio (natriurese por pressdo). Em um dos tipos de causas da diabetes
(hiperinsulinemia), ocorre o aumento da ativagao da renina-angiotensina-aldosterona,
a compresséao da gordura perirrenal e a invasdo desta na medula, como também o
aumento da atividade simpatica, consideradas as causas da natriurese por pressao e
0 aumento da absorgéo tubular de sédio. Como uma forma compensatoria, ha um
aumento na filtracéo glomerular, que acaba sendo insuficiente quando comparada ao
aumento da reabsorcao tubular 2. Isso prova a correlagdo entre trés componentes da

SM, que estéo interligados entre si.

A apoptose ocorre através de duas principais vias, extrinseca e intrinseca. Na
via intrinseca, a integridade da membrana externa mitocondrial estd comprometida;
isto leva a liberacdo do citocromo C e desencadeia o programa apoptético. E
amplamente relatado o envolvimento dos membros da familia BCL2 na regulacéo do

progresso da apoptose celular.
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Genes transcricionais anti-apoptoticos e pro-apoptéticos como BCL2 e BAX,
respectivamente, fazem parte dessa familia. O gene BAX ((Bcl)-2-like protein 4)
funciona como um gene apoptotico que leva a liberacdo do citocromo C e promove
apoptose. Por outro lado, BCL2 actua como um gene anti-apoptotico e impede a morte
associada a apoptose. A interacdo entre proteinas apoptoéticas e anti-apoptoéticas

determina a sobrevivéncia das células .

A proteina Bcl-2 esta localizada principalmente na membrana mitocondrial,
membrana nuclear e membrana lisa reticulo endoplasmatico nas células e pode inibir
a apoptose celular de uma variedade de causas. A proteina Bax € distribuida
principalmente no citoplasma e migra do citoplasma para a membrana mitocondrial
quando as células recebem sinais apoptéticos, levando a danos a membrana

mitocondrial e apoptose.

Apoptose e inflamacédo sao fatores que contribuem para a hipertrofia cardiaca
e para a remodelacédo vascular na Hipertenséo Arterial Sistémica. A apoptose reduz a
namero de células do miocardio, reduzindo a contratilidade miocardica, o que sustenta

o papel da apoptose no desenvolvimento e progressao das doencas cardiacas P!,

Estudos reportam o aumento da expressdo de Bax na apoptose do tecido
cardiaco [®. Além disso, com a desregulacdo da apoptose, desenvolve-se uma
disfuncdo mitocondrial. As mitocdndrias sdo organelas com papéis em atividades
metabdlicas, como metabolismo de &cidos graxos e glicélise. Como resultado da
disfuncdo mitocondrial, os distirbios metabdlicos - como resisténcia a insulina e

diabetes mellitus tipo 2 — se desenvolvem [],

O aumento da idade € um fator que colabora para o desenvolvimento da doenca
devido ao maior risco cardiovascular e de diabetes. Fora isso, varios estudos
demonstraram que a cessagdo da menstruacdo provoca aumento no risco
cardiovascular em mulheres, resultado de uma deficiéncia de hormdnios
cardioprotetores e estrogenos. Além disso, nessa fase (a partir da menopausa)
ocorrem alteracdes metabdlicas, como elevacdes do colesterol total, das lipoproteinas
de baixa densidade e dos triglicerideos e diminuigdo das lipoproproteinas de alta

densidade.

Por outro lado, a menopausa tem um papel proeminente no aumento da

pressédo arterial, uma vez que a reducdo do estradiol e do estrogénio provoca
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disfuncéo endotelial e rigidez arterial e, consequentemente, o0 aumento da ativacao

simpatica que favorece o aumento da renina e angiotensina Il 18,

Objetivo

O seguinte estudo tem como objetivo analisar o padrdo de presenca do
polimorfismo do gene BAX em pacientes idosas do Distrito Federal portadoras de
Sindrome Metabdlica diagnosticadas com HAS e/ou DM, e comparar com 0s controles

normotensos e normoglicémicos.

Materiais e Métodos

O presente estudo se trata de um estudo observacional, descritivo de caso-
controle, no qual, para sua elaboracéo, participaram 94 pacientes idosas, com idade
2 a 60 anos, das quais 71 possuiam HAS, contra 23 do grupo de controles
normotensos, e 49 possuiam diabetes, contra 45 do grupo controle normoglicémicos.
Todas fazem parte do programa de Estratégia de Salde da Familia (ESF), incorporado
no tratamento de pacientes das Unidades Basicas de Saude 06 e 08 de Ceilandia —
DF. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Secretaria de
Estado de Saude do Distrito Federal conforme o ANEXO 1.

Critérios de incluséo utilizados para a escolha das pacientes

Foram considerados como critérios de inclusdo do grupo caso: pacientes do
sexo feminino, com idade igual ou superior a 60 anos, diagnosticadas com SM que
possuiam HAS e/ou DM, e que fazem parte da ESF.

Andlise laboratorial

Foi feita a coleta de 10 mL de sangue venoso de cada paciente, para que
posteriormente fosse feita a extragdo de DNA. O kit utilizado para tal foi o Invisorb Spin
Blood Mini Kit (250) da empresa Invitek (catdlogo #CA10-0005, lote #1031100300,
Alemanha). A partir dai, a concentracao de DNA foi mensurada pelo espectrofotdmetro
NANODROP Technologies Inc., Wilmington, DE, USA, tendo como alcance uma

concentracdo meédia de 20 ng/pL.
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Apés a extracdo, utilizou-se da técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase), que consiste na amplificacdo de um fragmento especifico de DNA em
milhdes de vezes, para a genotipagem de BAX (248 G>A). Para que fosse feito o
processo, houve um preparo de um master mix contendo as seguintes quantidades

de reagentes:

— 4,0 yL de DNA gendmico na concentragéo de 2,5 ng/uL;
— 2,5uL de tampéo 10X Taq Pol,;
— 0,5 pL de MgClz, 0,5 pL de dNTPs;
— 0,5 pL de Tag-Polimerase;
— 1,5uL de cada oligonucleotideo (forward e reverse);

— Q.S.p. agua ultrapura para um volume final de 25 uL por reacgéo.
Posteriormente, as amostras foram submetidas ao processo no termociclador Techne

modelo TC-512.

As condicdes de termociclagem foram as seguintes: 94°C por 2 minutos
(desnaturacéo inicial), seguida por 35 ciclos de desnaturacao a 94°C por 30 segundos,
acompanhada de 60°C por 45 segundos, para o anelamento dos oligonucleotideos e
72°C por 30 segundos para a extensao dos fragmentos. A extensao final realizada
levou 72°C por 10 minutos. Estes oligonucleotideos flanqueiam o gene BAX e

amplificam um fragmento de DNA de 109 pb Pl

Tabela 1 — Oligonucleotideos utilizados no processo de PCR

5-TGG AGC TGC AGA GGATGA TTG- Forward

3,

5-GAA GTT GCC GTC AGA AAA CAT Reverse
G-3

Fonte: Autora.

Apés esse processo, para obtencdo de marcadores polimorficos, os produtos
da PCR podem ser digeridos por enzimas de restricdo gerando fragmentos de
tamanhos variados denominados RFLP (Polimorfismo de Comprimento de
Fragmentos de Restricdo). As enzimas de restricdo clivam o DNA em locais
especificos, denominados sitios de restricdo (SCHINCARIOL, 2011). Com isso, 0

produto da PCR foi digerido com a enzima Mspl (New England Biolabs, Inc. Beverly,
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MA, USA). O alelo ancestral (G) cria um novo sitio de restricao, e o fragmento de 109
pb é clivado em dois de 89 pb e 20 pb; o alelo polimorfico (A) ndo é clivado pela
enzima. Para montagem do sistema de digest&o, foram utilizados: 10,0 pL da PCR,;
2,0 pL de tampé&o 10x CutSmart® Buffer (Biolabs); 1,0 pL de enzima Mspl (10U/uL),
completando com agua Milli-Q para um volume final de 20 pL por reacao. O sistema

foi mantido a 37°C por 2 horas.

Os produtos da PCR passaram posteriormente por uma corrida eletroforética
em um gel de agarose a 3%, contendo o corante brometo de etidio e em uma poténcia
de 100W por 20 minutos.

Processamento de dados

Para processamento de resultados, tanto o perfil genético dos individuos
quanto suas manifestacdes clinicas foram analisados no programa SPSS, versdo
25.0, visando observar se realmente houve associacéo entre o polimorfismo estudado

e a SM nas pacientes. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).

Resultados

Utilizando-se como fundamento dos calculos o teste qui-quadrado de Pearson e o
teste exato de Fisher, os resultados obtidos sdo esquematizados em tabelas a seguir.
Ao se avaliar a genotipagem e associar com a presenca ou nao de HAS foi possivel
observar que 64,8% (n = 46) das mulheres que possuem HAS manifestam o genétipo
G/G, 29,6% (n = 21) manifestam o genoétipo G/A e 5,6% (n = 4) manifestam o genétipo
A/A. Quando se trata das 23 pacientes com auséncia de HAS, 95,7% manifestam o
gendtipo G/G (n = 22), 4,3% (n = 1) manifesta o genétipo G/A e nenhuma manifesta o

genatipo A/A (p = 0,016), como observado na Tabela 2. Houve diferenca estatistica.
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Tabela 2 - Distribuicdo da frequéncia genotipica do polimorfismo BAX G/A (-248) e da

manifestacdo de Hipertenséo Arterial Sistémica.

Hipertensé&o Arterial Sistémica
sim nao
n % n % p
BAX G/A (-248) G/IG 46 648% 22 95,7% 0,016*
G/IA 21  29,6% 1 4,3%
A/A 4 5,6% 0 0,0%

Total: 71 23

*diferente estatisticamente
Fonte: Autora.

Com relacdo ao componente Diabetes Mellitus, expresso na tabela 3, das 49
pacientes que apresentam a doenca, 61,2% (n = 30) manifestam o genoétipo G/G,
30,6% (n = 15) manifestam o gendtipo G/A e 8,2% (n = 4) manifestam o gendtipo A/A.
Quanto as pacientes com auséncia de diabetes (n = 45), 84,4% (n = 38) possuem o
genotipo G/G, 15,6% (n =7) possuem o gendtipo G/A e nenhuma manifesta o genétipo

A/A (p = 0,021). Houve diferenca estatistica.

Tabela 3 - Distribuicao da frequéncia genotipica do polimorfismo BAX G/A (-248) e da
manifestacédo de Diabetes.

Diabetes Mellitus
sim nao
n % n % p
BAX G/A (-248) GI/G 30 61,2% 38 84,4% 0,021*
G/A 15 30,6% 7 15,6%

A/A 4 8,2% 0 0,0%
Total: 49 45

*diferente estatisticamente
Fonte: Autora.

Para avaliar a associagdo entre a presenca do genétipo selvagem contra
presenca de pelo menos um alelo mutado, dicotomizou-se ambas as patologias
associadas ao polimorfismo BAX G/A (-248) . Pode-se observar que 46 pacientes com

HAS (64,8%) possuem o0 genoétipo G/G e 25 pacientes (35,2%) manifestam o alelo
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mutante A (G/A e A/A). Quanto a auséncia, 22 pacientes (95,7%) manifestam o
genadtipo G/G enquanto 1 (4,3%) manifestam o alelo A (G/A e A/A) (p = 0,004, OR =
11,95e IC =1,520 — 94,033), como pode ser observado na Tabela 4. Houve diferenca

estatistica.

Tabela 4 - Distribuicdo dicotomizada da frequéncia genotipica do polimorfismo BAX

G/A (-248) e da manifestacao de Hipertensao Arterial Sistémica.

Hipertenséo Arterial

Sistémica
sim nao
n % n % p OR IC
BAX G/A (- GIG 46 64,8% 22 95,7% 0,004* 11,95 (1,520 -94,033)
248) G/A+A/A 25 352% 1 4,3%
Total: 71 23

*diferente estatisticamente
Fonte: Autora.

Na Tabela 5 é possivel observar que 30 pacientes com DM (61,2%) manifestam
0 gendtipo G/G, enquanto 19 pacientes (38,8%) manifestam os genoétipos G/A e A/A.
Com relacdo a auséncia de diabetes, 38 pacientes (84,4%) manifestam o gendétipo
G/G e 7 pacientes (15,6%) manifestam os genoétipos G/A e A/A (p = 0,011, OR = 3,43
e IC =1,277 a 9,252). Houve diferenca estatistica.

Tabela 5 - Distribuicdo dicotomizada da frequéncia genotipica do polimorfismo BAX
G/A (-248) e da manifestacao de Diabetes.

Diabetes Mellitus

sim nao
. % 0 % p OR IC
BAX G/A GIG 30 61,2% 38 84,4% 0,011* 3,43 (1,277 - 9,252)
(-248) /A + AIA 19 38,8% 7 156%
Total: 49 45

*diferente estatisticamente
Fonte: Autora.
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Discusséo

Este estudo foi o primeiro a investigar a associagcdo do polimorfismo do gene
BAX com as caracteristicas clinicas da Sindrome Metabdlica em uma amostra da
populacao brasileira. Haller e Singer utilizaram o termo "sindrome metabdlica” em
publicacdes em alemao onde relataram suas observacfes em estudos feitos com
pacientes com dislipidemia. Haller incluiu obesidade, diabetes, hiperlipoproteinemia,
gota e figado gorduroso na sindrome, enquanto Singer incluiu os 4 primeiros
componentes mas acrescentou HAS. Professor Phillips (Columbia University)
percebeu que havia uma coexisténcia do metabolismo prejudicado da glicose com
hiperinsulinemia, hiperlipidemia e HAS, o que levava ao aumento do risco de infarto

do miocardio (IM) [2,

Visto que a HAS e a diabetes sdo componentes presentes desde 0s conceitos
iniciais da doenca, o foco deste trabalho foi em ambos os fatores, visando verificar sua
presenca quando relacionado ao polimorfismo G/A do gene BAX. De acordo com 0s
valores de p apresentados nas tabelas (p < 0,05 em todas), p6de-se observar

diferenca estatisticamente significante entre os grupos caso e controle.

Essa diferenca de expresséao do polimorfismo especifico do gene nas pacientes
do grupo caso possivelmente esta relacionada com o seu mecanismo pré-apoptotico,
que esta presente na fisiopatologia da HAS, além de provocar danos mitocondriais
responsaveis por distirbios metabdlicos, como os causadores da dislipidemia e,

principalmente, da diabetes.

Em estudo feito com pacientes com psoriase com e sem Sindrome Metabdlica,
resultados mostraram aumento significante do nivel de expressdo de BAX nos
pacientes que possuiam SM [/, Se tratando de um de seus componentes principais, a
hipertenséo, de acordo com Liu e colaboradores (2019) em estudo feito com pacientes
com insuficiéncia cardiaca, ha o aumento de BAX e diminuicdo de BCL-2 em eventos
cardiacos, indicamento o0 aumento da apoptose nos miocitos durante o0s
acontecimentos Bl. Outra pesquisa feita por Najar e colaboradores demonstra que
houve uma up-regulation de BAX em pacientes que ja tiveram episdodios de infarto do

miocardio em relacdo a pacientes saudaveis, reafirmando esta hipétese 19, Da
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mesma forma pudemos observar no presente trabalho, onde houve aumento do risco

de hipertensao para as pacientes com o polimorfismo mencionado.

Um estudo em pacientes diabéticos utilizando fitofarmacos antidiabéticos
apresentou como resultado um down-regulation da expresséo de BAX (a nivel de gene
e proteina). O equilibrio entre as moléculas anti e pré-apoptoéticas foi medido pela
razdo BAX / BCL2, e tem um papel importante no destino das células diante de
condicdes estressantes. Como resultado do estudo, houve a diminuicdo dessa
proporcdo na presenca do farmaco na cultura de ilhotas pancreaticas humanas,
demonstrando o processo de apoptose de BAX em células presentes nas ilhotas

pancreaticas 4.

Como esta sindrome apresenta conhecidos fatores de risco cardiovascular e
cardiometabdlico, nos quais o efeito dos diferentes fatores € sinérgico e multiplicativo,
de forma a amplificar os efeitos individuais, muitas vezes ndo é possivel estabelecer

uma relacdo de causa-efeito entre os fatores isolados e a SM.

Concluséo

A partir das analises estatisticas feitas neste estudo, conclui-se que individuos
portadores da mutac&o possuem maior risco de terem hipertenséo e diabetes quando
portadores de SM. Devido ao impacto desses fatores de risco na saude da sociedade,
a necessidade de mudancas urgentes na educacdo em saude da populacédo e nas
politicas de saude é 6bvia. Com a comprovacdo da diferenca estatistica presente, é
fundamental que novos estudos com o gene BAX sejam feitos, além dos estudos sobre
prevaléncia da doenca, a fim de se aprofundar o conhecimento em torno dessa doenca
de diagndstico ainda impreciso, para assim, organizar e implementar as estratégias

preventivas e de tratamento.
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ANEXO Il = Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE
Abordagem das Condi¢cdes Cronicas Nao Transmissiveis na Atencao
Priméria a Saude
O (a) Senhor (a) esta sendo convidada a participar do projeto: Abordagem das
Condicbes crbnicas ndo transmissiveis na atencdo primaria a saude.
O nosso objetivo € 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 omisséao total de quaisquer informacdes que
permitam identifica-lo (a).

A sua participacdo serd através de uma avaliacdo realizada na Faculdade de
Ceilandia da Universidade de Brasilia (FCE-UnB) para: medida de sua composicéo
corporal pelo DXA, uma balanga, 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
introducéo da agulha para a retirada do sangue e, eventualmente, a formacéao 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. Serd respeitado o tempo de
cada um para respondé-lo. Depois sera 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 estarao sempre
disponiveis a vocé. Caso seja de seu desejo, os resultados seréo discutidos com vocé

pela equipe deste trabalho. Sua participacdo podera ainda ajudar no maior
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conhecimento sobre Condicdes Crénicas Nao Transmissiveis, principalmente em
relacdo as causas genéticas da doenca.

Sua participacdo € voluntaria e ndo 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 ndo participar, isto ndo afetard o seguimento e
tratamento normal nem o seu relacionamento com seu médico. Conforme previsto
pelas leis brasileiras vocé nédo recebera nenhum tipo de compensagéo financeira pela
sua participacéo 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¢c6es 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 duvida em relacdo a pesquisa, por favor telefone
para: Dar(a). Marina Morato Stival, na instituicAo 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
davidas com relacédo 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 IlIl - Termo de Guarda de Material Bioldgico

Termo de guarda de material biologico de todos os participantes da

pesquisa.

Termo de Guarda de Material Biologico

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 bioldgico. 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. Izabel 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 tera acesso aos resultados dos seus exames.

O sangue serd utilizado somente em pesquisas que tenham como objetivos
verificar a frequéncia de determinadas sequéncias no DNA (material genético que
informa como nosso corpo € 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 informacdes estardo sempre a sua disposi¢cao, 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 biolégico do banco onde se encontra armazenado.

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

Etica em Pesquisa.
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Eu, , RG ,ap0s receber

uma explicacdo completa dos procedimentos envolvidos na guarda de material
biolégico, 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:

49

Sexo: F( ) M( )
Telefone:

Data de Nascimento: / / Idade: anos

Estado Civil:

Endereco:

Nacionalidade: Naturalidade:

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

Nivel de escolaridade:

Ocupacgéo:

Possui familiares: ( ) Sim () Néao
Filhos:

Renda mensal: Renda familiar:

Reside em casa: () propria () alugada ( ) cedida

NUmero de moradores na casa:

Religido:

Diagnostico: () HAS Tempo de diagnéstico: ( )DM Tempo de

diagndstico:

Tipo de DM: () Insulino-dependente () N&o Insulino-Dependente
Outras doencas:

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

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

Etilista? ( ) Ndo. ( ) Sim. H& quantos anos?

Realiza exercicios fisicos? () Ndo. () Sim. Com que frequéncia?

Tipo de exercicio:

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

Agua: mL Refrigerantes: mL Sucos: mL Outros: mL

3- Alimentacao
N° de refeicbes por dia:
Tem restricdo alimentar? ( ) N&o. ( ) Sim. Se sim, a qual alimento?

Faz dieta alimentar? ( ) Nao. ( ) Sim.

4- Sexualidade

( )Ativa ( )Inativa ( ) Uso de preservativo () Mais de um parceiro

5. Antecedentes familiares
() Diabetes ( ) Hipertensao arterial ( ) Cardiopatias ( ) Neoplasias

Outros:

6. Antecedentes ginecoldgicos

Menarca: Menopausa:
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Anexo V — Normas da revista cientifica de escolha para publicacdo — Jornal

Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML)

Instrugdes aos autores

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML), continuacao
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,
comunicacdes 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 sera enviado para, pelo menos, dois avaliadores
independentes, pares cientificos, de renome e com conhecimento especifico na area
contemplada pelo artigo. ApGs andlise pelos avaliadores, o editor-chefe do JBPML
entrara em contato com o autor principal comunicando 0s passos a serem seguidos

na aceitagcéo do trabalho para publicacdo ou sua eventual rejeicéo.

Etica

Estudos realizados com seres humanos, incluindo oOrgdos e/ou tecidos
isoladamente, bem como prontuarios clinicos ou resultados de exames clinicos,
deverdo estar de acordo com a Resolug¢do 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

Quando pertinente, o trabalho enviado devera ser acompanhado de consentimento,

por escrito, do paciente e de copia da aprovacao (certificado) do comité de ética da
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instituicdo onde foi realizada a pesquisa, em consonancia com a Declaracdo de
Helsinki, 1989.

Nos trabalhos experimentais envolvendo animais, devem ser respeitados o0s
principios éticos de experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA) e as normas estabelecidas no Guide for Care and Use of Laboratory
Animals (Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences,
National Research Council, Washington, D.C., 1996).

As drogas e substancias quimicas eventualmente utilizadas na realizacdo do
trabalho devem ser identificadas com precisdo. Nao devem ser utilizados nomes ou
iniciais do paciente nem informados nomes comerciais, de empresas e/ou registros de

hospitais.

Responsabilidade da autoria e conflito de interesses

De acordo com as diretrizes elaboradas pelo International Committee of
Medical Journal Editors (ICMJE), atualizada em 2013, a autoria deve ser validada
para: a) concepcdo e projeto do trabalho ou aquisicdo, andlise e interpretacdo dos
dados; b) redacao inicial do artigo ou revisao critica do seu contetdo; c) aprovagao
final da versdo para publicacdo; d) responsabilidade para todos os aspectos do
trabalho, garantindo que questdes relacionadas com acuracia ou integridade de
qualquer parte do trabalho sejam adequadamente investigadas e analisadas. Todos
os autores listados no artigo devem preencher os quatro critérios de validacdo de
autoria para serem designados como tal. Os participantes do trabalho que nao
preencherem os quatro critérios devem ser incluidos na secc¢do de Agradecimentos
(Acknowledgements). O autor principal deve especificar a contribuicdo de cada um

nas diferentes etapas do estudo.

Do mesmo modo, o autor principal deve declarar ou negar a existéncia de
possiveis conflitos de interesse. Caso exista algum conflito, ele deve ser especificado

como nota no final do artigo.
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Titulacéo

O nome dos autores devera ser referido da seguinte forma: primeiro nome e
altimo sobrenome serdo grafados por extenso e nomes intermediarios serao
abreviados. Acrescentar apds o nome de cada autor seu respectivo ORCID. Deve-se
inserir nos créditos apenas a Instituicdo onde cada autor atua. O nome da instituicdo
sera grafado em portugués ou no idioma do pais sede da institui¢cdo, relacionado por

namero ao nome dos autores correspondentes.

RESUMOS E UNITERMOS

Independentemente do idioma no qual o trabalho foi escrito, devem constar dois
resumos: um em portugués (Resumo) e outro em inglés (Abstract). Os resumos devem
identificar os objetivos, os procedimentos e as conclusdes do trabalho (maximo de 250
palavras para artigos originais e artigos de revisdo; e maximo de 100 palavras para

relatos de caso e comunicagdes breves).

Os unitermos, palavras que representam o assunto tratado no trabalho, devem
ser em numero de trés a seis, utilizando o vocabulario controlado Descritores em
Ciéncias da Saude (DeCS) da BIREME, acrescidos de outros termos, quando

necessario. Devem ser apresentados em portugués e inglés.

Agradecimentos

Devem ser breves, diretos e dirigidos apenas a pessoa ou a instituicdo que
contribuiu substancialmente para a elaboracao do trabalho. Devem ser incluidos apds

as conclusdes e antes das referéncias bibliogréficas.

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.
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A sua estrutura formal deve seguir 0 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 Discussao. Implicacbes
clinicas e limitacbes do estudo devem ser claramente apontadas. Sugere-se 0
detalhamento do tépico Material e Método. Para esses artigos, exige-se a
apresentacdo de resumos estruturados em portugués e inglés, com cabecalhos
obedecendo a apresentacdo formal do artigo: Introducdo, Objetivos, Material e
Método, Resultados, Discussdo, 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

S&o relatos curtos que devem apresentar: 1) dados de estudos preliminares
com achados sugestivos que garantam uma investigagcao mais definitiva; 2) estudos
de replicacéo; e 3) estudos negativos de tépicos importantes. Esses artigos devem ter
até 1.500 palavras, incluir resumo néo estruturado e, no maximo, uma tabela ou figura,

além das referéncias.

Arte na ciéncia

Nesta secdo, serdo aceitas manifestacdes artisticas relacionadas com a ciéncia
e documentacdes cientificas que possam ser consideradas como arte. Incluem-se,
mas nao esgotam as possibilidades, textos literarios, poemas, fotografias, quadros e

figuras.

Artigos de reviséo
Serdo aceitos apenas mediante convite.

Avaliagbes criticas sistematizadas da literatura sobre determinado assunto,

devem incluir conclusdes e ter até 5 mil palavras. A organizacdo do texto, com
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excecao de Introducao, 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 bibliogréficas deve aparecer no final do texto.

Artigos de atualizagéo

Sao trabalhos descritivos e interpretativos com base na literatura recente sobre
a situacdo 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

Séo 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 né&o 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), serédo

consideradas se estiver explicita a frase "para publicacao”.

Referéncias

As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo, e ser
numeradas sucessivamente pela ordem em que sédo mencionadas pela primeira vez
no texto. Devem seguir as normas do Estilo Vancouver. Os titulos dos periédicos

deverao ser referidos na forma abreviada de acordo com o Index Medicus (List of
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Journals Indexed in Index Medicus). Se a lista de referéncias ndo seguir a norma

adotada, os trabalhos serdo imediatamente rejeitados, sem revisao 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.
Comunicagfes pessoais, trabalhos inéditos ou em andamento poderdo ser citados,
quando absolutamente necessarios, mas ndo devem ser incluidos na lista de
referéncias bibliograficas; apenas mencionados no texto ou em nota de rodapé. A lista

de referéncias deve seguir o0 estilo dos exemplos abaixo.

Exemplos:

» Artigos de periédicos (um s6 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 periddicos (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 periédicos (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.
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* L jvros no todo (dois autores)

Eyre HJ, Lange DP. Informed decisions: the 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 organizagbes
ambientais em matéria de meio ambiente. In: Sdo Paulo (Estado). Entendendo o meio
ambiente. Sao Paulo; 1999. V. 1. Disponivel em:

http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm.

» Evento em meio eletrbnico

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 dissertacao

Silva MAL. Estudo da identificacdo de hapl6tipos e a relacdo com as manifestacdes
clinicas em pacientes com doenca falciforme. 2008. [dissertacdo]. Programa de pos-

graduacdo em Ciéncias Médicas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul; 2008.

» Citacées no texto

Devem ser identificadas por algarismos arabicos (nUmeros-indice). Podem também
ser acrescentados o nome do autor e 0 ano. As referéncias com mais de um autor
devem conter o sobrenome do autor seguido da expresséo et al., como, por exemplo,

Higashi et al.
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Tabelas e figuras

As tabelas deveréo ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos
e encabecadas por seu titulo, recomendando-se a néo repeticdo dos mesmos dados
em graficos. Na montagem das tabelas, seguir as normas de apresentacdo tabular
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Estatistica e publicadas pela Fundacéo

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1993).

As ilustracbes (graficos, fotografias, desenhos etc.) deverdo ser numeradas
consecutivamente com algarismos arabicos e citadas como figuras. Devem ser
suficientemente claras para permitir sua producéo. Os gréaficos deverao vir preparados
em programa processador de graficos. Deverdo ser indicados os locais aproximados

no texto onde as ilustracdes serdo intercaladas como figuras.

O SGP aceita a importacdo de tabelas, imagens e graficos em arquivo

eletrbnico nos seguintes formatos: jpg, gif, psd, tif e png.

Abreviacdes e nomes de medicamentos

As abreviagcdes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira
utilizacdo. Empregar o nome genérico de medicamentos e indicar a fonte de

componentes ndo 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

(SI) entre parénteses.

Contato com a secretaria do JBPML
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
Tel.: +55 (21) 3077-1400

e-mail: jopml@sbpc.org.br



