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RESUMO

No Brasil, o diabetes mellitus e hipertensao arterial sdo responsaveis pela primeira
causa de mortalidade e consequentemente de hospitalizagdes, essas doengas ja se
espalharam como uma epidemia invisivel pelo mundo, independente do nivel de
desenvolvimento do pais. Um dos grandes desafios da genética é compreender as
causas das doengas de origem multifatorial, como é o caso da hipertensdo e
diabetes mellitus, principalmente no que diz respeito a identificagdo de genes que
predispdem as doengas, porque, além dos fatores genéticos, o estilo de vida e
fatores ambientais sdo também considerados fatores deflagradores dos principais
sintomas. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi estabelecer um protocolo de
genotipagem, a partir da técnica de PCR para obtengdo do diagnostico do
polimorfismo C825T, presente no gene GNB3, que estaria associado ao fenétipo da
hipertensdo, bem como ao da diabetes, por meio de um teste piloto. Participaram da
pesquisa 5 individuos com histérico de hipertensdo e diabetes familiar, que foram
submetidos a genotipagem através da Técnica de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Foram também observados prontuarios dos pacientes do PSF do
distrito de lgara para observar a ocorréncia dos casos de hipertensdo e diabetes
mellitus confirmando a importancia desse trabalho. Em seguida foi realizada a
andlise de dados demonstrou que a técnica de PCR é um importante instrumento
para identificagdo precoce de gendtipos ligados a suscetibilidade as doengas de
origem multifatorial, pois pode produzir diagndsticos preventivos com mais preciséo,
proporcionando uma orientacdo mais individualizada quanto ao tipo de acéao

terapéutica.

Palavras-chave: Doengas multifatoriais. Polimorfismo C825T. Investigagao

molecular.



ABSTRACT

In Brazil, diabetes and hypertension are responsible for the first cause of mortality
and hospitalilocations, these diseases have spread as an invisible epidemic around
the world, independent of the level of development of the country. One of the great
challenges of genetics is to understand the causes of diseases of multifactorial origin,
as is the case of hypertension and diabetes, especially in respect of the identification
of genes that predispose to disease, because in addition to genetic factors, lifestyle
and environmental factors are also considered factors triggers major symptoms.
Thus, the objective of this work was to establish a genotyping protocol, from the PCR
technique for diagnosis of this gene polymorphism in C825T, GNB3, that would be
associated with the phenotype of hypertension, as well as that of diabetes, by means
of a test pilot. Participated in the survey 5 individuals with a history of hypertension
and diabetes, which were submitted to genotyping through the technique of
polymerase chain reaction (PCR). Medical records have also been observed of the
PSF of the Igara people to observe the occurrence of cases of hypertension and
diabetes confirming the importance of this work. Data analysis showed that the PCR
technique is an important tool for the early identification of genotypes associated with
susceptibility to diseases of multifactorial origin, because it can produce more
accurate diagnoses, providing a more individualized guidance as to the type of

therapeutic action.

Keywords: Multifactorial Diseases. C825T polymorphism. Molecular research.
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1 INTRODUGAO

As doencas multifatoriais sdo o resultado de complexas interagdes entre
fatores genéticos e ambientais, assim sdo também denominadas de doencas
complexas (BOSSONI, OLIVEIRA; 2009). Estudos demonstraram que os transtornos
multifatoriais como a hipertenséo, doengas cardiovasculares e a diabetes mellitus se
desenvolvam por causa da interagdo de multiplos genes com fatores ambientais
e/ou comportamentais (SIFFERT, 2005). No, entanto a identificagcdo de genes e o
estabelecimento de protocolos para a investigagdo de doengas multifatoriais ainda é
um processo em desenvolvimento.

Além dos fatores externos, alguns polimorfismos genéticos podem estar
associados a algumas doencas. E certo que ndo existe uma rota Unica para a
identificacdo e divulgacdo da genética, mas o passo fundamental € chegar a um
gene candidato plausivel que possa ser testado. Quanto mais estudos e divulgagdes
forem feitos, maiores s&o as chances de se encontrar um gene comprovadamente
ligado a predisposicdo a hipertensdo e a diabetes mellitus e que possibilite a
implementagao de medidas preventivas que possam ser realizadas por individuos de
toda populacéo.

Nos dias de hoje a epigenética, um ramo da biologia responsavel por estudar
as interagbes causais entre genes e seus produtos que sdo responsaveis pela
criacdo do fendtipo, vem avangando, com a pretensdo de esclarecer como os fatores
externos podem interferir no funcionamento dos genes, tais como: habitos
alimentares, temperatura, stress, medicamentos, entre outros. Ao contrario de
alguns fatores externos ja bem conhecidos, pouco se sabe sobre quais genes, ou
combinagdes de genes, contribuem efetivamente para a origem das doencgas
multifatoriais.

O gene GNB3 que codifica a subunidade B3 da proteina G tem sido estudado
com o intuito de explicar a relagdo entre polimorfismos associados a este gene e a
ocorréncia de doengas multifatoriais, supra citadas.

A proteina G é constituida por trés subunidades: a, 3, e y, que compdem uma
familia de proteinas envolvidas em inumeras vias de controle metabdlico das

células. Tais proteinas ativam varios receptores transmembranicos e sinalizam
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sistemas intracelulares que regulam a pressao sanguinea, o controle de glicose e a
captacéo de colesterol pela célula (YAMAGISHI, et al. 2006). As subunidades q, B e
y da proteina G formam um complexo que age na ativagao de varias enzimas que
implicam na acao de diversos efeitos biolégicos. Dessa maneira, polimorfismos
presentes nos genes que codificam essas subunidades poderiam alterar o efeito
bioldgico mediado pelas proteinas Gs.

A proteina trimérica de ligacdo, a GTP (proteina G), esta ligada a face da
membrana plasmatica e acopla funcionalmente o receptor a enzimas ou a canais
ibnicos na membrana (GUYTON, HALL, 2002). Quando ocorre alguma mudanca
alélica nessas proteinas, elas podem agir de forma diferenciada. O alelo 825T esta
associado a uma maior atividade destas proteinas, principalmente em pacientes
obesos, diabéticos e hipertensos (SIFFERT, et al. 1998).

Diferentes estudos de controle do caso tém relacionado o alelo 825T a
hipertensao e a diabetes , mas essa é uma discussao recente, e alguns autores nao
confirmam estes resultados. Porém, a hipertensao arterial e a diabetes tem atingido
grande parte da populagdo e essa resposta genética pode ser de grande
significancia. O polimorfismo do C825T da proteina G pode ou nao influenciar na
sensibilidade ao sodio e a condugdo de insulina para dentro das células e
consequentemente na hipertensao e diabetes. Respostas a essa questao poderiam
contribuir significativamente no tratamento dessas doencas.

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é a forma mais sensivel de
amplificar o gene, ou a sequéncia de interesse em um tubo de ensaio. A grande
vantagem da PCR é que sdo necessarios menos procedimentos se comparados, por
exemplo, a clonagem (Clonagem é a producao de individuos geneticamente iguais.
Através de um processo de reproducdo assexuada que resulta na obtencdo de
copias geneticamente idénticas de um mesmo ser vivo), porque na técnica de PCR
consegue-se determinar a especificidade do fragmento desejado.

Tendo em vista a dificuldade encontrada para a investigacdo genética de
doengas multifatoriais este estudo objetivou estabelecer um protocolo para a
genotipagem molecular de genes especificos, descrevendo essa técnica para que
possiveis portadores dessas doengas sejam instruidos precocemente, a mudar seus
habitos para que no futuro possam minimizar os efeitos dessas doencas, ou até

mesmo inibir seu aparecimento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Diagnosticar o polimorfismo C825T, presente no gene GNB3, associado ao fendtipo
da hipertensdo, bem como ao quadro clinico da obesidade e da diabetes mellitus,

através de um teste piloto a partir da técnica PCR.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Quantificar a ocorréncia de hipertensos e diabéticos no distrito de lgara;

o Estabelecer um protocolo de genotipagem que permita uma identificagao
precoce do fator de risco genético em individuos, possiveis portadores de

hipertensao e diabetes.

o Reconhecer a genotipagem de doengas multifatoriais como ferramenta util na

medicina preventiva.

o Contribuir para a popularizagdo do diagndstico molecular entre os érgéaos de

saude da regiao a partir da divulgacédo dos dados obtidos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Proteina G

Em 1971, M. Rodbell propbs a existéncia de um intermediario entre o receptor
transmembrana e a enzima amplificadora intracelular. Esse composto ficou
desconhecido até os anos 1980, quando Alfred G. Gilman conseguiu purificar uma
proteina que apds ser inserida ao meio intracelular, devolvia a funcdo para as
células que apresentavam receptores e enzimas amplificadoras sadias. Essa
descoberta contemplou a Gilman e Rodbell o Prémio Nobel de Fisiologia/Medicina
em 1994. Esse composto proteico foi denominado proteina G e foi extensivamente
descrito por Gilman nos anos seguintes, sendo alvo até hoje de pesquisas
farmacoldgicas. Suas disfungbes sao relacionadas com a etiologia de muitas
doencgas, devido a sua ampla distribuicdo no organismo (KRESGE, SIMONI, HILL.
2005).

As proteinas G fazem parte de uma superfamilia de proteinas que hoje
compreende mais de 50 membros descritos. Sao proteinas que, no estado inativo,
encontram-se acopladas a receptores no meio intracelular e, gragas a propriedades
funcionais e estruturais, quando ativadas por estimulos adequados podem migrar
pelo citosol e ativar enzimas amplificadoras ou canais ibnicos, consumando a
transducdo de sinais, que € o processo de ativacdo dos eventos intracelulares por
estimulos externos (GUILLARD, et al. 2003).

Segundo Alberts, et al., (2010) “as proteinas G sao formadas por trés
subunidades q, B e y. Os alvos dessas subunidades sdo enzimas ou canais idnicos
na membrana plasmatica”. De acordo com Randazzo e Augusto (2011), as
proteinas G sdo compostos de alto peso molecular e ditos heterotriméricos, por
serem formadas por trés polipeptidios distintos, formando o complexo transdutor de
sinais melhor conservado entre os mamiferos. Levam este nome por interagir com
grupos guanilicos guanosina difosfato (GDP) e guanosinatrisfofato (GTP). A proteina
G desempenha papel chave na mediacdo de diversos sinais e participa da

manutengdo de reflexos cardiovasculares. Conforme Siffert (1998) essa proteina
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ativa varios receptores transmembréanicos, como sistemas de sinalizagao intracelular
e regula a presséo arterial.

A subunidade a da proteina G é a melhor conservada entre os mamiferos, bem
como ¢é a fragédo do trimero com maior peso molecular (45 kDa), nela encontrando-se
cinco regides: G1 a G5 (que estéo relacionadas com a ligagdo ao GTP) Existem no
minimo cinco tipos de subunidades 3, que podem ser codificadas por seis genes
conhecidos: 1 a B4 (que apresentam homologia estrutural) e 5, que € um pouco
menor, o que sugere ter diferentes papéis ainda ndo esclarecidos. Ja a subunidade y
apresenta 12 tipos diferentes, sendo conhecidos 12 genes que a codificam. Essas
duas subunidades estdo associadas fortemente por ligagdes ndo covalentes, e
quando se encontram ligadas a subunidade a, configuram o estado inativo da
proteina G (HSIN et al., 1998).

As proteinas G e seus receptores constituem papel crucial na sobrevivéncia
celular, haja vista os achados evolutivos que comprovam sua presenga em
organismos primitivos e perduram até os organismos mais complexos. Dessa forma,
a transducéao de estimulos externos em sinais intracelulares € comprovadamente um
dos fatores de grande importancia para a perpetuagao das caracteristicas viaveis na
escada evolutiva (RANDAZZO, AUGUSTO, 2011). Tendo em vista seu papel
abrangente, disfungdes nessa estrutura sdo responsaveis por estados patologicos
diversos, que em muitos casos se mostram tdo importantes quanto sua prépria
funcao fisioldgica. Estudos que correlacionem a anormalidade dos complexos
transdutores com processos patoldégicos podem ser a base para descobertas
farmacologicas empregadas na terapéutica de muitas doencas.

3.2 Polimorfismo

3.2.1 GNB3 e o polimorfismo C825T

Poucas areas tém evoluido tdo significativamente como a que estuda a
identificacdo de genes de doengas humanas. Antes de 1980, poucos genes

humanos haviam sido identificados como l6cus de doengas (STRACHAN, 2002).
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O polimorfismo genético € descrito como situagcdes especiais em que se torna
possivel observar diferentes formas alélicas de um mesmo I6cus génico. De acordo
com o instituto Hermes Pardini, o gene GNB3, que codifica a subunidade B3 da
proteina G apresenta um polimorfismo denominado 825T, que esta relacionado a
ocorréncia de um splicing (encaixe) alternativo. Estudos independentes mostraram
que o genotipo 825TT do GNB3 contribui para um alto risco de hipertensao, diabetes
e obesidade em brancos e negros.

Siffert et al. (1998), foram os primeiros estudiosos a mostrar que o polimorfismo
C825T presente no gene GNB3 estava associado com a hipertensdo. O
polimorfismo envolve uma substituicdo entre os nucleotideos C (citosina) por T
(timina), na posigédo 825 no éxon 10 do gene, da subunidade 3 (GNB3) da proteina
G (DONG, et al. 2009).

O alelo 825T associa-se ao aumento da massa corporal e retencédo de peso na
populagcdo geral e, principalmente em mulheres primiparas, sendo este efeito
minimizado com atividades fisicas regulares. A hipertensao tem um risco aumentado
de 2 a 6 vezes pela obesidade, o que reflete uma maior importdncia deste
polimorfismo (INSTITUTO HERMES PARDINI, 2009). Segundo Gonzalez e
colaboradores (2001). Ocorre uma disparidade muito grande de resultados quando
se refere a analise genética da hipertensédo e da diabetes por estas doengas serem
tdo heterogéneas, e de tao dificil tratamento.

Em 2001 a Universidade de Barcelona juntamente com o Hospital Clinico de
Nefrologia de Barcelona realizaram um estudo em 46 pacientes sensiveis e
resistentes ao Cloreto de s6dio, mantendo dietas de baixo e alto consumo de sal e
utilizaram técnicas de PCR (Reag¢ao em cadeia da polimerase) para determinar as
variantes alélicas de GNB3. O estudo demonstrou que ndo havia um associagao
relevante entre o alelo 825T do gene GNB3 e a resposta ao sal de individuos com
hipertensao (SIFFERT, et al 2004)

Porém, outro estudo realizado em 2006 na Universidade de Ciéncia Médica e
no Departamento de Medicina Interna do Hospital Municipal de Kanazawa — Japao
sugere que o polimorfismo C825T influencia o metabolismo lipidico, porém néao esta
associado com hipertensdo e obesidade. Entretanto, outra pesquisa realizada no
Japao: Polimorfismo do C825T da subunidade B3 da proteina G, Sédio e Pressao
arterial, um estudo de base comunitaria de homens e mulheres, realizado em 2006,

demonstrou que o polimorfismo C825T esta associado com maior hipertensao
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arterial sistolica (maxima) em uma grande populacédo de japoneses. Esse resultado
vem afirmar o que ja era esperado e contribui para explicar relatos genéticos da
associagao entre diferentes grupos étnicos.

De acordo com Hayakawa e colaboradores (2006), os papéis do alelo 825T em
hipertensdo, diabetes e obesidade tém sido controversos em brancos, negros
e orientais. Assim, é preciso que ocorram mais investigagcées para que um resultado
mais preciso seja alcangado.

O gene GNB3 ¢ investigado por sua associagao com a hipertensao, obesidade,
resisténcia a insulina, diabetes, e complicacdes diabéticas. Um maior estudo desse
polimorfismo pode vir a responder muitas questdes, sabe-se que nao existe s6 um
gene que controle a doenga, porém estudos de maior relevancia podem demonstrar
que esse polimorfismo € de fundamental importancia para o desenvolvimento da
doencga e por sua vez de novos farmacos que possam agir diretamente sobre o

principio da doenca.

3.3 Doencgas Multifatoriais: hipertensao e diabetes mellitus

3.3.1 Hipertensao Arterial

A hipertensao pode ser definida como o aumento da pressao arterial sistdlica e
diastdlica. A taxa de incidéncia da hipertensdo é de 30% na populagao brasileira,
chegando a mais de 50% quando se trata da populagéo na terceira idade e atingindo
cerca de 5% dos 70 milhdes de criangas e adolescentes no Brasil. As doencgas
cardiovasculares foram responsaveis pela morte de 274 mil brasileiros em 2003.
Entre os fatores de risco para mortalidade, a hipertensédo explica 40% das mortes
por AVC (Acidente Vascular Cerebral) e 25% por doenga coronaria. (PARDINI,
2010).

A hipertensdo arterial € uma sindrome complexa e determinada por diversos
fatores, tantos genéticos como ambientais. A sensibilidade ao sédio € um dos
grandes fatores que contribuem para o aumento da pressao arterial. Essa
sensibilidade é documentada tanto em individuos hipertensos como em sujeitos

jovens e com saude (GONZALES, et al., 2001). Os rins sdo os grandes
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responsaveis por regular, a curto e longo prazo a presséo arterial, pois tudo vai
depender das quantidades excretadas de sal e agua. Alteragbes génicas podem ser
responsaveis por mudangas na pressao arterial.

Quando uma pessoa tem hipertensdo (ou “presséo alta”), significa dizer que
sua pressao arterial esta acima do padrdo. Para a Organizagdo Mundial de saude
(OMS) os valores considerados “normais” sdo: 120x80mmHg. A hipertensao arterial
(HA) é caracterizada pela elevagédo da pressdo em valores acima de: 140x90mmHg.
A elevagao da pressao arterial resulta numa menor espectativa de vida. Segundo o
[l Consenso Brasileiro de Hipertensao Arterial de 1998, no Brasil, a Hipertensao
Arterial (HA) € um dos problemas de Saude Publica de maior prevaléncia na
populagao, e representa o maior e mais perigoso fator de risco para a progressao ou
desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

A hipertensdo é uma doenga complexa, e geralmente determinada pela
interacdo de multiplos fatores genéticos e ambientais, sendo dificil definir quais sao
os determinantes principais dessa doenga em cada paciente (NABER, 2004).
Mesmo evidenciando que a hipertensao arterial constitui um dos principais
problemas de saude mundiais, o numero de hipertensos tratados € minimo, De
acordo com Simonetti e colaboradores. (2002) estes dados derivam de varios fatores
dentre eles os principais sdo: as caracteristicas assintomaticas da doenga,
tratamento prolongado, alto custo dos medicamentos e os seus efeitos colaterais, e
a relagao médico/paciente que é insatisfatoria.

Os rins possuem papel dominante no controle da presséo arterial a curto e
longo prazo, por excretarem quantidades variaveis de sodio e agua, e através da
secrecdo de fatores ou substancias vasoativas, como a renina. (PURVES, et al.,
2002). O aumento da ingestdo de sal causa o aumento do volume extracelular e
causa a elevacéo da pressao nas artérias.

Cerca de 90 a 95% de todas as pessoas que apresentam hipertensao sao
portadoras da denominada: “hipertensdo essencial’. A hipertensdo essencial nao
possui uma origem conhecida, porém, verifica-se forte tendéncia hereditaria
(GUYTON; HALL, 2002). A pressao arterial € controlada por diversos sistemas inter-
relacionados e normalmente é controlada por farmacos que aumentam o fluxo
sanguineo renal ou que diminuam a absor¢cdo de sal. No entanto esses remédios

nao curam, sao apenas paliativos.



19

Segundo Smith e colaboradores., (1990 apud LOPES et al., 2003) identifica-se
que, da populacédo hipertensa, apenas 50% tem o diagndstico. Destes, 50% sé&o
tratados; e dos tratados, 50% tem sua pressdo adequadamente controlada. Isso
sugere que apenas um em oito pacientes € efetivamente tratado. Existem diversas
evidéncias sobre o beneficio do tratamento precoce da hipertensao arterial,
principalmente quando existem mudangas no estilo de vida do paciente.

Um dos genes importantes na regulacdo dos niveis da pressao arterial € o
GNB3. Mudangas na expressao deste gene provocam alteragées metabdlicas que
comprometem o controle da hipertensdo (SANDRIM, SANTOS, 2006).

Estudos epidemiolégicos concluiram que individuos portadores do variante
825T presente no GNB3 poderiam apresentar respostas maiores a mediadores da
pressao arterial, quando comparados com portadores do variante C825. Ou seja,
ficou demonstrado que uma associagao entre o alelo 825T e a hipertensao arterial,
sugere que essa variante poderia contribuir na susceptibilidade a essa doengca em
individuos portadores do gendtipo TT e CT, caracterizando o alelo T como
dominante para o risco a hipertensdo e/ou doengas relacionadas (SANDRIM,
SANTOS, TANUS. 2006; SIFFERT. 2005).

Vale ressaltar que apesar dos esforgos na identificagdo dos genes candidatos a
hipertensdo arterial, o estudo destes polimorfismos segundo Sadrim, Tanus e
Santos, (2006) nado é conclusivo. Diante disso um padrdo de estudo para
polimorfismos genéticos que podem estar associados a algumas doencgas e é de
extrema importancia para que possam ser utilizados como uma ferramenta util na
medicina preventiva, possibilitando futuramente a identificacdo de individuos com

risco de obesidade, hipertensao e diabetes.

3.3.2 Diabetes mellitus

O diabetes é parte de um grupo de doengas metabdlicas caracterizadas por
hiperglicemia e associadas a complica¢des, disfungdes e insuficiéncia de varios
orgaos, especialmente olhos, rins, nervos, cérebro, coragdo e vasos sanguineos.
Pode resultar de defeitos de secregédo e/ou acédo da insulina envolvendo processos

patogénicos especificos, como por exemplo, destruicdo das células beta do
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pancreas (produtoras de insulina), resisténcia a agdo da insulina, disturbios da
secregdo da insulina, entre outros (GUYTON e HALL, 2002).

O diabetes configura-se hoje como uma epidemia mundial, traduzindo-se em
grande desafio para os sistemas de saude de todo o mundo. Segundo estimativas
da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), o numero de portadores da doenga em
todo o mundo era de 177 milhdes em 2000, com expectativa de alcancar 350
milhdes de pessoas em 2025. No Brasil, ainda segundo a OMS em 2000 s&o cerca
de sete milhées de portadores, a numeros de hoje, e deve alcangar 12 milhdes de
pessoas em 2016. Um indicador macroeconémico a ser considerado € que o
diabetes cresce mais rapidamente em paises pobres e em desenvolvimento,
impactando de forma muito negativa no préprio crescimento do pais, deixando
marcas na previdéncia social.

O caderno de Atencdo Basica do Ministério da Saude diz que as
consequéncias sociais e econdbmicas sdo devastadoras: sdao 4 milhdes de mortes
por ano relacionadas ao diabetes e suas complicagbes (com muitas ocorréncias
prematuras), o que representa 9% da mortalidade mundial total. O grande impacto
econdmico ocorre notadamente nos servicos de saude, como consequéncia dos
crescentes custos do tratamento da doencga e, sobretudo das complicagdes, como a
doenca cardiovasculares, a dialise por insuficiéncia renal crénica e as cirurgias para
amputagdes de membros inferiores.

Amanto e colaboradores. (2008), faz uma ressalva diante dos altos indices de
portadores de diabetes, estudos moleculares que procuram avaliar suscetibilidade
genética poderiam contribuir para compreender melhor como os fatores de risco
genético interagem com os fatores ambientais para o desenvolvimento da doenca.
Zecchin e colaboradores. (2004) diz que diante de tantos fatores o mapeamento
gendmico permitiu investigar centenas de genes candidatos funcionais para
determinar seu papel na suscetibilidade a diabetes, no entanto até o momento
poucos genes foram associados a doenga.

O polimorfismo C825T esta associado com um aumento da transdugao de sinal
intracelular o que provavelmente aumenta a quantidade de acucar que entra na
célula, isso faz com esse polimorfismo seja associado a diabetes. O alelo 825T foi
relatado por estar ligado a predisposicdo para a fase final da doenga renal na
diabetes mellitus (SIFFERT et al, 1998). A maior frequéncia deste alelo foi descrita

em pacientes poloneses com diabetes tipo 2. Curiosamente, a intensa normalizagéo
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da glicose do sangue parece melhorar a sensibilidade a insulina em individuos
portadores do alelo 825T (DZIDA et al., 2008).

A diabete mellitus € uma doenca de heranga multifatorial e poligénica, ou seja,
associada a hereditariedade, mas é agravada por fatores ambientais como dieta
inadequada e sedentarismo (DINIZ E NOTTOLI, 2008). Doengas como a diabetes
tipo Il sdo controladas por um grande numero de genes, tendo cada um deles uma
variante que confere um pequeno aumento no risco. Estas variantes interagem entre
si e com o0 ambiente de forma complexa. Isto torna extremamente dificil determinar a

contribuicdo de cada gene alterado para a doenca.

3.4 Genotipagem através da reacao em cadeia da polimerase (PCR -

Polymerase Chain Reaction)

O processo de PCR foi descrito por Kary Mullis no final da década de 1980, e
posteriormente, em 1993, lhe foi atribuido o Prémio Nobel da Quimica pelo seu
trabalho. Em 1989, a Hoffman La Roche & Perkin-Elmer Corporation, patenteou este
processo. O método PCR é usado habitualmente nos laboratérios de investigagao
meédica e bioldgica para uma variedade de tarefas, como a detec¢cdo de doengas
hereditarias, que é a identificagdo de "impressdes digitais" genéticas, a construgao
de arvores filogenéticas (arvores de relagao entre espécies), a clonagem de genes
(ver adiante), testes de paternidade, exames para detecgdo de agentes patogénicos
entre outros (SAIKI, et al 1985).

PCR é o acrénimo em inglés de Polymerase Chain Reaction (em portugués -
reacdo em cadeia da polimerase). E um método de amplificacdo (criacdo de
multiplas copias) de DNA (acido desoxirribonucleico) sem o uso de um organismo
vivo, por exemplo, Escherichia coli (bactéria) ou leveduras. Sales, (2006) confirma
que a PCR é uma técnica utilizada em todo o mundo para que possa amplificar um
DNA-alvo.

A utilizagdo de técnicas moleculares, principalmente a PCR, tem permitido
grande evolugdo nas analises de rotina de laboratorios clinicos e industriais. Em

poucos anos, o diagndstico molecular evoluiu de uma mera curiosidade tecnoldgica
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para um campo vasto e complexo, com o potencial para revolucionar a ciéncia e a
pratica da medicina e areas correlatas.

Para Saiki et al. (1988) a PCR encontra sua principal aplicagdo em situagdes
onde a quantidade de DNA disponivel é reduzida. (Em tese, é possivel amplificar
qualquer DNA).

Uma das principais aplicagbes da PCR é na medicina forense, onde pequenas
amostras de DNA retiradas da cena de um crime sao amplificadas para serem
analisadas pelo método de fingerprinting. A PCR também é rotineiramente utilizada
em procedimentos cientificos de Biologia Molecular como amplificacdo para gerar
mutagénese, deteccdo de mutagcdes ou preparagado de fragmentos de DNA para
clonagem (inser¢cdo em plasmideo, por exemplo). Também pode ser utilizado para
identificacdo de patogenos que estdo presentes em amostras como: Candida sp,
Chlamydia trachomatis, HPV (Virus do papiloma humano) e seus gendétipos, HBV
(Virus da Hepatite B), entre outros.

Diversos estudos demonstram a capacidade da PCR em amplificar fragmentos
especificos de DNA a partir de fluidos corporais diferentes, tais como sangue, liquido
amnidtico, liquor, humor aquoso, fluido de lavado bronco-alveolar e até urina.
Existem também outras aplicacbes alternativas, derivadas da PCR tradicional. A
PCR em tempo real, por exemplo, € uma metodologia rapida, sensivel e quantitativa
de detecgdo de fragmentos de DNA especificos e a PCR quantitativa que também
pode prover dados adicionais que auxiliam na escolha de tratamento especifico e é
particularmente utii em laboratorios de genética para investigacdo gendmica
(FUENTES, 1996).
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4 METODOLOGIA

4.1 Area de estudo e tipo de pesquisa

O presente estudo foi desenvolvido na cidade de Senhor do Bonfim, Bahia
(Figura 1). As coletas de dados foram realizadas no distrito de Igara. A cidade de
Senhor do Bonfim esta localizada no Piemonte da Chapada Diamantina, a 376 km
de Salvador, localidade de clima semiarido. Possui aproximadamente 827km?, e de
acordo com o ultimo senso do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2010) sua populagao é de 74,419 habitantes. O distrito de Igara localiza-se a 4km do
centro de Senhor do Bonfim. Este estudo buscou analisar a aplicabilidade da técnica
de PCR para demonstrar a associagao do polimorfismo C825T, presente no gene
GNB3, ao fendtipo da hipertensao, identificando também, a relacdo deste, com o
quadro clinico da obesidade e da diabetes, através de um teste piloto. Pesquisa de
abordagem qualitativa, que segundo Martins (2006), é caracterizada pela descrigéo,
compreensao e interpretacdo de fatos e fendbmenos, através do contato direto entre

0 pesquisador e a situagao investigada.

Figura 1 - Mapa do Municipio de Senhor do Bonfim (modificado IBGE, 2010).
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4.2 Sujeitos da pesquisa

Foram selecionados para participar do teste piloto cinco individuos voluntarios,
nao pertencentes a comunidade estudada, com histérico de hipertensdo, obesidade
e/ou diabetes na familia. Os sujeitos conheceram os objetivos do estudo e
autorizaram sua participacao através do termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Apéndice B), atendendo a Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude, trata-
se de garantir o respeito a dignidade dos sujeitos, sua autonomia e defesa em sua

vulnerabilidade.

4.3 Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada em trés etapas: Analise de prontuarios médicos,
aplicacédo de questionario e analise do material biolégico. Foi aplicado um pequeno
questionario (Apéndice A) aos participantes da pesquisa com intuito de identificar
aqueles que tinham histérico de Hipertensao e/ou Diabetes na familia. Dos cinco
individuos selecionados foram coletados 5mL de sangue venoso por meio de
seringa descartavel, em seguida acondicionados em tubos a vacuo contendo
anticoagulante EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético). As amostras de material
biolégico foram coletadas no Laboratério de Enfermagem do Departamento de
Educacao; Campus VII (UNEB), acondicionadas em caixas térmicas e levadas para
o Laboratério de Genética para realizagcdo das etapas pertinentes ao diagndstico
molecular.

Os prontuarios médicos dos PSF (Programa de Saude da Familia) da Igara
foram analisados, sendo coletadas as seguintes informagdes: numero de diabéticos,
numero de hipertensos e numero de diabéticos com hipertensao. Estes dados foram

organizados de acordo o sexo dos individuos.
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4.4 Diagnéstico molecular

Para realizagdo do diagnéstico molecular por meio da Reagdo em Cadeia de

Polimerase (PCR) foram seguidas as etapas abaixo.

4.4.1 Extragcao de DNA de sangue total

Para lise das células e extragdo do material genético foram utilizados 0,8 mL de
DNAzol em 0,4 mL de sangue total. A mistura foi agitada em vortex e incubada 5
minutos em temperatura ambiente. Apos este periodo o DNA foi precipitado a partir
da adicdo de 0,32mL de isopropanol, seguida da centrifugacdo a 6.000g por 6
minutos. Apds este processo todo o sobrenadante foi removido e centrifugado, no
qual foram adicionados 0,3mL de DNAzol. O material foi agitado em vortex até a
completa dissolugéo do centrifugado, em seguida a mistura foi centrifugada a 2000g
por 4 minutos, o sobrenadante removido e as etapas finais de adicao de 0,3 mL de
DNAzol, agitacdo em vortex e centrifugacdo a 2000g por 4 minutos foram repetidas.
Ao final deste processo o sobrenadante final foi removido e centrifugado para ser
adicionado 1mL de etanol a 95%, em seguida o material foi centrifugado a 2.000g
por 4 minutos. Apds centrifugacdo o etanol foi retirado por decantagdo ou
pipetagem. Para solubilizagdo do centrifugado, foram adicionados 200ul de NaOH
8mM. O material permaneceu incubado a temperatura ambiente por 3 a 5 minutos.
Ao final deste periodo a amostra foi agitada em vortex e para neutralizar a mistura
foram adicionados 23 ul de HEPES 0,1M.

4.4.2 Reagao de PCR

Para reagcdo em cadeia de polimerase foram utilizados 2ul do DNA extraido a
partir do sangue total, 5ul de 10x PCR buffer, 4ul de mix de DNTP, 1ul de primer
sense 10 mM, 1ul de primer antisense 10 mM, 1 ul de Tag DNA polimerase, 2 ul de

cloreto de magnésio 50mM e agua mili-g. (q.s.p 20 ul).
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As condigdes dos ciclos de PCR foram: desnaturacdo a 94 °C por 5 minutos 35
ciclos de 94°C por 1 min, anelamento 60°C por 0.5 min, extensao 72°C por 1 min e

para extensao final 72°C por 7 min.

4.4.3 Digestao enzimatica

Para digestdo enzimatica do material amplificado a partir do PCR foram
utilizados 2ul de tampéao, 1ul do DNA da amostra amplificada,1 ul da enzima BseDI
para a genotipagem do polimorfismo C825T, agua mili-q (g.s.p 20ul). Para agao da

enzima a amostra foi incubada a 37°C por 1 hora.

4.4.4 Eletroforese de DNA

As moléculas de DNA digeridas por enzima de restricdo foram submetidas a
eletroforese unidirecional em gel de agarose (concentragcdo de 2,5%) em tampéo
TBE 1x (Tris-borato 50 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0) com adi¢c&o de solu¢gado de brometo
de etidio (0,05g/ml). Foram utilizados como referéncia os fragmentos do bacteriéfago
A digerido com Hindlll cujo tamanho varia de 23 kb a 0,5 kb. As amostras de DNA
foram aplicadas no gel apds adicao de tampao de amostra (TBE 1x; xileno-cianol
0,83 mg; azul de bromofenol 0,83 mg; glicerol 6%) para diluigdo final de 1x. As
corridas eletroforéticas foram realizadas em voltagem constante a 100 V. Os géis

foram fotografados sob luz ultravioleta com maquina digital.

4.5 Analise de dados

Os dados obtidos sobre a ocorréncia de hipertensao e diabetes no PSF do
distrito de Igara foram tabulados em graficos e analisados quantitativamente.
A partir dos dados obtidos no teste piloto, que foi realizado em laboratério, foi

feito uma analise descritiva a partir de dados ja estabelecidos em outras pesquisas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ocorréncias de Casos de Hipertensao e Diabetes no Distrito de Igara

Através da analise de 123 prontuarios do PSF do Distrito da Igara foram
identificados 94 individuos com hipertensao arterial, 64 individuos com diabetes
(Tipo | e 1l) e 41 individuos que possuem tanto diabetes quanto hipertensao (Grafico
1). Dentre os portadores de hipertensao arterial 33 sdo homens e 61 sao mulheres.
Dos individuos portadores de diabetes 22 desenvolveram diabetes tipo | e 42
diabetes tipo Il (Qque € a mais relevante durante esse estudos). Entre os pacientes
portadores de diabetes tipo |, 9 sdo homens e 13 mulheres e entre os pacientes
portadores de diabetes tipo Il, 14 sdo homens e 28 sao mulheres. Dentre os 41
individuos portadores de hipertensao e diabetes ao mesmo tempo, 19 sdo homens e
22 sao mulheres. (Grafico 2). O numero total de pacientes atendidos pelo PSF n&o

foi divulgado, por falta de atualizagdes nos dados.

Grafico 1 - Numero de habitantes portadores de hipertensdo, diabetes e
hipertensdo/diabetes no Distrito de Igara, Senhor do Bonfim, Bahia.
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Grafico 2 - Distribuicdo dos pacientes portadores de diabetes tipo |,
diabetes tipo Il, hipertensdo e diabetes/hipertenséo, por sexo, no Distrito de
Igara, Senhor do Bonfim, Bahia.
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Os maiores indices da doencga entre as mulheres, parte do pressuposto que
as mulheres procuram mais o servico médico do que os homens. E preciso levar em
consideragao que esses valores sdo dos pacientes atendidos exclusivamente no
PSF do Distrito de Igara, ja que muitos dos moradores do local se consultam no
municipio de Senhor do Bonfim. Segundo a Prefeitura Municipal de Senhor do
Bonfim a populagéo da Igara é de 6.634 habitantes, com isso a porcentagem de
hipertensos diagnosticados chega a ultrapassar 1,4% da populagéo e de diabéticos
alcanca 1,0 % da populagéo (Grafico 3). Entretanto, os profissionais de saude
reconhecem que os portadores retardam a procura pelo atendimento médico, por

isso nao fazem parte das estatisticas.
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Grafico 3 - Percentual de portadores de diabetes, hipertensdo e
diabetes/hipertensao, em relacdo a quantidade de habitantes no Distrito de
Igara, Senhor do Bonfim, Bahia.
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Estima-se que no Brasil a prevaléncia de hipertensao arterial varie entre 22%
a 44% da populagado adulta, dependendo da localidade. Além da alta prevaléncia,
outro fator agravante da hipertensdo arterial é que, apesar da gama de
medicamentos anti-hipertensivos disponiveis, somente uma parcela dos pacientes
(30%) responde bem a terapia anti-hipertensiva. Esses numeros preocupantes
derivam, ao menos em parte, do fato de que a hipertenséo arterial € uma doenca
complexa, geralmente determinada pela interagdo de multiplos fatores genéticos e
ambientais, sendo dificil definir quais sao os determinantes principais dessa doenca
em cada paciente (NABER, 2004).

Dentre os pacientes que sofrem dessas patologias 23% sofrem as
consequéncias mais graves da hipertensdo arterial como, por exemplo: enfarte
agudo do miocardio, AVC (Acidente Vascular cerebral), Insuficiéncia cardiaca, falhas
na visao, arteriosclerose dentre outras. Dentre os pacientes portadores de diabetes
22% sofrem as consequéncias mais graves dessa doenga como, por exemplo: visdo
borrada, dificuldade de refracdo, retinopatia diabética, hiperceratoses, perda da
sensibilidade nas extremidades. Considerando-se tal quadro, torna-se urgente
implementar agdes basicas de diagndstico e controle destas condigdes, através dos
seus classicos fatores de risco.

De acordo com STURMER, et al (2006) a hipertensao arterial sistémica e o
diabetes mellitus sdo agravos independentes e frequentemente simultédneos cuja

combinagao redunda em grave comprometimento a saude. Ambos necessitam de
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acompanhamento em longo prazo, exigem mudanga de habitos e, por vezes, o uso
de medicagdo por toda a vida. O Ministério da Saude, ao propor o Plano de
Reorganizagéo da Atencéo a Hipertensdo Arterial Sistémica e ao Diabetes Mellitus,
reconhece a importancia da Atengao Basica, na abordagem desses agravos, feita
por meio do modelo de atengdo programatica denominada HIPERDIA (Sistema de
Cadastramento e Acompanhamento de Hipertensos e Diabéticos) que possibilita o
desenvolvimento de agbes continuas, e que sugerem que o cuidado ofertado deva ir
além de saber a quantidade de pessoas que a hipertensdo e a diabetes vem
matando e avangar na investigacdo de causas e consequéncias a partir do
monitoramento extremo dos pacientes (BRASIL, 2004)

Na implementacgao da atencgao basica no Brasil, o Programa Saude da Familia
(PSF) se destacou como uma via de extensao de cobertura e de vigilancia em saude
dirigida a grupos situagao de vulnerabilidade (BRASIL,2002). Nos ultimos anos, o
programa foi redimensionado na forma de um conjunto de acgdes estratégicas
capazes de reordenar o modelo assistencial e viabilizar a integracédo entre as
diversas formas de cuidados e niveis de atencdo (AYRES, 2005). Diante desses
fatores uma pesquisa avaliativa como essa em nivel de PSF, gera subsidios para o
entendimento dessas patologias e demonstra a importancia da divulgagdo dessas
doencas, quando se parte do pressuposto que conhecimento gera consciéncia.

Com frequéncia, essas doencas levam a invalidez parcial ou total do paciente,
com graves consequéncias e repercussdes para o paciente, para a sua familia para
todos os niveis da sociedade, desse modo a focalizagdo dos aspectos bioldgicos da
hipertensdo arterial e do diabetes n&do € uma exclusividade da unidade basica de

saude, é um dever da sociedade.
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5.2 Genotipagem do polimorfismo C825T

Para obtencdo dos resultados da genotipagem as amostras dos individuos
participantes foram processadas para extracdo do DNA total e amplificados através
da técnica de PCR utilizando oligonucletideos correspondentes a sequéncia génica
do polimorfismo C825T. Os produtos de PCR obtidos foram digeridos com a enzima
BseDl e apds separacao dos fragmento em gel de agarose estes foram visualizados
através do transiluminador. Das 5 amostras processadas 4 geraram fragmentos de
116 Pb e 152 Pb, apds digestdo enzimatica indicando o gendtipo CC em uma das
amostras foi observado o fragmento néo digerido de 268 Pb indicando o gendtipo
TT. Houve amplificagdo bem sucedida do fragmento esperado, o que demonstra que
os métodos de extragao testados aqui foram eficientes na amplificagdo de fragmento
de 115 pb a 270 pb (Figura 7).

Os quatro individuos de gendétipo CC sao considerados normais pela literatura
e ndo possuem o alelo ligado a hipertenséo e diabetes, ja o individuo TT possui o
polimorfismo que esta diretamente ligado a hipertensdo e a diabetes. O individuo
portador do polimorfismo possui a substituicdo de uma Citosina por uma Timina o
que provoca um splincg alternativo, onde ocorre a delecdo de 41 aminoacidos no
exén 9 na posicao 825 do gene, nucleotideos 498 a 620. De acordo com Siffert,
2005 o resultado do polimorfismo € o aumento do sinal de transdugao intracelular,
ou seja, o individuo TT possui aumento da atividade da proteina G.

De acordo com Filippatos, 2005. O gendtipo 825TT indica predisposigao
genética a hipertensao e a diabetes, e teste-pilotos como o realizado nesse trabalho
vem sendo indicado para individuos com historia familiar destas patologias. Estudos
como esse, vem demonstrando a importancia de testes experimentais nessa area
tdo pequena que € a identificacdo de doengas multifatoriais através da investigagao
genética.

De acordo com testes-piloto realizados em 1996, no Laboratério de Biologia
Molecular do Hemocentro de Botucatu, a amplificacdo de DNA através de PCR
caracteriza uma boa fonte de diagndstico molecular. Os resultados da amplificagéo
do DNA quanto a metodologia utilizada na eletroforese em gel de agarose séo

adequadas para o diagnostico de polimorfismos presentes no DNA dos organismos.
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A metodologia utilizada neste trabalho para a realizagdo do teste piloto foi a
Técnica de PCR. Um dos aspectos mais fundamentais da técnica de PCR € a
possibilidade de se gerar grandes quantidades de DNA de segmentos especificos do
genoma. DNA em grande quantidade pode ser facilmente detectado a olho nu
diretamente em gel de eletroforese através de corantes especificos para DNA
(exemplo € o brometo de etidio). Entretanto, a técnica de PCR ainda apresentava
uma limitacdo significativa na obtencdo de marcadores moleculares andnimos
distribuidos pelo genoma. A construgcao de oligonucletideos para amplificagdo via
PCR depende essencialmente do conhecimento prévio das sequéncias de
nucleotideos que flanqueiam a sequéncia de DNA de interesse

Figura 2 - Genotipagem obtida através de DNA gendmico com uso de primers para amplificagdo
da regido 825 da subunidade 3 do gene GNB3. 1. Marcador de peso molecular; 2-5. Produtos de
PCR, digeridos com BseD/, indicando genétipo CC 116 pb e 152 pb; 6. Produto de PCR indicando
genotipo TT 268 pb; 7. Controle primers; 8. Controle agua.

MK

500pb

300pb
200pb

100pb

Fonte: CORTES, 2012.

Com relagdo ao uso da técnica de PCR para amplificagcdo do fragmento
identificador do polimorfismo C825T os resultados obtidos em alguns estudos
merecem destaque. Siffert e colaboradores (1999) foram os primeiros a sugerir que
possivelmente a presenca do alelo 825T tornaria o individuo mais suscetivel a
obesidade e, consequentemente, este individuo possuiria maior propensido em
desenvolver a hipertensdo e diabetes. Dong et al. (2001) indicaram que o
mecanismo no qual o alelo 825T estaria associado a génese da hipertensdo esta

relacionado aos canais de ions, sddio e hidrogénio. O aumento da atividade destes
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canais poderia representar o acréscimo da absorgao de ions pelos tubulos renais, o
que levaria ao incremento de volume sanguineo devido a captacdo de agua por
osmose, acarretando na elevacao da pressao arterial. A presenga de apenas um
alelo 825T é suficiente para a expressdo da variante mutada da proteina GB3
(SARTORI, et al. 2003). Nesse estudo, verificou-se a presenga do polimorfismo em
um dos participantes que possui histérico de Hipertensdo e diabetes na familia. De
acordo com Siffert, (2005):

“A genotipagem do GNB3 é uma ferramenta atil na medicina preventiva,
possibilitando a identificagdo precoce de individuos com risco de obesidade
e hipertensado e, consequentemente, das inumeras patologias associadas,
como doengas cardiovasculares, lipidemias e diabetes tipo Il; bem como na

adequacao individualizada dos respectivos tratamentos.” (SIFFERT, 2005,
p.9)

O polimorfismo C825T € conhecido como um marcador significativo das
diferengas individuais em resposta a pressao arterial por meio de estudos entre
racas, associagao com a obesidade, baixos niveis de renina plasmatica, e elevacao
de aldosterona em a relacido de renina, que esta relacionada a expansao do volume
extracelular e sensibilidade ao sédio (TURNER, 2010).

Os resultados encontrados nesse trabalho s&o semelhantes aos encontrados
em outros trabalhos que também utilizaram a técnica de PCR na investigacdo do
polimorfismo C825T (Yanbin., 1999; Sartori., 2003; Siffert et al., 1999; Siffert et al.,
2001; Siffert et al., 2005; Beige., 2009; Beckerath., 2002; Lelonek., 2007.) Mas,
diferem dos resultados encontrados por Yamagishi et al., 2006; Nakagawa., 2006;
que nao encontraram o polimorfismo em estudos feitos em populagdes japonesas,
que segundo diversos estudos as populagdes orientais diferem das ocidentais a
nivel genético.

O polimorfismo C825T €& conhecido como um marcador significativo das
diferencas individuais em resposta a pressao arterial por meio de estudos entre
ragas, associagao com a obesidade, baixos niveis de renina plasmatica, e elevacao
de aldosterona em a relacéo de renina, que esta relacionada a expansao do volume
extracelular e sensibilidade ao sédio (TURNER, 2010). Em suma, o estudo sugere
que a variabilidade observada no gene que codifica a subunidade B3 da proteina G

sao indicativos de diferencas interindividuais na resposta da pressao arterial para
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uma diurético tiazidico e que os efeitos gerados pelo polimorfismo C825T sao
similares aos dos outros indicadores, incluindo idade, raca, e as medidas dos

sistema renina-angiotensina-aldosterona (TURNER, 2010).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Diante do que foi exposto, sabemos que normas e protocolos sao as diretrizes
de funcionamento de operagdo em qualquer ambiente, nos dias de hoje a
capacidade de interagir de forma rapida e eficiente € considerada uma pedra angular
de qualquer pesquisa. Somente através de diagndsticos moleculares é possivel
afirmar a relagao existente entre os genes e as doengas multifatoriais.

A genotipagem através da técnica de PCR é uma fonte confiavel de
diagnostico que pode ser utilizado na medicina preventiva, viabilizando a
identificacdo de individuos suscetiveis a doencas que apresentam componentes
genéticos para seu estabelecimento, bem como na adequacéo individualizada dos
respectivos tratamentos. A genotipagem de polimorfismos relacionados ao gene
GNB3 permite identificar individuos que melhor respondam a farmacos que
melhorem seu quadro clinico. Por isso estudos como este se constituem de grande
valor para a medicina tanto na prevencao quanto no controle da doenca.

O estudo do polimorfismo C825T também viabiliza uma abordagem
terapéutica personalizada da medicina, colaborando na selegdo de dosagens
terapéuticas adequadas e levando maior seguranga e efetividade do farmaco para
cada paciente que faz uso desses medicamentos.

Pode-se constatar diante dos dados obtidos que a numero amostral dessa
pesquisa foi insuficiente, sendo necessarios mais esforcos e mais estudos na area
para que o diagndstico precoce possa ser uma realidade para toda a populagéo, no
intuito de observar o grau de influéncia que os caracteres hereditarios possuem na
evolugao das doengas multifatoriais. Ademais a realizagado desse trabalho mostra-se
como uma grande contribuicdo para o conhecimento do diagnéstico precoce de
doencas multifatoriais e para o perfil genético da doenca no Distrito de Igara. E de
fundamental importancia discutir os achados que comprovam a identificacdo de
genes ligados a doengas, ja que diagnostico molecular é na atualidade, uma
ferramenta promissora para identificagdo precoce de patologias.
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APENDICE A: FORMULARIO DE PESQUISA DESTINADO AOS PARTICIPANTES

UNIVERSIDADE DO ESTADO DA BAHIA (UNEB)
Departamento de Educacao — Campus VIl — Senhor do Bonfim, BA
Colegiado de Ciéncias Biolégicas

Formulario da Pesquisa

Nome: | No.
Endereco: Tel.

E-mail: Estado Civil:

Data de Nascimento: Sexo: ( )F (M
Classificagdo Fenotipica: ( )Br ( )Ng ( )Ind ( )Am ( )Misto

Se misto

Tragos de Caucasoide
Tracos de Negroéide
Tracos de Indigena
Tragos de Asiatico
() Outros

(
(
(
(

~— — — ~—

Pais sado portadores de alguma doenga multifatorial?
Hipertensao arterial( ) Diabetes( ) Obesidade( ) Cancer( ) Outra( )
Nenhuma( )

Pratica de atividade fisica?
( )Sim ( )Nao Sesim, qual?

E fumante?
( )Sim ( )Nao Ha quantos anos?

Genotipagem C825T: CC( ) CT( ) TT( )

Outras Informacdes relevantes:
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UNIVERSIDADE DO ESTADO DA BAHIA - UNEB
DEPARTAMENTO DE EDUCACAO - CAMPUS VII/SENHOR DO BONFIM

Colegiado de Ciéncias Biolégicas

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro por meio deste termo, que concordo em ser entrevistado (a) e doar meu 5ml
de meu material biologico na pesquisa referente ao gene C825T e sua ligagdo com
hipertensao, obesidade e diabetes.

Assinando esse termo concordo que devo responderei as perguntas feitas em
questionario. Nao sera feito nenhum procedimento que traga qualquer desconforto
ou risco a minha vida. Sei que poderei ter todas as informacdes que quiser e poderei
desistir do estudo a qualquer momento, sem prejuizo algum para a minha pessoa.
Afirmo que aceitei participar desse estudo por minha propria vontade, sem receber
qualquer incentivo financeiro e com a finalidade exclusiva de colaborar para o
sucesso da pesquisa. Fui informado (a) dos objetivos estritamente académicos do
estudo, tenho a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizagdo da
pesquisa nao serdo de minha responsabilidade. E que meu nome nao aparecera
em qualquer momento.

Fui também esclarecido (a) de que os usos das informagdes por mim oferecidas
estdo submetidas as normas éticas destinada a pesquisa envolvendo seres
humanos, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do Conselho
Nacional de Saude e do Ministério da Saude.

O acesso aos dados coletados sera exclusivo da pesquisadora e de sua orientadora.
Fui informado que a orientadora da pesquisa € Prof® Msc Juliana Cértes de Freitas a
quem poderei consultar a qualquer momento através do telefone (74)9140-9114. Sei
que posso contatar a Universidade do Estado da Bahia a qualquer momento pra
obter informacgdes sobre a veracidade dessa pesquisa através do telefone (74)3541-
4013. Sei também que posso contatar a pesquisadora caso queira me retirar da
pesquisa atraveés do telefone (74)9141-5444.




A pesquisadora me ofertou uma copia assinada desse Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido conforme recomendacdes da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP).

Eu, , li e/lou ouvi o esclarecimento

acima e compreende para que serve o estudo e qual procedimento a que serei
submetido. A explicacdo que recebi esclarece os riscos e beneficios do estudo. Eu
entendi que sou livre para interromper minha participacao a qualquer momento, sem
justificar minha decisao e que isso nao afetara meu tratamento. Sei que meu nome
nao sera divulgado, que nao terei despesas e nao receberei dinheiro para participar
do estudo.

Assinatura:

Assinatura do Pesquisador

Assinatura do Orientador




