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RESUMO

INTRODUGCAO: A hemorragia digestiva alta secundaria a doenca péptica complicada (HDA) é uma
emergéncia digestiva associada a alta morbimortalidade e € considerada uma reacdo adversa a
medicamento grave. A presenca de variantes genéticas tem sido sugerida como um importante fator
de risco para HDA, principalmente em genes envolvidos no metabolismo de medicamentos e em
mecanismos fisioldgicos de agregacdo plaquetaria e protecdo gastrica. OBJETIVO: Investigar a
associacao de variantes genéticas nos genes PTGS1, NOS3, CYP2C9, VKORCL1 e ABCB1 e o risco de
HDA. METODOLOGIA: Foi conduzido um estudo caso-controle pareado por género e idade (5
anos) no complexo hospitalar do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo. Caso: pacientes com diagndstico de HDA confirmado mediante
endoscopia digestiva alta (EDA) ou intervencéo cirdrgica. Controle: pacientes submetidos a cirurgia
leve ndo relacionadas a problemas gastrointestinais. Os dados foram coletados por meio de entrevistas
e coleta de sangue (5 mL). Variavel dependente: HDA. Varidvel independente: variante genética.
Variaveis de confusdo: etnia, escolaridade, indice de massa corporea, historico familiar de Ulcera,
historico pessoal de doencas gastrointestinais (Ulcera, hemorragia, dispepsia), sorologia para
Helicobacter pylori, comorbidades, farmacoterapia em uso, habitos de vida (tabaco, alcool e café) e
consisténcia da entrevista. Foi proposta a analise dos seguintes genes e variantes: PTGS1 (rs1330344,
rs3842787, rs10306114, rs5788), NOS3 (rs2070744, rs1799983 e repeticdo em série de numero
variavel (VNTR) no intron 4 da eNOS), CYP2C9 (rs1057910 e rs1799853), VKORC1 (rs9923231) e
ABCB1 (rs1045642). A genotipagem foi conduzida por meio da reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real com o ensaio TagPath ProAmp (AppliedBiosystems, Foster City, USA) e a determinacgéo
da VNTR no intron 4 da eNOS por meio da reacdo em cadeia da polimerase e analise de fragmentos
(ABI13130, AppliedBiosystems, Foster City, USA). A sorologia por Helicobacter pylori foi determinada
por concentracdo de 1gG no plasma dos participantes, por meio da técnica de quimiluminescéncia. Os
dados da entrevista, analise genética e laboratorial foram digitados na plataforma Research Electronic
Data Capture. Como controle de qualidade, a frequéncia genotipica das variantes genéticas foi
avaliada por meio do Equilibrio de Hardy-Weinberg. Andlise estatistica: modelos de regressao
logistica ndo condicional (programa SPSS). RESULTADOS: Foram elegiveis 200 casos e 706
controles, sendo a maioria do género masculino [grupo caso: 145 (72,5%) e grupo controle: 512
(72,5%)], autodeclarados brancos [grupo caso: 134 (67,3%) e grupo controle: 516 (73,5%)] e com
média de idade de 60,2 (+16,3) e 59,8 (+15,8) anos, respectivamente. A frequéncia de admissGes
hospitalares por HDA foi de 7,1% e estima-se que sete a cada cem pacientes submetidos a EDA foram
diagnosticados com HDA. Todas as variantes atenderam ao Equilibrio de Hardy-Weinberg. Foram
identificados seis polimorfismos de nucleotideo Unico (rs1330344, rs10306114, rs2070744,
rs1799983, rs1045642 e rs9923231) e VNTR no intron 4 da eNOS que podem modificar a magnitude
de risco de HDA em usuarios de acido acetilsalicilico. Quando foram considerados os usuarios de anti-
inflamatorio ndo esteroidal, as onze variantes genéticas avaliadas neste estudo foram associadas ao
risco de HDA. Como fatores de risco independentes para HDA foram identificadas as variaveis:
histérico pessoal prévio de ulcera (p-valor: < 0,001); sorologia reagente para Helicobacter pylori (p-
valor: 0,029); uso de anticoagulantes (p-valor: < 0,001), acido acetilsalicilico (p-valor: < 0,001) e anti-
inflamatorios ndo esteroidais (p-valor: < 0,001); consumo > 15 cigarros/dia (p-valor: < 0,001) e
consumo de > 30 gramas de alcool/dia (p-valor: < 0,001). CONCLUSAO: Trata-se de um estudo
inédito na populacéo brasileira e que contribui com a anélise de trés variantes inéditas no escopo da
HDA: rs1330344 (PTGS1), rs2070744 (NOS3) e rs1045642 (ABCB1). Os nossos achados evidenciam
que a presenca das variantes genéticas avaliadas pode modificar a magnitude do risco de HDA em
usuarios de &cido acetilsalicilico e/ou de anti-inflamatorios ndo esteroidais, além de outras variaveis
de risco independente para HDA. Por fim, os nossos achados sugerem a necessidade de uma terapia
individualizada, considerando o monitoramento do uso de medicamentos e identificacdo de fatores
prévios de risco para HDA a fim de promover a seguranca do paciente.

PALAVRAS-CHAVE: Hemorragia gastrointestinal, Efeitos Colaterais e Reagdes Adversas
Relacionados a Medicamentos; Farmacogenética; Farmacovigilancia; Ulcera péptica.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Upper gastrointestinal bleeding secondary to complicated peptic disease (UGIB)
is a digestive emergency associated with high morbidity and mortality and is considered a serious
adverse drug reaction. The presence of genetic variants has been suggested as an important risk factor
for UGIB, mainly in genes involved in drug metabolism and in physiological mechanisms of platelet
aggregation and gastric protection. OBJECTIVE: To investigate the association of genetic variants
in the PTGS1, NOS3, CYP2C9, VKORC1 and ABCB1 genes and the risk of UGIB.
METHODOLOGY: A case-control study paired by sex and age (+ 5 years) was conducted in the the
hospital complex of Clinical Hospital of the Ribeirdo Preto Medical School of the University of Séo
Paulo. Case: patients diagnosed with UGIB confirmed by upper digestive endoscopy (UDE) or
surgical intervention. Control: patients undergoing mild surgery not related to gastrointestinal
problems. Data were collected through interviews and blood collection (5 mL). Dependent variable:
UGIB. Independent variable: genetic variant. Confounding variables: ethnicity, schooling, body mass
index, family history of ulcer, personal history of gastrointestinal diseases (ulcer, hemorrhage,
dyspepsia), serology for Helicobacter pylori, comorbidities, drug therapy in use, lifestyle (tobacco,
alcohol and coffee) and consistency of the interview. The analysis of the following genes and variants
were proposed: PTGS1 (rs1330344, rs3842787, rs10306114, rs5788), NOS3 (rs2070744, rs1799983
and variable number tandem repeats (VNTR) in intron 4), CYP2C9 (rs1057910 and rs1799853),
VKORCL1 (rs9923231). The genotyping were carried out through the real-time polymerase chain
reaction with the TaqPath ProAmp assay (AppliedBiosystems, Foster City, USA) and the determination
of VNTR in intron 4 of eNOS through polymerase chain reaction and fragment analysis (ABI3130,
AppliedBiosystems, Foster City, USA). Helicobacter pylori serology was determined by IgG
concentration in the participants' plasma, using the chemiluminescence technique. The interview data,
genetic and laboratory analysis were entered into the Research Electronic Data Capture platform. For
genotyping control, the genotypic frequency of the genetic variants was assessed using the Hardy-
Weinberg Equilibrium. Statistical analysis: unconditional logistic regression models (SPSS program).
RESULTS: 200 cases and 706 controls were eligible. Most participants were male [case group: 145
(72.5%) and control group: 512 (72.5%)], self-declared white [case group: 134 (67.3%) and control
group: 516 (73.5%)] and with a mean age of 60.2 (+ 16.3) and 59.8 (+ 15.8) years, respectively. The
frequency of hospital admissions for UGIB was 7.1% and it is estimated that seven out of every
hundred patients undergoing UDE were diagnosed with UGIB. All the genetic variants attend the
Hardy-Weinberg Equilibrium. Six single nucleotide polymorphisms (rs1330344, rs10306114,
rs2070744, rs1799983, rs1045642 and rs9923231) and VNTR in intron 4 of eNOS can modify the
UGIB risk magnitude in users of low-dose aspirin. When considering users of non-steroidal anti-
inflammatory drugs, the eleven genetic variants evaluated in this study were associated with the risk
of UGIB. As independent risk factors for UGIB were identified the following variables: previous
personal history of ulcer (p-value: <0.001); reagent serology for Helicobacter pylori (p-value: 0.029);
use of anticoagulants (p-value: <0.001), low-dose aspirin (p-value: <0.001) and non-steroidal anti-
inflammatory drugs (p-value: <0.001); consumption > 15 cigarettes/day (p-value: <0.001) and
consumption of > 30 grams of alcohol/day (p-value: <0.001). CONCLUSION: This is an
unprecedented study in the Brazilian population and which contributes to the analysis of three new
variants within the scope of UGIB: rs1330344 (PTGS1), rs2070744 (NOS3) and rs1045642 (ABCBL1).
Our findings show that the presence of the evaluated genetic variants can modify the magnitude of the
risk of UGIB in low-dose aspirin users and/or non-steroidal anti-inflammatory drugs, in addition to
other independent risk variables for UGIB. Finally, our findings suggest the need for individualized
therapy, considering the monitoring of drug therapy use and the identification of previous risk factors
for UGIB in order to promote patient safety.

KEYWORDS: Drug-Related Side Effects and Adverse Reactions; Gastrointestinal Hemorrhage;
Peptic ulcer; Pharmacogenetics; Pharmacovigilance.
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1) INTRODUCAO

A hemorragia digestiva alta (HDA) é considerada uma emergéncia médica associada a
hospitalizacbes (LAINE, 2016) e alta morbimortalidade devido a necessidade de intervencdes
cirurgicas, readmissdes hospitalares e mortalidade intra-hospitalar (QUAN et al., 2014).

A HDA possui etiologia varicosa e ndo varicosa (FEINMAN; HAUT, 2014), sendo a etiologia
n&o varicosa a de maior incidéncia (LANAS et al., 2018) e com uma taxa de mortalidade que varia de
1.1a11% (JAIRATH et al., 2012b) e em até 26% em pacientes hospitalizados (HEARNSHAW et al.,
2011).

Uma das causas mais frequentes de HDA de etiologia ndo varicosa é a doenca péptica
complicada decorrente de Ulceras pépticas (duodenais e gastricas) e erosdes gastroduodenais (LANAS
et al., 2018). A HDA néo varicosa também pode ser considerada uma reacdo adversa a medicamento
grave (PIRMOHAMED et al., 2004) e estima-se que sete a cada cem pacientes admitidos e submetidos
a endoscopia digestiva alta em um hospital terciario, sdo diagnosticados com HDA (FORGERINI et
al., 2021c).

A presenca de variantes genéticas tem sido sugerida como importante fator de risco para HDA
secundaria a doenca péptica complicada (FIGUEIRAS et al., 2016; MALLAH et al., 2020) e para a
reincidéncia de sangramento (KIM et al., 2003). Por meio de uma revisdo sistematica foram
identificadas variantes genéticas relevantes no escopo da HDA (FORGERINI et al., 2021a) e no que
concerne o uso de medicamentos, os estudos tém identificado variantes genéticas associadas a HDA
em usudrios de acido acetilsalicilico (AAS) (MALLAH et al., 2020; SHIOTANI et al., 2011, 2014;
SHIOTANI; FUJITA; NISHIO, 2015) e de anti-inflamatorios nédo esteroidais (AINEs) (FIGUEIRAS
et al., 2016; PILOTTO et al., 2007). No entanto, ndo é de nosso conhecimento nenhum estudo que
tenha avaliado a presenca de variantes genéticas envolvidas no risco de HDA secundéria a doenca
péptica complicada na populacéo brasileira (FORGERINI et al., 2021a).

Além das variantes genéticas e o uso de medicamentos, comorbidades (CROOKS; WEST;
CARD, 2013), infec¢do por Helicobacter pylori (SOSTRES; LANAS, 2011) e habitos de vida como
consumo de alcool e tabaco (CROOKS; WEST; CARD, 2013) também tem sido sugeridos como
importantes fatores de risco, independentes, para HDA secundéria a doenca péptica complicada.

Neste contexto, € proposta a analise de variantes genéticas envolvidas em processos fisioldgicos
de protecdo gastrica e na cascata de agregacdo plaquetaria (variantes nos genes PTGS1 e NOS3)
(BRZOZOWSKI et al., 2005; LANAS, 2008), assim como na farmacocinética de medicamentos
(variantes nos genes ABCB1 e VKOCR1) (BAHAR et al., 2017; SHIOTANI et al., 2014; ZHOU et al.,
2008), e em especial, no metabolismo dos AINEs (variantes no gene CYP2C9) (FIGUEIRAS et al.,
2016).
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Portanto, pretendeu-se investigar a influéncia de onze variantes genéticas nos genes PTGS1,
NOS3, CYP2C9, ABCB1 e VKOCR1 no risco de HDA secundaria a doenca péptica complicada
considerando variaveis de confundimento importantes (e.g., comorbidades, infeccdo por Helicobacter
pylori, farmacoterapia em uso e habitos de vida), além de estimar a frequéncia dessas variantes

genéticas na populacdo brasileira.
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2) REVISAO DE LITERATURA

2.1) Hemorragia digestiva alta secundéaria a doenca péptica complicada: da etiologia ao

diagnostico

A hemorragia gastrointestinal (HGI) € uma emergéncia médica e é a causa mais frequente de
hospitalizacdes associadas a morbidades digestivas (GRALNEK; NEEMAN; STRATE, 2017; LAINE,
2016). A HGI é classificada como alta (HDA) e baixa (HDB), a depender da proximidade do
sangramento ao ligamento de Treitz (FEINMAN; HAUT, 2014).

A HDB tem origem proxima ao ligamento de Treitz e abrange intestino delgado, colon e reto
(FEINMAN; HAUT, 2014). Diverticulite, angiectasias e doengas anorretais como hemorroidas e
doencas malignas colorretais sdo as causas mais frequentes de HDB (HREINSSON et al., 2013;
OAKLAND et al., 2018). Ja a HDA, possui origem acima do ligamento de Treitz e ocorre nos 6rgaos
esdfago, estomago e duodeno e sua incidéncia é até cinco vezes maior quando comparada a incidéncia
de HDB (OAKLAND, 2019).

A HDA possui etiologia ndo varicosa e varicosa (FEINMAN; HAUT, 2014). Enquanto a
etiologia varicosa € causada por varizes esofagicas ou gastricas que geralmente estdo associadas a
doencas hepaticas e hipertensao portal (LANAS et al., 2018), a etiologia ndo varicosa, definida como
desfecho deste estudo, é frequentemente causada por doenca péptica complicada, que por sua vez esta
associada a infeccdo por Helicobacter pylori e ao uso de alguns medicamentos (e.g., AINEs e
anticoagulantes orais) (LANAS et al., 2011, 2015). A HDA secundaria a doenca péptica complicada
também pode ser considerada uma reacdo adversa a medicamento grave (PIRMOHAMED et al.,
2004).

A fisiopatologia e os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da HDA secundéria a doenca
péptica complicada ainda ndo sdo bem elucidados. No entanto, sabe-se que a presenca de fatores
envolvidos na fisiopatologia da HDA esta associada a danos a mucosa gastrica, 0 que acarreta na
exposicao dos vasos sanguineos da submucosa gastrica a acdo de acido e pepsina o que ird desencadear
erosdes, comprometimento da parede do vaso e interferéncia na coagulacao sanguinea (LANAS et al.,
2018).

Os fatores mais comumente associados ao dano da mucosa géastrica séo infeccdo causada por
Helicobacter pylori e uso de medicamentos como AINEs, antiagregantes plaquetarios e
anticoagulantes (LANAS; CHAN, 2017). Além desses fatores, a influéncia da presenca de variantes
genéticas (FORGERINI et al., 2021a), comorbidades ndo gastrointestinais (CROOKS; WEST; CARD,
2013) e habitos de vida (e.g., tabagismo e ingestdo de alcool) (LANGSTED; NORDESTGAARD,
2019; STRATE et al., 2016) também devem ser considerados. Esses fatores sdo detalhados mais

adiante.
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Em relacdo ao diagnostico de HDA, a endoscopia digestiva alta (EDA) € o padrdo ouro para o
diagnostico e também como o método para o tratamento (LANAS et al., 2018). No entanto, todo
paciente admitido no servico de salde e apresentando um quadro indicativo de HDA deve ser
submetido a uma estratificacdo de risco pré-endoscopica (LANAS et al., 2018). Existem diversos
instrumentos para a estratificacdo de risco, mas o escore de Glasgow-Blatchford apresenta uma boa
performance e € utilizado mundialmente, sendo efetivo em predizer necessidade de intervencao,
complicacdes e morte, tanto na pré-admissao do paciente quanto apds endoscopia (STANLEY et al.,
2017).

A EDA sera essencial para identificar a causa da HDA e quando realizada dentro de 24 horas
apos a apresentacdo dos sintomas, ha melhora nos desfechos do paciente (JAIRATH et al., 2012a;
SARIN; MONGA; ADAMS, 2009). Portanto, a EDA ¢é recomendada para: a) diagnéstico da causa do
sangramento; b) avaliar os estigmas de sangramento recente (e.g. sangramento ativo, vaso sanguineo
visivel, presenca de coagulos e manchas escuras recobrindo a ulcera); c) estratificar os pacientes de
acordo com a classificacdo de Forrest (FORREST; FINLAYSON; SHEARMAN, 1974); e d) avaliar
o nivel de cicatrizacdo da Ulcera considerando a classificacdo de Sakita (SAKITA, 1973).

A classificacéo de Forrest permite identificar os pacientes que necessitam de tratamento, assim
como estratificar os que possuem riscos de ressangramento e necessidade de intervencdo cirirgica
(LAU et al., 1998). O tratamento do paciente por meio de endoscopia é recomendado para 0s pacientes
classificados por Forrest como la, Ib e lla, sendo efetivo em prevenir sangramentos persistentes ou
sangramento recorrente (LAINE; MCQUAID, 2009). Ja a classificacdo de Sakita permite avaliar o
nivel de cicatrizacdo da Ulcera.

Os quadros 1 e 2 sumarizam como 0s achados endoscopicos dos pacientes submetidos a EDA

sdo classificados de acordo com Forrest e de Sakita (Quadros 1 e 2).

Quadro 1.Classificagéo de Forrest considerando o tipo de sangramento, estigmata endoscépica e risco de ressangramento.

Classificagdo de Forrest Sangramento Estigmata endoscopica ?elssgngramen to de
Forrest la | — Ativo Em jato Muito alto

Forrest Ib Babando Muito alto

Forrest Ila Il — Recente Coto vascular visivel Alto

Forrest I1b Coagulo recente Alto

Forrest llc Fundo hematinico Baixo

Forrest 111 Il - Sem sangramento Sem sinal de sangramento Muito baixo

Fonte: (FORREST; FINLAYSON; SHEARMAN, 1974)

Quadro 2. Classificacdo de Sakita considerando o estagio da Ulcera e descri¢do dos achados endoscopicos.
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Classificacdo de Sakita Estégio da ulcera Descric¢édo dos achados
A (active)

Lesdo com bordas planas e nitidas, fundo
com fibrinas, e chances de restos necroticos
Bordas bem definidas, as vezes elevadas,
A2 Ativo com forma mais nitida, fundo com fibrinas
espessa e clara

Al Ativo

H (healing)

Fibrina mais ténue, discreta convergéncia de
pregas, com hiperemia marginal

Ilhas de tecido de regeneragdo, com
H2 Cicatrizando  convergéncia nitida de pregas e intensa
hiperemia marginal

H1 Cicatrizando

S (scar)

Formacdo de cicatriz vermelha com reacao
inflamatoria adjacente residual

Formacdo de cicatriz branca, com retracao
adjacente variavel

S1 Cicatrizado

S2 Cicatrizado
Fonte: (SAKITA, 1973)

2.1.1 Infeccdo por Helicobacter pylori e o risco de hemorragia digestiva alta secundéaria a

doenca péptica complicada

A Helicobacter pylori é uma bactéria gram-negativa cuja infec¢do ocorre possivelmente por
meio do ciclo oral-oral e fecal-oral (BURKITT et al., 2017) e esta associada a diversas doencas
gastricas, sendo amplamente estudada no risco de Ulcera péptica e cancer gastrico (LEE et al., 2016;
WANG et al., 2014).

A prevaléncia global de infec¢do por Helicobacter pylori é estimada em 50%, sendo mais alta
em paises em desenvolvimento (BURKITT et al., 2017). No Brasil, por exemplo, a prevaléncia de
infeccdo por Helicobacter pylori é estimada em cerca de 90% (PELETEIRO et al., 2014) e o nivel
socioecondmico (EPPLEIN et al., 2011), etnia (EVERHART et al., 2000), presenca de sintomas
dispépticos (NARAYANAN; REDDY; MARSICANO, 2018) e género masculino (OR: 1,16, IC95%
1.11-1.22) (DE MARTEL; PARSONNET, 2006) parecem estar associados a infeccao.

A infeccdo por Helicobacter pylori € uma resposta inflamatéria mediada por neutrofilos,
linfdcitos, celulas plasmaticas e macrofagos na mucosa gastrica, o que acarreta na degeneracéo e leséo
das células epiteliais (NARAYANAN; REDDY; MARSICANO, 2018). A inflamag&o do revestimento
do estdbmago (gastrite) geralmente é mais grave no antro, com pouca ou nenhuma inflamag&o no corpo
gastrico (NARAYANAN; REDDY; MARSICANO, 2018). No entanto, em alguns individuos essa
inflamacéo pode comprometer o corpo gastrico levando a pangastrite, que por sua vez, podera evoluir
para varios graus de atrofia e reducdo da producao de acido cloridrico. Estes eventos séo reportados
como precursores da Ulcera péptica e do cancer gastrico (LADEIRA; SALVADORI; RODRIGUES,
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2003). Também foi reportado um sinergismo importante no dano da mucosa gastrica em usuérios de
AINEs com infeccédo por Helicobacter pylori (HUANG; SRIDHAR; HUNT, 2002).

O tratamento da Helicobacter pylori consiste na combinacdo de antimicrobianos e supressores
da secrecdo acida (BURKITT et al., 2017). Para o tratamento de primeira linha é recomendada a
terapia tripla com claritromicina, amoxicilina e omeprazol e o prescritor deve avaliar se o paciente
reside em local de resisténcia antimicrobiana e questionar a respeito do uso prévio de antimicrobianos
(CHEY etal., 2018).

Nos Ultimos anos tem sido observada uma queda na frequéncia de Ulcera péptica associada a
Helicobacter pylori, o que pode ser justificado pela melhoria nas condi¢fes sociais e sanitarias
(MCJUNKIN et al., 2011), assim como 0s avan¢os no tratamento e erradicacdo da infeccao
(GROENEN et al., 2009).

No entanto, apesar do tratamento ser efetivo, as falhas terapéuticas tem sido frequentes
especialmente devido a presenca de cepas de Helicobacter pylori resistentes aos antimicrobianos
(BURKITT et al., 2017). Sob outra perspectiva, a adesao ao tratamento para erradicacdo da infec¢ao
(FISCHBACH; EVANS, 2007) e presenca de variantes genéticas no gene CYP2C19 que é responsavel
por metabolizar os inibidores da bomba de protons também sdo fatores que poderdo influenciar
diretamente nas falhas terapéuticas (TANG et al., 2013).

2.1.2 Uso de medicamentos e o risco de hemorragia digestiva alta secundaria a doenca
péptica complicada

Acido acetilsalicilico (AAS)

Entre os medicamentos antiagregantes, o AAS é um medicamento de facil acesso e é
frequentemente prescrito na prevencao primaria e secundaria de eventos cardiovasculares e estima-se
que aproximadamente 24,8% da populacéo brasileira o utiliza para prevencao primaria e 34,3% para
prevencdo secundaria (VIANNA; GONZALEZ; MATIJASEVICH, 2012). No entanto, apesar de
guidelines recomendarem o AAS na prevencdo de eventos cardiovasculares, esse uso vem sendo
associado ao risco de eventos adversos em tratamentos prolongados (LANAS et al., 2015; SHIOTANI;
FUJITA; NISHIO, 2015; WANG, 2019) e o real risco/beneficio foi questionado (BERGER et al.,
2006).

A avaliacéo do beneficio do uso do AAS na prevencgéo primaria de eventos cardiovasculares
tem sido alvo de inUmeros estudos, especialmente em individuos com peso superior a 70 quilos, com
diagnostico de diabetes e idosos (BOWMAN et al., 2018; GAZIANO et al., 2018; MCNEIL et al.,
2018; ROTHWELL et al., 2018; SMITH; DEMETRIOU; WEBER, 2019).

Uma metanalise que incluiu 117.279 participantes (dez ensaios clinicos) ndo identificou

evidéncia de beneficio do AAS em participantes com peso superior a 70 quilos e reportou que a
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efetividade do AAS (doses de 75 — 100 mg) diminui conforme o peso do individuo aumenta
(ROTHWELL et al., 2018). Considerando os individuos com diagndstico de diabetes e idosos que nao
possuem doencas cardiovasculares, dois ensaios clinicos ndo identificaram evidéncia do beneficio do
AAS nessas populagdes e reportaram aumento do risco de sangramentos (BOWMAN et al., 2018;
MCNEIL et al., 2018).

O ensaio ASCEND incluiu 15.000 participantes diabéticos e identificou que apesar dos
individuos tratados com AAS terem uma menor incidéncia de eventos cardiovasculares graves (RR:
0,88, C195%: 0,79 — 0,97), foi observado um aumento do risco de sangramentos (RR: 1,29, C195%:
1,09 - 1,52) (BOWMAN et al., 2018). O ensaio ASPREE incluiu 17.000 idosos (> 70 anos) e também
foi observado aumento no risco de sangramento (HR: 1,38, IC95% 1,18 1,62) e auséncia de beneficio
do AAS na prevencado de eventos cardiovasculares (MCNEIL et al., 2018). Um outro ensaio clinico
(ARRIVE) avaliou 12.546 participantes com risco moderado de doenca cardiovascular (aterosclerose)
e também n&o identificou melhora em nenhum dos desfechos cardiovasculares avaliados (GAZIANO
etal., 2018).

Os eventos de sangramento reportados por esses estudos, especialmente risco de HDA, podem
ser justificados pelo proprio mecanismo de acdo do AAS, o qual ir& conferir tanto os seus beneficios
quanto os potenciais riscos de seguranca (SMITH; DEMETRIOU; WEBER, 2019).

Para o efeito farmacoldgico antiagregante, o AAS inibe irreversivelmente, por meio de
acetilacdo, a atividade da isoenzima COX-1, o que impede a formacdo de tromboxano A2 durante toda
a vida da plaqueta (7 a 10 dias). O tromboxano A2, por sua vez, é um potente vasoconstritor e indutor
da ativacdo e agregacdo plaquetaria e a sua ndo formacdo acarretara na reducdo da agregacao,
prolongando, assim, o tempo de sangramento e aumentando o risco de sangramento (AWTRY;
LOSCALZO, 2000).

Também € essencial considerar que existem uma série de fatores que podem influenciar no
risco de HDA durante o uso de AAS, como a idade do paciente, género, presenca de variantes genéticas
que de alguma maneira interfiram na farmacocinética e dindmica do AAS e habitos de vida (COLLINS
et al., 2009; SHIOTANI; FUJITA; NISHIO, 2015; WHITLOCK et al., 2016). Logo, a decisdo de
iniciar a terapia antiagregante com o AAS, principalmente em individuos sem histérico prévio de
doenca cardiovascular, deve ser avaliada pelo prescritor de uma maneira individualizada, uma vez que
ha uma alta variabilidade interindividual (WHITLOCK et al., 2016).

Sob outra perspectiva, também é crescente 0 numero de estudos avaliando o uso de AAS na
prevencao do cancer. No entanto, a maior limitacdo desses estudos esta relacionada ao fato da maioria
dos dados ser proveniente de estudos que avaliaram a prevencdo de doencas cardiovasculares e
portanto, ndo foram delineados com desfecho primario de cancer (SMITH; DEMETRIOU; WEBER,
2019). Essa hipotese somada ao fato do AAS ser um medicamento de facil acesso, faz com que haja
um aumento do uso ndo racional deste medicamento e consequentemente da incidéncia de HDA.

Ademais, uma revisdo sistematica que incluiu 103.787 participantes ndo identificou reducdo da
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incidéncia de cancer, nem tampouco a mortalidade geral de cancer com o uso de AAS (CHUBAK et
al., 2016).

Anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES)

Usuarios de AINEs tém ate trés vezes mais chances de desenvolver lesdes na mucosa gastrica
(TSUJIMOTO et al., 2018), tlcera peptica (LANAS; CHAN, 2017) e eventos gastrointestinais graves
como Ulcera perfurada e HDA (LANAS et al., 2015). E, na populacéo brasileira, foi observado um
aumento na prevaléncia de Ulcera péptica associada ao consumo de AINES quando comparada a
prevaléncia associada a infeccdo por Helicobacter pylori (CARLI et al., 2015).

Assim como 0 AAS, o0 mecanismo de acdo dos AINEs esta diretamente associado ao risco de
sangramento. De modo geral, a acdo dos AINEs envolve a inibicéo irreversivel da COX-1 e COX-2,
isoenzimas envolvidas na biossintese das prostaglandinas, que por sua vez estao fortemente implicadas
na inflamacdo e em processos fisioldgicos da gastroprotecdo e agregacdo plaguetaria (CRYER,;
FELDMAN, 1998). E importante recordar que a COX-1 é constitutiva e possui funcdes a nivel renal,
gastrico e plaquetario importantes, enquanto a COX-2 é induzida e intervém em processos
inflamatorios, febris e de dor (LIPPI; DANESE; FAVALORO, 2019).

Alguns AINEs sdo inibidores nao especificos de ambas as enzimas, enquanto os chamados
"coxibes" irdo inibir especificamente a COX-2. E esperado, portanto, um menor risco de sangramento
gastrointestinal em usuéarios de coxibe quando comparado aos usuarios de AINES, uma vez que ndo ha
a inibicdo da COX-1. No entanto, mesmo com a seletividade dos coxibe, o risco de complica¢Ges
gastrointestinais nos usuarios ainda é reportado (BINDU; MAZUMDER; BANDYOPADHYAY,
2020).

A nivel da mucosa gastrica, os AINEs, assim como o AAS, também diminuem a
hidrofobicidade do muco gastrico, fazendo com que o epitélio fique exposto a acdo do acido gastrico
e pepsina, levando ao dano da mucosa gastrica (LANAS et al., 2018) e além da seletividade para a
COX-2, a dose diaria e tempo de uso do AINE também podera influenciar no risco de HDA
(CHATTERJEE et al., 2015).

E observado um efeito dose dependente no risco de sangramento gastrointestinal quando se
compara usuarios de baixas (RR: 2,5, IC95% 2,0 — 3,0) e altas doses de AINEs (RR: 4,5, 1C95% 4,0 —
6,1), assim como usuarios de AINEs de meia vida curta (RR: 2,4, 1C95% 1,9 — 3,1) e longa (RR: 4,5,
IC95% 3,3 — 6,2) (GARCIA RODRIGUEZ; BARREALES TOLOSA, 2007).

Quando o tempo de uso do AINEs é considerado, um maior risco de sangramento
gastrointestinal é observado em periodos de uso inferiores a um més (OR: 8,00, IC95% 6,37 — 10,06)
guando comparado a periodos de até trés meses (OR: 3,31, 1C95% 2,27 — 4,82) ou superiores a trés
meses de uso (OR: 1,92, 1C95% 1,19 — 3,13) (GABRIEL, 1991). Este achado sugere que ha uma

relacdo inversa entre o tempo de uso dos AINES e a ocorréncia de sangramento, 0 que pode ser
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justificado pela possivel adaptacdo da mucosa gastrica como observado em usuarios cronicos de AAS
(GRAHAM et al., 1988).

O risco de complicacBes gastrointestinais em usuarios de AINEs também aumenta em
individuos com histéria prévia de incidentes gastrointestinais (DUBOIS et al., 2004), além de outros
fatores como idade superior a 60 anos, uso concomitante de com corticoides e AAS (LANAS et al.,
2015).

Outro aspecto importante que também pode influenciar no risco de HDA em usuarios de AINEs
é a presenca de variantes genéticas que configuram um metabolismo lento desses medicamentos
(FIGUEIRAS et al., 2016; PILOTTO et al., 2007). Primeiramente, 0 metabolismo da maioria dos
AINEs é realizado pelo sistema de enzimas microssomais citocromo P450 (CYP), sendo a CYP2C9 a
isoenzima mais importante no processo de metabolismo, seguida de CYP3A4, CYP2C19 e CYP2C8
(WYATT; PETTIT; HARIRFOROOSH, 2012).

Notavelmente, as variantes CYP2C9*2 e CYP2C9 *3 podem afetar diretamente a efetividade
dos AINEs (WYATT; PETTIT; HARIRFOROOSH, 2012), além de estarem associadas a desfechos
negativos de seguranca (e.g., HDA) (BLANCO et al., 2008; FIGUEIRAS et al., 2016). A influéncia
dessas variantes no risco de HDA é abordado detalhadamente na proxima segao.

Outros medicamentos

Os anticoagulantes orais e outros antiagregantes plaquetarios também tém sido associados ao
risco de HDA (LANAS-GIMENO; LANAS, 2017; PANNACH et al., 2017), principalmente em idosos
(ABRAHAM et al., 2015) e em individuos em uso concomitante dessas classes e AAS e/ou AINEs
(ABRAHAM, 2016).

Uma metanalise que incluiu 151.578 participantes identificou que o uso dos anticoagulantes
orais de nova geracdo (e.g., rivaroxaban) foi associado a uma razdo de chances de HDA de 1,45
(1C95% 1,07 — 9,07) e esse risco é mais elevado em individuos com trombose (OR: 1,59, 1C95% 1,03
—2,44) e sindrome coronariana aguda (OR: 5,21, 1C95% 2,58 — 10,53) (HOLSTER et al., 2013).

O uso dos anticoagulantes de nova geracdo parece possuir maior probabilidade de estar
associado ao risco de hemorragia digestiva baixa (LANAS-GIMENO; LANAS, 2017) e o uso de
anticoagulantes antagonistas de vitamina K e antiagregantes ao risco de HDA (PANNACH et al.,
2017).

Uma explicacdo para esse dado seria o fato dos anticoagulantes de nova geracdo serem
dependentes da absorcéo e excrecdo mediada pela Pgp e, por consequéncia, estarem em uma maior
concentragéo no intestino, contrastando com a via de absor¢éo e excrecdo dos antagonistas de vitamina
K e antiagregantes (KIRCHHOF et al., 2016). Outro aspecto que poderia explicar esse risco seria a

diferenga de meia vida entre essas classes farmacoldgicas, sendo 9 — 17 horas (anticoagulantes de nova
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geracdo) versus uma semana (alguns antagonistas de vitamina K e antiagregantes) (PANNACH et al.,
2017).

No entanto, em um estudo coorte realizado nos Estados Unidos o risco de HDA foi reportado
como similar tanto em usuarios dos anticoagulantes de nova geragdo quanto os de varfarina, um
anticoagulante antagonista de vitamina K de estreita faixa terapéutica (ABRAHAM et al., 2015). Nesse
contexto, 0 monitoramento da terapia anticoagulante e antiplaquetaria, o emprego de scores preditivos
de risco de HDA considerando uma avaliacdo integral do paciente, assim como discussdes rotineiras
com o cardiologista e educacao ao paciente sdo essenciais (ABRAHAM et al., 2015).

Em relacdo a outros medicamentos, a influéncia do uso de antidepressivos e anti-hipertensivos
no risco de HDA também tem sido avaliada. No entanto, os dados na literatura sdo controversos, pois
ao passo que alguns estudos identificaram risco de HDA, em outros a associacao ndo foi significativa,
tanto em usuérios de antidepressivos (CARVAJAL et al., 2011; DE ABAJO et al., 2006) quanto para
os de anti-hipertensivos (NAGATA et al., 2015; SUISSA et al., 1998).

Na populacdo do presente estudo foi testada a associacdo do uso de antidepressivos e de anti-
hipertensivos e o risco de HDA e o risco foi identificado em usuarios antidepressivos concomitante ao
uso de AAS e em usuarios de anti-hipertensivos das classes dos bloqueadores dos canais de célcio e
blogueadores alfa e beta adrenérgicos (dados ainda ndo publicados).

2.2) Susceptibilidade genética e o risco de hemorragia digestiva alta secundaria a doenca péptica

complicada

A presenca de variantes genéticas pode estar associada ao risco de HDA e estudos tém
reportado respostas idiossincraticas ao uso de alguns medicamentos, principalmente AAS na
prevencdo de doencas cardiovasculares (GROZA et al., 2017; MALLAH et al., 2020; NEGOVAN et
al., 2015; WANG, 2019) e AINEs (FIGUEIRAS et al., 2016; PILOTTO et al., 2007).

Adiante s&o abordados os genes selecionados no presente estudo, assim como as variantes

genéticas avaliadas.

Gene PTGS1

Prostaglandina-endoperoxido sintase 1 (PTGS1) é um gene de aproximadamente 22kb,
composto por 11 exons codificadores e localizado no cromossomo 9 (localizacdo 9qg32-933.3)
(CHANDRASEKHARAN; SIMMONS, 2004), enquanto a prostaglandina-endoperoxido sintase 2
(PTGS2) é um gene localizado no cromossomo 1. Estes genes sdo responsaveis pela codificacdo das

ciclooxigenases 1 e 2, respectivamente, também designadas como isoenzimas COX-1 e COX-2.
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A COX-1 e COX-2 possuem um peso molecular de 71kDa e s&o estruturalmente semelhantes,
compartilhando cerca de 63% da sequéncia de aminoacidos, assim como regifes funcionais
(SIMMONS; BOTTING; HLA, 2004).

Essas isoenzimas estdo envolvidas em diversos processos fisiologicos e patoldgicos na
agregacdo plaquetéria e trato gastrointestinal (BRZOZOWSKI et al., 2005; PALMA-BARQUEROS
et al., 2020). A COX-1 é considerada uma enzima constitutiva expressa na maioria dos tecidos,
principalmente no endotélio, plaquetas e mondcitos (AGUNDEZ et al., 2015) e desempenha um papel
importante na biologia plaquetéaria e hemostasia (PALMA-BARQUEROS et al., 2020), enquanto a
COX-2 é umaenzima induzida e pro-inflamatoria cuja superexpressdo estd associada ao risco de cancer
(VOGEL et al., 2014).

A COX-1 media a conversdo do acido araquidénico livre em prostandides (tromboxano A2,
prostaglandina e prostaciclina) que s&o cruciais em processos fisioldgicos como agregacao plaquetaria,
citoprotecdo gastrica, funcdo renal e reatividade vascular (VANE; BAKHLE; BOTTING, 1998).
Ressalta-se que o tromboxano A2 é um agonista da agregacao plaquetaria e que a prostaglandina esta
envolvida na manutencdo da integridade gastrica (e.g., producdo de muco produtor e reducdo da
producéo de &cido cloridrico) e do fluxo sanguineo (BRZOZOWSKI et al., 2005).

A relevancia clinica da COX-1 e COX-2 esta associada principalmente ao uso de medicamentos
inibidores dessas enzimas e as reacdes adversas a medicamento associadas (AGUNDEZ et al., 2015).
A maioria das reacdes adversas a medicamento observadas durante o uso dos inibidores da COX esta
relacionada com reacdes a nivel gastrointestinal devido a inibicdo da COX-1 (RAO; KNAUS, 2008) e
apesar do constante desenvolvimento de medicamentos que sdo inibidores especificos da COX-2, o
uso de inibidores ndo especificos é frequente.

Dentre os fatores capazes de modificar a atividade da COX-1, destacam-se as variacdes
genéticas que podem modificar a expressao basal, a estrutura, funcdo ou ainda levar a inducéo dessa
enzima (AGUNDEZ et al., 2015). Nesse contexto, tém sido descritas variantes genéticas que induzem
alteracOes em sitios de transcricdo do gene PTGSL.

A presenca de variantes genéticas no gene PTGS1 tem sido comum em diferentes populacdes.
No entanto, a presenca dessas variantes € de duas a trés vezes mais frequente na populacao europeia e
americana miscigenada, respectivamente, quando comparada a populacdo asidtica. Ademais, a
frequéncia dessas variantes na populacdo de origem africana é cerca de dez vezes maior do que a
identificada na populacio asiatica (AGUNDEZ et al., 2015).

Em 2003 foram identificados pelo menos vinte polimorfismos de nucleotideo Unico (single
nucleotide polymorphism) no gene PTGS1 (HALUSHKA; WALKER; HALUSHKA, 2003). Dois
deles, que se encontram em desequilibrio de ligacdo completo em individuos saudaveis dos Estados
Unidos (rs10306114 e rs3842787), parecem aumentar a sensibilidade ao AAS, uma vez que essas
variantes dao lugar a uma COX-1 com menor capacidade de sintese de prostaglandina (HALUSHKA;
WALKER; HALUSHKA, 2003).
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As variantes rs10306114 e rs1330344 tém sido relacionados com resisténcia a terapia
antiplaquetaria (L1 et al., 2013; ULEHLOVA et al., 2014) e a rs5788 a diminui¢cdo da agregacao
plaquetaria (MAREE et al., 2005). A variabilidade na inibicdo da COX também é uma explicacdo
plausivel para a ocorréncia de reacdes adversas a medicamento (DONA et al., 2011; TORRES et al.,
2014).

Gene NOS3

O oxido nitrico (NO) media inimeros processos fisiologicos no trato gastrointestinal, incluindo
manutencdo do ténus muscular e da integridade e modulacdo do fluxo sanguineo da mucosa gastrica
(LANAS, 2008), além de estimular a secre¢do de muco e inibir a aderéncia do leucdcito e plaquetas
as paredes do endotélio na microcirculagdo gastrointestinal (PIQUE; WHITTLE; ESPLUGUES,
1989). O NO também tem potencial de inibicdo da agregacdo plaquetaria ao ponto de desagregar
plaquetas previamente agregadas (RADOMSKI; PALMER; MONCADA, 1987), logo, a inibicdo de
sua sintese pode levar ao aumento da agregacgdo. Portanto, no trato digestivo o NO atua na homeostase
do trato gastrointestinal e no reparo de possiveis danos; e quando essa homeostase é interrompida,
podem ocorrer condi¢bes patoldgicas (LANAS, 2008).

O NO é sintetizado a partir da converséo da L-arginina em L-citrulina e NO (VANHOUTTE
etal., 2017), conversdo a qual é catalisada por meio de uma das trés isoformas da oxido nitrico sintase
(NOS). A nivel gastrointestinal ha duas isoformas constitutivas expressas no endotélio vascular e no
sistema nervoso entérico do trato gastrointestinal, sendo a NOS endotelial (eNOS) e a neuronal (nNNOS).
Ha também a isoforma induzida da NOS (iNOS) que é expressa em macrofagos e neutrofilos e possui
um potente sinal indutor (CHO, 2001).

Sabe-se também que as prostaglandinas derivadas tanto do NO quanto da COX compartilham
similaridade em varias func¢des no trato gastrointestinal, pois mediam mecanismos de defesa da mucosa
gastrica em um nivel de cooperacdo e a supressdao de uma delas pode levar a uma elevacao
compensatdria da outra (WALLACE; MILLER, 2000).

Observou-se que a concentracdo de NO plasmatico esta associada a variacdes no gene NOS3.
Foi descrita uma repeticdo em série de nUmero variavel caracterizada por 27 pares de base no intron 4
da isoforma eNOS, também conhecida como 4b/4a VNTR, tendo como alelos mais comuns aqueles
com cinco (variante 4b) ou quatro cépias (variante 4a) do fragmento de 27 pares de base (COOKE;
DOSHI; BINKLEY, 2007). Essa VNTR regula o gene em um nivel pos-transcricional por meio da
formagéo de um pequeno RNA de interferéncia (sirRNA) (ZHANG et al., 2008).

Quantidades maiores de sirRNA foram encontradas em células endoteliais com a variante 4b
resultando em uma menor quantidade de RNA mensageiro da NOS3 quando comparado com as células
com a variante 4a (ZHANG et al., 2008), o que pode ser justificado pelo fato do sirRNA inibir a
expressao génica (ZHANG et al., 2005).
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O namero dessas repeticdes esta associado a alteracdes superiores a 25% na concentracdo basal
de NO (WANG et al., 1997) e as implicacdes clinicas tém sido amplamente estudadas, especialmente
no risco de doengas cardiovasculares (OLIVEIRA-PAULA; LACCHINI; TANUS-SANTOS, 2016).

Foram identificados apenas dois estudos que avaliaram a repeticdo em tandem de nimero
variavel no intron 4 da eNOS e o risco de HDA, sendo ambos caso-controle e conduzidos na populacéo
espanhola. Serrano et al. (2002) incluiram 188 pacientes com diagnéstico de Ulcera péptica (subgrupo
de 86 pacientes com HDA) e 120 controles, restringindo a inclusdo apenas para participantes
caucasianos (SERRANO et al., 2002); enquanto que Piazuello et al. (2008) incluiram 88 pacientes
diagnosticados com HDA e 108 controles hospitalares e 158 doadores de sangue, incluindo apenas
usuarios de AAS (PIAZUELO et al.,, 2008). Em ambos os estudos os carreadores do alelo “a”,
considerado raro, foi associado a uma reducao do risco de HDA.

Além da repeticdo em série de nimero variavel 4b/4a no intron 4 da eNOS, também foram
descritas duas variantes funcionais que também podem influenciar na atividade da NOS3 e
consequentemente na concentracdo de NO e agregacdo plaquetéaria: rs1799983 e rs2070744
(OLIVEIRA-PAULA; LACCHINI; TANUS-SANTOS, 2016).

A variante rs1799983 esta localizado no éxon 7 e se caracteriza pela mudanca de uma guanina
para timina na posicao -894, resultando na substituicdo de uma glutamina por aspartato na posic¢ao -
298 (MARSDEN et al., 1993). Essa variante, também conhecida como GIlu298Asp, esta envolvida na
regulacdo da atividade do gene NOS3.

A presenca do alelo aspastato resulta em uma reducdo da ligacdo da NOS3 a caveolina-1, o que
levara a reducdo da disponibilidade de NOS3 na fracdo caveolar nas células endoteliais. Tendo uma
quantidade reduzida de NOS3 disponivel para ativacdo mediada pelo complexo calcio-calmodulina,
por meio da dissociacdo da ligacdo da NOS3 e caveolina-1, havera uma menor atividade da NOS3 e
consequentemente menor producédo de NO (JOSHI et al., 2007).

A variante rs2070744 estd localizado em uma regido promotora e € caracterizado pela
substituicdo de uma timina por citosina na posi¢do -786, o que pode afetar a NOS3 em um nivel
transcricional. A proteina de replicacdo Al (RPAL), que atua como um repressor génico, passara a se
ligar com uma maior afinidade nessa regido devido a presenga da citosina, o que iré resultar em uma
reducdo da atividade transcricional da NOS3 (NAKAYAMA et al., 1999; WANG; DUDLEY; WANG,
2002) e, consequentemente, em uma menor expressdo do gene (MIYAMOTO, 2000). Nesse contexto,
foi observada uma menor biodisponibilidade de NO em individuos carreadores do alelo variante C
(presenca de citosina) quando comparado ao alelo T (presenca de timina) (NAGASSAKI et al., 2006).

E de nosso conhecimento apenas um estudo que avaliou o rs1799983 no escopo da HDA
secundaria a doenca peptica complicada (FORGERINI et al., 2021a). Trata-se de um estudo caso-
controle espanhol no qual foi identificado risco de HDA em usuérios de AAS na presenca dos
gendtipos heterozigoto e homozigoto (GT + TT) (OR: 7.690, Cl: 2.4 — 23.7) (MALLAH et al., 2020).

A andlise do polimorfismo rs2070744 proposta no presente estudo €, portanto, uma analise inédita.
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Gene CYP2C9

O citocromo P450 (CYP) compreende um grupo de hemoproteinas responsaveis pelo
metabolismo de fase | de substratos endogenos e exdgenos (RENDIC; CARLO, 1997). A CYP tem
sido alvo de inimeros estudos farmacogenéticos pois é responsavel pelo metabolismo de cerca de 60%
dos medicamentos (ZHOU et al., 2008) e a presenca de variantes genéticas esta associada a alteracdes
clinicamente relevantes na depuragdo, resposta terapéutica ou idiossincratica de medicamentos
(HIROTA; EGUCHI; IEIRI, 2013).

A subfamilia CYP2C, em especial a isoenzima CYP2C9 localizada no cromossomo 10 (g24.2) é
responsavel pelo metabolismo oxidativo de uma gama de medicamentos, incluindo aqueles com
estreita faixa terapéutica, como varfarina (RETTIE et al., 1992) e fenitoina (BAJPAI et al., 1996), alem
de outros medicamentos amplamente prescritos como losartana, fluoxetina, tamoxifeno e pelo menos
16 AINEs (e.qg., diclofenaco, ibuprofeno e meloxicam) (HIROTA; EGUCHI; IEIRI, 2013; RENDIC,
2002).

Em 2002 foram identificados 42 alelos da CYP2C9, sendo que o alelo *1 é considerado o
selvagem e, dentre os alelos, os mais estudados sdo 0s *2 e *3, 0s quais configuram seis genotipos:
*1/*1 (selvagem), *1/*2, *1/*3, *2/*2, *3/*3 e *2/*3 (LEE; GOLDSTEIN; PIEPER, 2002).

O alelo variante CYP2C9*2, também conhecido como Arg'#Cis, é localizado no éxon 3, e se da
por meio da substituicdo de uma citosina por timina na posicao -430, 0 que ird acarretar na codificacdo
de uma substituicdo de arginina por cisteina na posicao -144. Ja o alelo variante CYP2C9*3, também
conhecido como 11e3*°Leu, é localizado no éxon 7 e ocorre por meio da transversio de uma adenina
por citosina na posi¢do -1075, o que ir4 acarretar na codificagdo de uma leucina no residuo do
aminoacido -359 (BHASKER et al., 1997). Tem sido reportada uma reducao de 20 — 30% da atividade
enzimatica na presenca da variante CYP2C9*2 e uma reducdo de até 70% na presenca da variante
CYP2C9*3 (ZHOU et al., 2008).

Scott et al. (2007) propuseram a determinacdo do fenotipo considerando os metabolizadores
como extensivos ou normais (extensive metabolizers - EM), intermediarios (intermediate metabolizers

- IM) e lentos (poor metabolizers - PM) como descrito no quadro 3 (SCOTT et al., 2007).

Quadro 3. Determinacdo do fenétipo do gene CYP2C9 considerando a combinacéao de alelos e o fendtipo predito.

Fendtipo predito Combinacéo de alelos Combinagéo de alelos
Metabolizador extensivo (EM) EM + EM *1/*1
Metabolizador intermediario (IM) EM + IM *1/*2, *1/*3

Metabolizador lento (PM) IM + IM *2/*%2, *3[*3, *2/*3
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EM: Extensive metabolizers (metabolizadores extensivos ou normais); IM: Intermediate
metabolizers (metabolizadores intermediarios); PM: Poor metabolizers (metabolizadores lentos).
Fonte: Adaptacédo de (SCOTT et al., 2007).

O primeiro estudo a avaliar os genoétipos e fenétipos do CYP2C9 na populacdo brasileira foi
conduzido por Viana-Jorge et al. (2004), no qual foi realizada a genotipagem de 331 participantes
saudaveis (VIANNA-JORGE et al., 2004). As frequéncias identificadas dos alelos CYP2C9*1,
CYP2C9*2 e CYP2C9*3 foram de 84,9%, 8,6% e 6,5%, respectivamente. Ademais, 0s participantes
foram estratificados por meio da auto percepgéo de cor em branco, preto e pardo e foi observado uma
frequéncia dos genotipos *1/*2 e *1/*3 trés vezes menor em participantes pretos quando comparado
aos brancos.

Um segundo estudo, conduzido pelo mesmo grupo de pesquisa, realizou a genotipagem de 390
participantes em uso de anticoagulantes orais e foi observada uma frequéncia de 11,8% e 5,4% para
CYP2C9*2 e CYP2C9*3 (PERINI et al., 2008). Foi observado que participantes brancos necessitavam
de uma dose de varfarina menor em comparacdo aos pretos, o que pode ser justificado pela maior
frequéncia dos alelos de metabolizacdo lenta nos participantes brancos.

Nestes dois estudos foram observadas diferencas nas frequéncias alélicas a depender da cor do
participante, o que pode ser justificado pela alta miscigenacdo da populacédo brasileira (SUAREZ-
KURTZ et al., 2012) e a ancestralidade que ira influenciar diretamente na frequéncia das variantes
genéticas (RAMOS et al., 2014; RODRIGUES-SOARES et al., 2018).

Em outro estudo brasileiro, as frequéncias alélicas do CYP2C9*2 (9,1%) e CYP2C9*3 (4,3%)
em usuarios de varfarina foram semelhantes as identificadas por Viana-Jorge et al. (VIANNA-JORGE
etal., 2004), e a presenca dos alelos *2 e *3 também foi associada a necessidade de uma dose reduzida
de varfarina (ALMEIDA et al., 2014).

No escopo da HDA, o gene CYP2C9 é o mais avaliado e foram identificados seis estudos (sete
publicacbes) na literatura que avaliaram os alelos CYP2C9*2 e CYP2C9*3 (FORGERINI et al.,
2021a). Esses estudos foram conduzidos na Espanha (n = 02), Italia (n = 01), Reino Unido (n = 01),
China (n=01) e Turquia (n = 01) e foi identificado risco de HDA em usuéarios de AINEs e carreadores
do alelo CYP2C9*2 (BLANCO et al., 2008; FIGUEIRAS et al., 2016; MARTINEZ et al., 2004;
PILOTTO et al., 2007) e CYP2C9*3 (FIGUEIRAS et al., 2016). De fato, foi reportado que usuarios
de AINEs e carreadores dos alelos *2 e *3 possuem um maior risco de desenvolverem sangramentos
gastrointestinais e outros eventos adversos a medicamento a nivel gastrointestinal (MACIAS et al.,
2020).

Apesar do estudo de Ucar et al. ter reportado risco de HDA em usuérios de varfarina em
carreadores dos alelos CYP2C9*2 e CYP2C9*3, os dados estatisticos ndo foram reportados (UCAR et

al., 2013). Em relacdo aos aspectos metodologicos, também vale ressaltar que ndo esta claro o processo
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de recrutamento dos participantes, a identificacdo e ajuste de variaveis de confusdo, assim como a
mensuracdo do uso de varfarina nesse estudo.
Portanto, ndo é de nosso conhecimento nenhum estudo que avaliou o risco de HDA associado a

presenca das variantes do gene CYP2C9 na populagéo brasileira.

Gene VKORC1

O VKORC1 é o principal gene envolvido na farmacodindmica da varfarina, por ser o alvo
molecular de inibicao durante a terapia anticoagulante. Este gene codifica a subunidade-1 do complexo
epoxido-redutase da vitamina K, um cofator essencial para a y-carboxilacdo de proteinas dependentes
de vitamina K, incluindo os fatores de coagulacéo II, VII, IX e X (FLOCKHART et al., 2008).

Primeiramente ocorre a conversdo da vitamina K-epdxido-redutase, formada durante a
carboxilacéo de varias proteinas, em vitamina K-quinona. Essa conversao ira permitir que o ciclo da
vitamina K funcione cataliticamente na geracao de residuos y -glutamil carboxilase (OMIM 137167),
que por sua vez, serdo responsaveis pela modificacdo pos-traducdo de residuos de glutamil em
proteinas, incluindo a formac&o de fatores de coagulacdo (FLOCKHART et al., 2008).

Considerando que os anticoagulantes exercem um efeito antagonista sobre o gene VKORC1 por
meio do antagonismo a vitamina K e pela inibicdo da formacéo das redutases, especialmente vitamina
K-epdxido (OLDENBURG et al., 2007). Logo, se ha uma inibicdo da K-epoxido, havera uma menor
y-carboxilacdo de proteinas e consequentemente uma reducdo da producdo de fatores de coagulacdo
dependentes de vitamina K, resultando no aumento do tempo de sangramento e em um INR mais
elevado (international normalized ratio) (FLOCKHART et al., 2008).

Os fatores pré-coagulantes afetados pela inibicdo da y-carboxilacdo pela varfarina sdo os fatores
I1, VII, IX e X e os fatores coagulantes afetados sdo as proteinas S e C (FLOCKHART et al., 2008).

Nesse contexto, a presenca de variantes genéticas localizadas no VKORCL1 ira afetar diretamente
na farmacodinamica da varfarina e de outros anticoagulantes, podendo resultar tanto na resisténcia
quanto na sensibilidade a esses medicamentos (WADELIUS et al., 2005). Na chamada sensibilidade a
varfarina, a dose requerida deste medicamento tende a ser menor e o risco de anticoagulagéo excessiva
tende a ser maior.

Uma das variantes mais estudadas no gene VKORC1 ocorre em uma regido promotora na posi¢ao
-1639 (rs9923231, G > A). Os individuos carreadores do genétipo GG (selvagem) possuem baixa
sensibilidade a varfarina requerendo uma dose aumentada em até 35%; enquanto individuos
carreadores do genotipo AA (homozigoto) possuem alta sensibilidade a varfarina e requerem uma dose
até 32% menor de varfarina (FLOCKHART et al., 2008).

Suarez-Kurtz et al. (2010) realizaram a genotipagem desse polimorfismo em 1037 brasileiros
saudaveis de quatro regides geograficas diferentes, estratificados em branco, pardo e preto, de acordo

com o auto relato do participante e considerando os marcadores de ancestralidade, e foi observada alta
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variabilidade interindividual devido a heterogeneidade da populagdo brasileira. A frequéncia do
gendtipo AA (homozigoto), alelo que confere sensibilidade a varfarina, variou continuamente
conforme aumentou a ancestralidade europeia dos participantes, independentemente da cor auto
relatada ou da regido geogréfica. Logo, foi identificado que participantes de ancestralidade europeia
apresentaram uma frequéncia maior do alelo variante (SUAREZ-KURTZ et al., 2010).

Essa variante, em conjunto com outras variantes localizadas no VKORC1 e de metabolizacao
lenta localizadas no CYP2C9 (alelos *2 e *3) tem sido amplamente estudadas na variabilidade da dose
de manutencdo da varfarina (RODRIGUES-SOARES; SUAREZ-KURTZ, 2019; SCOTT et al., 2010),
especialmente para a redugdo de sangramentos graves e para proporcionar uma qualidade de vida
melhor ao paciente (PANCHENKO et al.,, 2020). Essas variantes parecem atuar de maneira
independente e aditiva, e a presenca de variantes em ambos 0s genes tem um impacto maior na dose
de varfarina, mas ndo h4 uma relacgéo sinérgica (MONTES et al., 2008).

Praxedes et al. (2020) validaram um algoritmo na populacdo brasileira para predizer o tempo de
intervalo terapéutico da varfarina considerando a influéncia das variantes CYP2C9*2 e CYP2C9*3 e
VKORC1, além de outros fatores ndo genéticos (e.g., género, assisténcia para administracdo da
varfarina e nimero de medicamentos crénicos em uso), 0 que permite estratificar os pacientes com
risco elevado de sangramento e a qualidade do controle da terapia anticoagulante (PRAXEDES et al.,
2020).

Portanto, variantes localizadas no VKORC1 tém sido avaliadas no escopo da terapia
anticoagulante (AL-MAHAYRI et al., 2019; SOLTANI BANAVANDI; SATARZADEH, 2020) e no
contexto da HDA, € de nosso conhecimento apenas dois estudos que avaliaram a influéncia da variante
rs9923231 no risco de hemorragia digestiva (GROZA et al., 2017; MONTES et al., 2008).

Montes et al. (2008) avaliaram o risco de hemorragia digestiva em 267 participantes em uso de
acenocumarol (89 casos e 178 controles). O risco de hemorragia digestiva s6 foi identificado nos
participantes carreadores do alelo variante da rs9923231 e em uso concomitante com AAS (OR: 8,97;
IC: 1,66 — 48,34). No entanto, vale ressaltar o baixo nimero amostral do grupo de usuarios de
acenocumarol + AAS (seis casos e dois controles), além dos critérios de inclusao e exclusdo nao serem
claros e a hemorragia digestiva de etiologia baixa ter sido incluida (MONTES et al., 2008).

Groza et al. (2017) avaliaram 341 participantes romenos (163 casos e 178 controles), sendo que
0S pacientes em terapia com antagonistas da vitamina K foram excluidos. Este foi o primeiro estudo a
avaliar a influéncia do polimorfismo rs9923231 no risco HDA secundaria a doenga péptica
complicada; e o risco foi identificado em carreadores do genétipo AA (OR: 1,36, IC: 0,99 — 1,86) e
em usuarios de AAS e AINEs carreadores do genotipo AA (OR: 7,64; IC: 3,12 — 18,74), sendo “A” o
alelo variante. No entanto, ndo esta claro como os autores definiram e mensuragdo o uso de AAS e
AINEs entre os participantes (GROZA et al., 2017).

Portanto, considerando o possivel risco de HDA identificado por Groza et al. (2017),

principalmente em usuarios de AAS e AINEsS, o presente estudo pretendeu testar a hipdtese de que a
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presenca da variante rs9923231 esta associada a ocorréncia de HDA, independente da terapia

anticoagulante.

Gene ABCBL1

O gene ABCB1, também conhecido como MDR1 (gene humano de resisténcia a multiplas
drogas), se localiza no cromossomo 7 (q21.1) (CALLEN et al., 1987) e ¢é constituido por uma regido
promotora e 29 éxons (CHEN et al., 1990). Em 2010, foram reportadas cerca de 50 variantes
localizadas neste gene, sendo este, considerado altamente polimérfico (SCHEINER; DAMASCENO;
MAIA, 2010).

A glicoproteina P (Pgp), uma proteina de membrana integral de 170 k-Da que pertence a
superfamilia de transportadores (ABCB1 — ATP binding cassete) que atua como uma barreira de
protecdo e bomba de efluxo para uma grande variabilidade de compostos naturais e xenobioticos
lipofilicos (WOODAHL; HO, 2004), e é expressa no gene ABCBL.

A Pgp é codificada nas células epiteliais intestinais e € responsavel pelo efluxo de véarios
medicamentos para o intestino e desempenha um papel critico nos processos de absorcao, distribuicéo,
metabolismo e excre¢do de medicamentos (MEGA et al., 2010). Logo, a presenca de variantes
localizadas no ABCBL1 pode afetar diretamente a farmacocinética e farmacodindmica de inumeros
substratos da Pgp e, consequentemente, a biodisponibilidade desses substratos (SCHEINER;
DAMASCENO; MAIA, 2010).

A variante rs1045642, também conhecida como C3435T, é uma das mais frequentemente
reportados na literatura. Apesar de ser uma variante considerada “silenciosa”, tem sido associada a
alteragfes no efluxo de medicamentos assim como a baixa expressdo da Pgp. Essa variante foi
associada a alteracdes na eficacia e seguranca das estatinas (GUAN et al., 2019) e a necessidade de
ajustes de doses em tratamento com antidepressivos e antipsicoticos (SAIZ-RODRIGUEZ et al.,
2018), antivirais (COELHO et al., 2013), quimioterapicos (LEPPER et al., 2005) e clopidogrel (MEGA
etal., 2010).

Mega et al. (2010) identificaram um aumento no efluxo de clopidogrel para o intestino em
carreadores da variante rs1045642, o que desencadeou a uma alta reatividade plaquetaria e ndo resposta
ao tratamento (MEGA et al., 2010).

Também foi observada a necessidade de ajustes para doses menores de varfarina em brasileiros
carreadores do alelo variante “T” possivelmente devido a uma alteracdo da conformacédo da Pgp,
afetando o local de reconhecimento da varfarina e, portanto, levando a diminui¢do do efluxo desse
anticoagulante (TAVARES et al., 2018). Rozhkov, Sychev & Kazakov (2015) apesar de ndo terem
identificado necessidade de alteraces nos regimes de dose do acenocumarol, também reportaram risco
de sangramento associado a presenca do alelo variante “T” (ROZHKOV; SYCHEV; KAZAKOQV,
2015).
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Apesar de néo ter sido identificado nenhum estudo que avaliou a influéncia das variantes no gene
ABCBL1 no risco de HDA (FORGERINI et al., 2021a), Kugai et al (2013) reportaram que o efluxo do
AAS ocorre por meio da Pgp e que a presenca de variantes impactara diretamente na permeabilidade
desse medicamento nas células epiteliais intestinais, podendo estar relacionado a um alto risco de leséo
intestinal induzida (KUGAI et al., 2013). Essa alteragdo de efluxo estd associada ao aumento da
biodisponibilidade do AAS e, consequentemente, no aumento da sua absorcdo (LI et al., 2017).

Portanto, ndo ha demonstracdes que os alelos no gene ABCB1 estédo correlacionados com o risco
de HDA, e nesse contexto, foi testada a hipotese de que se a possivel alteracdo da biodisponibilidade
do AAS na presenca da variante rs1045642 esta associada a esse risco.
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3) OBJETIVOS

Objetivo principal

Investigar a influéncia de variantes geneticas localizados nos genes PTGS1 (rs1330344,
rs10306114, rs3842787, rs5788), NOS3 (rs2070744, rs1799983, VNTR intron 4), CYP2C9 (rs1057910
e rs1799853), VKORC1 (rs9923231) e ABCBL1 (rs1045642) com o diagndstico de HDA secundaria a

doenca péptica complicada.

Objetivos especificos

= Conduzir uma revisao sistematica a fim de identificar as variantes genéticas envolvidas no risco
de HDA de etiologia ndo varicosa;

= Estimar a incidéncia de admissGes hospitalares em decorréncia de HDA secundaria a doenca
péptica complicada e o perfil epidemioldgico desses pacientes;

= Auvaliar o risco de HDA secundaria a doenca péptica complicada em usuarios de AAS e usuarios
de AINEs.

Hipdteses do estudo

HO. A presenca das variantes genéticas nos genes PTGS1, NOS3, CYP2C9, ABCB1 e VKOCR1
ndo esta associada ao diagnostico de HDA secundéria a doenca péptica complicada independente do
uso de medicamentos e em subgrupos de participantes em uso de AAS e AINEs.

H1. A presenca das variantes genéticas nos genes PTGS1, NOS3, CYP2C9, ABCB1 e VKOCR1
estd associada ao diagnéstico de HDA secundaria a doenca péptica complicada independente do uso

de medicamentos e em subgrupos de participantes em uso de AAS e AINEs.
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4) METODOLOGIA E CASUISTICA

4.1) Estudo 1. Revisdo sistematica

Foi conduzida uma revisdo sistematica a fim de identificar as variantes genéticas envolvidas
no risco de HDA de etiologia ndo varicosa por meio de duas questdes norteadoras:

"Quais sdo as variantes genéticas associadas ao diagnostico de HDA de etiologia néo
varicosa? ” e “Quais sdo as variantes genéticas e farmacoterapia associada ao diagnostico de HDA
de eiologia ndo varicosa como uma possivel reacdo adversa a medicamento?”

O protocolo metodoldgico foi delineado e publicado na Journal of Basic and Applied
Pharmaceutical Sciences (Qualis B2) (FORGERINI; LUCCHETTA; MASTROIANNI, 2019)
(https://rcfba.fcfar.unesp.br/index.php/ojs/article/view/626) e a revisdo foi registrada no International
Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO) (CRD42020167658) (ANEXO 1).

As buscas foram conduzidas por meio de estratégia pré-definida nas bases de dados PubMed,

Scopus e Cochrane Central, considerando o seguinte acronimo PECOS:

Participants: estudos que incluiram participantes com HDA, independentemente dos critérios
diagnosticos, género, idade ou etnia. Estudos que incluiram explicitamente participantes com HDA de
etiologia varicosa serdo excluidos;

Exposure: estudos que avaliaram variantes genéticas associadas ao diagnéstico de HDA,;
Comparator: sem restricoes;

Outcome: HDA de etiologia ndo varicosa;

Study design: estudos observacionais do tipo caso-caso, caso-controle e coorte.

A andlise de qualidade metodoldgica dos estudos foi conduzida utilizando o instrumento
padronizado Joanna Briggs Institute for case-control studies.

A elegibilidade (etapas de triagem e leitura na integra) e extracdo de dados foram conduzidas
de maneira independente por dois pesquisadores, assim como a analise de qualidade dos estudos

incluidos.

4.2) Estudo 2. Estudo observacional do tipo caso-controle

4.2.1. Aspectos éticos

O projeto foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (CAAE
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53753115.4.0000.5440; protocolo n° 1.536.886) — ANEXO 2 — e da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho” (CAAE 53753115.4.3001.5426; protocolo n® 1.657.615) — ANEXO 3.
O estudo também foi registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clinicos (REBEC — numero

de registro: RBR-3hstqm; https://ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-3hstgm).

4.2.2. Desenho

Foi conduzido um estudo do tipo caso-controle, pareado por género, idade (x5 anos) e data de
recrutamento (3 meses), tendo como desfecho de interesse a HDA secundaria a doencga péptica
complicada. Considerando a HDA como uma possivel reacdo adversa a medicamento é um evento de
baixa incidéncia e que se objetivou conhecer os fatores de risco associados, esse € o desenho de estudo
mais adequado (YANG et al., 2010). O reporte deste estudo € baseado no Strengthening the Reporting
of Observational Studies in Epidemiology (STROBE) (VON ELM et al., 2008).

Partindo dos principios basicos de um estudo caso-controle, os casos e controles foram
selecionados de uma mesma populacdo, sendo os casos aqueles participantes com o desfecho (HDA
secundaria a doenca péptica complicada) e os controles aqueles participantes sem o desfecho.

A selecéo dos participantes foi realizada independente de outras possiveis variaveis de confusdo
(e.g., uso de medicamentos, infeccdo por Helicobacter pylori, habitos de vida) (SETIA, 2016). E
relevante comentar que a selecdo dos participantes independente do uso de medicamentos permite
avaliar diretamente a influéncia das variantes genéticas no risco de HDA (ESTANY-GESTAL et al.,
2011) e quando o recrutamento é limitado apenas para individuos em uso de medicamentos, a selecdo
dos participantes do grupo controle € ainda mais complexa, pois o0s participantes de ambos 0s grupos
devem compartilhar o mesmo uso (ESTANY-GESTAL et al., 2011)

Etapas do estudo caso-controle

O estudo foi conduzido em quatro etapas: clinica, analises genéticas e laboratorial e
epidemioldgica.

Na etapa clinica foram identificados os pacientes com diagnéstico de HDA secundaria de doenca
péptica complicada e recrutados os participantes para 0s grupos caso e controle por meio de entrevistas
e coleta de sangue total. Na etapa de andlise genética 0o DNA genémico foi obtido por meio do sangue
total coletado dos participantes para posterior analise das variantes genéticas propostas, € na
laboratorial o plasma dos participantes foi utilizado para anéalise de anticorpos IgG para infec¢do por
Helicobacter pylori.

Na etapa epidemioldgica, todos os dados obtidos por meio das entrevistas com o0s participantes
caso e controle, assim como os resultados das analises genéticas e laboratorial, foram digitados e

conferidos na base de dados Research Electronic Data Capture (RedCap). Posteriormente, os dados
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foram extraidos e tabulados para as analises estatisticas a fim de avaliar quais eram as variaveis
envolvidas no risco do diagnostico de HDA, considerando, portanto, as variaveis clinicas, geneticas,
laboratorial e epidemioldgica (Figura 1).

Todas as quatro etapas sdo descritas detalhadamente adiante.

— - Monitoramento diario dos laudos endoscopicos
Clinica - Identificacdo de pacientes elegiveis para o grupo caso
- Entrevista de pacientes para 0s grupos caso e controle

Genética - Genotipagem das variantes genéticas

- - Determinacdo de anticorpos IgG para Helicobacter pylori
Laboratorial -

[ - Digitacdo e conferéncia dos dados na base de dados RedCap
Epidemiolégica | J - Tabulacao de dados

- Analise estatistica considerando dados clinicos, genéticos,
laboratoriais e epidemiolégicos

Figura 1. Descricdo das atividades conduzidas nas quatro etapas do estudo (clinica, genética, laboratorial e
epidemioldgica).

4.2.3. Local

O estudo foi conduzido no complexo hospitalar Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto (HC-
RP) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo que compreende quatro
hospitais: o Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, hospital de nivel terciario com mais de 700 leitos;
a Unidade de Emergéncia de Ribeirdo Preto, hospital de urgéncia com 300 leitos; o Hospital Estadual
de Ribeirdo Preto, hospital de nivel secundario com 60 leitos; e Hospital Estadual de Américo
Brasiliense (Heab), hospital de 110 leitos de nivel secundario. Esse conjunto hospitalar atende a
populacdo da regido sanitaria do noroeste paulista (Departamentos Regionais de Saude - DRS-III e
DRS-XIII), abrangendo 49 municipios e cerca de 2.461.143 habitantes — DRS-I11: 24 municipios e
989.971 habitantes e DRS-XIII: 25 municipios e 1.471.172 habitantes.

4.2.4. Participantes
Critérios de elegibilidade

Todos os participantes dos grupos caso e controle foram recrutados no complexo hospitalar HC-

RP, considerando o importante principio de um estudo caso-controle de que todos participantes do
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grupo controle devem ser comparaveis e devem ser recrutados de uma mesma “base de estudo” que os
participantes caso (SETIA, 2016; WACHOLDER et al., 1992).

Grupo caso

Para a identificacdo dos pacientes com o desfecho de interesse (HDA secundéria a doenga
péptica complicada), foi realizado o rastreio e monitoramento diario dos laudos das endoscopias
digestivas altas (EDA) realizadas no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(HC-FMRP-USP).

O rastreio foi conduzido por meio da avaliacdo dos laudos das EDA e em duplicata com o0 médico
Gustavo Urbano (G.U), membro do corpo clinico do HC-RP e da equipe do projeto. Definiu-se que
como achados endoscopicos de interesse Ulcera gastrica ou duodenal; erosdes, lesbes agudas da
mucosa gastrica ou duodenal; e gastrite ou duodenite erosiva (com ou sem sangramento ativo ou
recente) e durante o processo de rastreio, as histérias clinicas de potenciais casos foram discutidas para
avaliar se o paciente se enquadrava nos critérios de incluséo.

Todas as EDA rastreadas foram tabuladas com os dados de registro hospitalar do paciente, nome,
idade, achados endoscdpicos e quando aplicavel as justificativas de exclusdes primarias, secundarias
ou perdas.

Apds identificar um paciente que atendesse aos critérios do grupo caso, o paciente foi convidado
para participar da entrevista e a partir do aceite, para cada caso coletado foram coletados participantes
controle, pareados por género, idade (x5 anos) e tempo de admissdo hospitalar (periodo méximo de
até trés meses posteriores a data da EDA do participante caso).

Foram considerados casos todos 0s pacientes maiores de 18 anos que apresentaram doenca
péptica complicada, caracterizada por hemorragia digestiva alta (HDA) ou Ulceras perfuradas, e que
atendam aos seguintes critérios: (i) admissdo nos hospitais de estudo com queixa de HDA,
caracterizada pela presenca de hematémese, vomitos escuros ou em borra de café, melena e/ou
hematoquezia e tenham sido submetidos a endoscopia digestiva alta (EDA); (ii) pacientes que ndo
apresentavam sintomas de HDA, mas que tenham sido submetidos a EDA por motivos diversos e
durante a mesma observam-se sinais de sangramento recente (sangramento ativo, coagulo aderido,
vaso visivel); (iii) pacientes que foram admitidos com sintomas de abdome agudo perfurativo,
confirmado por exames de imagem (raio-X ou tomografia computadorizada) e que tenham sido
submetidos a procedimento cirargico, no qual confirmou-se tratar de perfuracdo de Ulcera péptica
(gastrica ou duodenal).

Como critérios de exclusdo primaria para os casos: (i) pacientes que foram admitidos nos
hospitais de estudo com queixa de HDA por outros diagnosticos endoscopicos, como varizes
esofagicas, neoplasia gastrica, e sindrome de Mallory-Weiss; (ii) pacientes com HDA intra-hospitalar

e (iii) admissdo ndo associada a HDA.
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Como critérios de exclusdo secundaria, incluem-se: (i) casos cuja endoscopia ndo tenha sido
realizada até 48 horas ap0s 0 ingresso no hospital, ou, no caso de pacientes ambulatoriais, aqueles cuja
endoscopia tenha sido marcada ha mais que 7 dias; (ii) pacientes que ndo foram entrevistados até 15
dias ap6s o ingresso no hospital; (iii) pacientes em estado grave e (iv) 6bito.

O fluxograma de rastreio e monitoramento das EDA é descrito no APENDICE A.

Grupo controle
Os participantes do grupo controle foram recrutados da unidade pré-operatoria, entre pacientes
que foram submetidos as cirurgias leves e programadas de processo clinico, como cirurgias plasticas;

de facectomias, correcao de hérnias inguinais/umbilicais, adenomas da prostata, entre outros.

Critérios de exclusdo primaria para casos e controles

Menores de 18 anos; histérico de neoplasia e coagulopatias; pacientes HIV positivos; narcéticos;
portadores de sonda nasogastrica ou percutanea; pacientes que foram ao hospital por qualquer motivo
15 dias antes da admissdo atual (casos) ou da entrevista (controles); e ndo residentes na regido por pelo

menos trés meses foram excluidos.

4.2.5. Periodo e coleta de dados

O recrutamento dos participantes do grupo caso e controle foram conduzidos por quatro
pesquisadores (M.F, P.C.M, T.R.N, G.U) ap6s treinamento prévio e mediante Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXOS 4 e 5). A coleta de dados teve inicio em julho de 2016
e finalizou em marco de 2020.

A coleta de dados foi conduzida por meio de entrevistas com os pacientes e/ou familiares, com
duracdo aproximada de 40 minutos/entrevista, mediante um questionario previamente validado
(FIGUEIRAS et al., 2016) e traduzido e adaptado para ser aplicado no Brasil. O questionario esta
disponivel na integra no depositério publico OSF (FORGERINI et al., 2021b).

Os dados obtidos durante a entrevista foram confirmados em fontes secundarias, como
prontuério médico eletrénico do HC-RP (ATHOS) que possui a anamnese da equipe multiprofissional
detalhada desde a insercdo do paciente no servigco de saude, além de prescricbes médicas e exames
laboratoriais.

As entrevistas foram avaliadas pelos entrevistadores mediante uma escala de 0 a 10,
considerando a consisténcia das informacgdes recordadas. Foi considerada baixa consisténcia da
entrevista notas inferiores a seis pontos, valor de referéncia adotado seguindo o estudo de Figueiras et
al (FIGUEIRAS et al., 2016).

Coleta de amostra biologica
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Ap0s a entrevista feita a coleta de cerca de 5,0 mL de sangue total dos participantes dos grupos
caso e controle para posterior analise das variantes genéticas propostas e pesquisa de anticorpos para

infeccdo por Helicobacter pylori.

4.2.6. Variaveis

Dependente: diagndstico de hemorragia digestiva alta secundaria a doenca péptica complicada
mediante endoscopia digestiva alta ou intervencdo cirdrgica;

Independentes: presenca das variantes genéticas nos genes PTGS1, CYP2C9, NOS3, VKORC1
e/ou ABCBL1, etnia, escolaridade, indice de massa corporea, histérico familiar de Ulcera, histérico
pessoal de doencgas gastrointestinais (Ulcera, hemorragia, dispepsia), comorbidades, sorologia
Helicobacter pylori, farmacoterapia em uso (AAS, AINEs, inibidores da bomba de prétons,
antagonistas dos receptores de H2, anticoagulantes e antidepressivos), habitos de vida (tabagismo,

consumo de alcool e café) e consisténcia da entrevista.

4.2.7. Fonte de dados e mensuracao

As variaveis e as respectivas fontes de dados e mensuracdo sdo descritas detalhadamente no
Quadro 4.

Quadro 4. Varidveis e fontes de dados e mensuragao.

clinicos de interesse: ulceras gastrica ou duodenal;
lesbes agudas da mucosa gastrica ou duodenal; e
gastrite ou duodenite erosiva. Na presenca de tais
achados clinicos, o prontuério eletrdnico do paciente
foi consultado a fim de identificar a presenca de
sinais e sintomas clinicos, como a presenga de
hematémese, vOmitos escuros ou em borra de cafeé,
melena e/ou hematoquezia, além do motivo do
paciente ter procurado o servico. Os pacientes que
buscaram o servi¢co devido perfuracdo da Ulcera e
foram submetidos a intervengdo cirdrgica
(laparotomia exploratoria), se elegiveis, também
foram incluidos.

Variavel Fonte mensuracao Fonte de dados
(classificacéo)

Desfecho

Hemorragia Os laudos das endoscopias digestivas alta (EDA) | Laudos de
digestiva alta | conduzidas Unidade de Urgéncia e Emergéncia do | endoscopia
secundaria a doenca | Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de | digestiva alta,
péptica complicada | Ribeirdo Preto (FMRP-USP) foram monitorados | laparotomia
(variavel qualitativa | diariamente. Os laudos das EDA foram avaliados, | exploratéria e
nominal) em duplicata, a partir da presenca dos achados | prontudrio médico

eletrdnico
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Variaveis demograéficas e clinicas

Género (variavel | Recordados por meio de auto-relato durante a | Auto-relato e
qualitativa nominal), | entrevista. prontuario medico
idade (variavel eletrénico
quantitativa continua),
etnia (variavel
qualitativa nominal) e
escolaridade (variavel
qualitativa ordinal)
Indice de massa| O peso e a altura dos participantes foram aferidos | Auto-relato e
cérporea (kg/m2) | pela equipe de enfermagem do hospital e o indice de | prontuario médico
(variavel quantitativa | massa corporea foi calculado por meio da razdo do | eletrénico
continua) peso pela altura ao quadrado.
Comorbidades Diabetes mellitus; hipertens&o arterial; dislipidemia; | Auto-relato e
(variavel qualitativa | doencas cardiovasculares, sanguineas, respiratorias e | prontuario medico
nominal) renal; depressdo; artrite e artrose. eletronico
Histdrico pessoal de | Historico pessoal de doengas gastrointestinais foi | Auto-relato e
doencas definido como Ulcera (duodenal, gastrica, intestinal | prontudrio médico
gastrointestinais ou ndo especificada), hemorragia (fezes escurecidas | eletronico
(variavel qualitativa | ou  sanguinolentas, vOmito  escurecido ou
nominal) sanguinolento), dispepsia (dor; queimagdo no

estbmago ou sensagdo de digestdo lenta) e auto-

relato de infeccdo por Helicobacter pylori no

passado.
Histdrico familiar de | O historico familiar de Ulcera foi definido | Auto-relato e
Ulcera (variavel | considerando se algum familiar do participante j& | prontuario médico
qualitativa nominal) teve Ulcera e 0 grau de parentesco. eletrbnico
Data indice Para evitar que a presenca de sinais e sintomas da | Auto-relato e

hemorragia digestiva alta ndo varicosa modifiquem a | prontuario médico

avaliacdo das variaveis de interesse, foi estabelecida | eletrénico

uma data indice para os casos e controles. Definiu-se

como data indice o dia de inicio dos sinais e sintomas

da hemorragia digestiva alta ndo varicosa para 0s

casos e a data da entrevista para os controles. Foi

considerada uma janela etiologica de sete dias

anteriores ao dia indice (LANAS et al., 1998;

LAPORTE et al., 1991) e para as analises

estatisticas, o consumo de medicamento posterior ao

dia indice ndo foi considerado como uso.
Farmacoterapia em | Os medicamentos de uso crénico ou por auto- | Auto-relato,
uso (variavel | medicacdo utilizados nos dois meses anteriores a | prontudrio medico
qualitativa  nominal: | data indice foram recordados por meio de auto-relato | eletronico e
Uso e ndo uso) durante a entrevista e confirmados mediante | prescri¢des

prontudrio eletrénico médico e prescricdes médicas. | médicas

Para todos os participantes foi feita uma anamnese
farmacoterapéutica, considerando os medicamentos
em uso (nome do farmaco; Anatomical Therapeutic
Chemical Code; indicacdo; forma farmacéutica;
posologia; uso por prescricdo ou automedicacao;
altimo consumo; e tempo de uso). Além do do uso
de &cido acetilsalicilico na indicacéo antiagregante e
anti-inflamatorios ndo esteroidais, foi avaliado o uso
de classes farmacoldgicas que possam ser fatores de
risco ou confusdo para a HDA, como os
anticoagulantes orais, antidepressivos, inibidores de
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bomba de prétons e antagonistas dos receptores de
H2.

Acido acetilsalicilico | O uso de acido acetilsalicilico na indicacdo | Auto-relato,
na indicacdo | antiagregante foi considerado em doses inferiores a | prontudrio médico
antiagregante 150 miligramas e por um periodo minimo de trés | eletronico e
(variavel qualitativa | meses. prescrigoes
nominal) médicas
Uso de anti- | O uso de anti-inflamatorios ndo esteroidais foi | Auto-relato,
inflamatorios ndo | definido pelo consumo desta classe nos sete dias | prontuario meédico
esteroidais (variavel | anteriores a data indice para os participantes do | eletrénico e
qualitativa nominal) grupo caso e controle. prescricoes
médicas
Anti-inflamatérios Foram estabelecidos dois grupos de anti- | Estratificacdo  de
n&o esteroidais | inflamatorios ndo esteroidais: aqueles que sdo | grupo de  anti-
metabolizados pelo | metabolizados em mais de 50% pelo CYP2C9 | inflamatorio
CYP2C9 (variavel | (celecoxibe, diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno, | proposta por

qualitativa nominal)

aceclofenaco, indometacina, lornoxicam e
piroxicam) e o demais foram alocados no grupo
“outros AINEs”.

FIGUEIRAS et al.,
2016.

Dose diaria definida
acumulada dos anti-
inflamatérios nao
esteroidais (variavel
quantitativa continua)

A dose diéria definida (DDD) foi calculada por meio
da razdo da dose diaria consumida do medicamento
pela dose diaria recomendada pela Organizacdo
Mundial da Saude. A DDD acumulada se refere ao
consumo do anti-inflamatorio ndo esteroidal durante
janela etioldgica de sete dias anteriores ao dia indice.

Dose diaria
recomendada pela
Organizacao
Mundial da Saude

Tabagismo (variavel
qualitativa nominal) e
guantidade de tabaco
consumida (variavel
quantitativa discreta)

O hébito de tabagismo foi recordado por meio do
auto-relato durante a entrevista e foi estratificado em
néo tabagista, tabagista e ex-tabagista. A quantidade
de tabaco consumida/dia foi estratificada em sem
consumo; “moderada” (1 a 15 cigarros/dia) e
“pesada” (> 15 cigarros/dia).

Auto-relato e
prontuario medico
eletrdnico

Consumo de alcool
(variavel qualitativa
nominal) e
guantidade de alcool
consumida (variavel
quantitativa discreta)

O consumo de alcool nos dois meses anteriores a
data indice foi recordado por meio de auto-relato
durante as entrevistas e estratificado em: consumo e
ndo consumo de alcool. Dentre os participantes que
consumiam éalcool, o consumo foi estratificado em
bebidas fermentadas (cerveja, vinho tinto e branco)
e bebidas destiladas (wisky, cachaga e vodka). A
quantidade meédia em gramas de alcool
consumida/dia foi estratificada em sem consumo; 0
a < 30 gramas de alcool/dia e > 30 gramas de
alcool/dia.

Auto-relato e
prontuario médico
eletrdnico

Consumo de café
(variavel qualitativa
nominal) e

guantidade de café
consumida (variavel
quantitativa discreta)

O consumo de café nos dois meses anteriores a data
indice foi recordado por meio de auto-relato durante
as entrevistas e estratificado em: consumo e nao
consumo. A quantidade de café consumida/dia foi
estratificada em sem consumo; 0 < mL < 100; 100 >
mL < 500; > 500 mL.

Auto-relato

Consisténcia da
entrevista  (variavel
quantitativa discreta)

A consisténcia da entrevista foi mensurada usando
escores de 0 a 10. O entrevistador atribuiu a
pontuacdo de acordo com a qualidade/consisténcia
das informacbes fornecidas pelo paciente e/ou
membro da familia durante as entrevistas.

Avaliacdo de 0 a 10
pontos feita pelo
entrevistador
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Andlise genética

Acido
desoxirriboxinucleic
0 (DNA)

A obtencdo do DNA dos participantes casos e
controles foi mediante coleta de sangue total (5 mL)
durante o processo de entrevista. O sangue total foi
centrigufado para obtencéo das fases de interesse e a
extragdo de DNA foi realizada por meio de
cromatografia em silica.

Kit de extracdo de
DNA com beads
magnéticas.

Analise  realizada
no  equipamento
Maxwell RSC
(Promega).

Polimorfismo de
nucleotideo anico
(variavel  qualitativa
nominal)

Foram avaliados dez polimorfismos de nucletideo
Unico, sendo: quatro variantes no gene PTGS1
(rs1330344, rs10306114, rs3842787 e rs5788), duas
no gene NOS3 (rs1799983 e rs2070744); duas no
gene CYP2C9 (rs1799853 e rs1057910); uma no
gene VKORC1 (rs9923231) e uma no gene ABCB1
(rs1045642). Para analise dessas variantes foi
utilizada a técnica de genotipagem no termociclador
em tempo real por meio da tecnologia TagPath
ProAmp SNP Genotyping Assay
(AppliedBiosystems, Foster City, USA).

Genotipagem  por
meio de reacdo em

cadeia da
polimerase no
equipamento

StepOne Plus

(AppliedBiosystems
, Foster City, USA)

Determinacéo da
repeticdo em tandem
de numero variavel
(VNTR) (variavel
qualitativa nominal)

Foi avaliada a VNTR do intron 4 do gene NOS3 por
meio de reacdes em cadeia da polimerase utilizando
0S iniciadores
[5'AGGCCCTATGGTAGTGCCTTT3/STCTCTT
AGTGCTGGTCAC3’] marcados com fluorescéncia
(WANG et al., 1997).

Anélise de
fragmento por meio
de  sequenciador
genético ABI 3130

Andlise laboratorial (analise tercerizada)

Infeccao por
Helicobacter  pylori
(variavel qualitativa
ordinal)

Para identificar infec¢do por Helicobacter pylori foi
realizada a determinagdo de anticorpos 1gG no
plasma dos participantes no Laboratorio de Apoio
Alvaro do Nucleo de Atendimento a Comunidade da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (UNESP). Os
resultados dos exames foram estratificados em:
reagente (> 1,10 U de IgG/mL), ndo reagente (< 0,90
U de IgG/mL) e inconclusivo (0,91 a 1,09 U de
IgG/mL).

Analise de
anticorpos 1gG por
técnica de
quimioluminescénc
ia

4.2.8. Anélise genética

A extracdo e quantificacdo de DNA e as analises de polimorfismos de nucleotideo unico e de

repeticdo em série de nimero variavel foram conduzidas no Centro de Medicina Genémica do HC-

RP, Laboratério de Patologia da Faculdade de Medicina da USP-RP e o Laboratério de Biologia

Molecular da UNESP.

Obtengdo do DNA gendmico e quantificagdo de DNA

A partir do sangue total coletado em &cido etilenodiamino tetra-acético foi realizada a extragéo

do DNA a partir do buffy coat (leucdcitos e plaquetas) no Centro de Medicina Genémica do HC-RP.
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O sangue total foi centrifugado por 20 minutos (2000 rota¢6es por minuto) em uma centrifuga
a 4°C e foram obtidas trés fases: superior (plasma); intermediaria [leucdcitos e plaquetas (buffy coat)]
e inferior (eritrocitos). A fase contendo o plasma foi separada para ser congelado a -80°C para a analise
posterior de anticorpos 1gG para Helicobacter pylori e o buffy coat foi separado das demais fases para
a extragdo do DNA gendmico.

A extracao de DNA foi conduzida por meio da técnica de extracdo utilizando beads-magnéticas
que é fundamentada na interacdo do DNA com particulas magnéticas revestidas de silica no
equipamento Maxwell RSC (Promega). Essa técnica evita a contaminacdo cruzada de amostras e 0
DNA extraido dispde de alta pureza. Para tal, o buffy coat de cada participante foi pipetado
individualmente nos cartuchos do kit Maxwell® 16 Blood DNA Purification (Promega), seguindo o
protocolo operacional padréo recomendado pelo Kit.

Ap0s a extracdo do DNA genémico, foi realizada a quantificacdo de DNA (ng/uL) de cada uma
das amostras obtidas, por meio do ensaio com Qubit™ dsDNA HS Assay Kit (AppliedBiosystems,
Foster City, USA).

O DNA extraido dos participantes incluidos no estudo esta devidamente identificado e
armazenado no Biorrepositério aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP (CAAE 53753115.4.0000.5440; protocolo
n°1.536.886) a -80°C (ANEXO 6).

4.2.8.1. Andlise de polimorfismo de nucleotideo Unico

A anélise dos polimorfismos de nucleotideo Unico foi conduzida inicialmente no Centro de
Medicina Genémica do HC-RP e finalizada no laboratorio de Patologia da Faculdade de Medicina da
USP-RP.

Para os polimorfismos de nucleotideo Unico, foi utilizada a técnica de reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real. Nessa técnica, as reagdes de PCR sdo realizadas utilizando o sistema
TagPath ProAmp SNP Genotyping Assay (AppliedBiosystems, Foster City, USA) que é constituido por
um par de iniciadores e duas sondas marcadas com os fluor6foros VIC e FAM. Esses fluoréforos sdo
diferentes para cada alelo, discriminando assim os alelos que correspondem aos individuos
heterozigotos ou homozigotos para um ou outro alelo.

Nesse estudo, foi utilizado o termociclador em tempo real Stepone Plus (AppliedBiosystems,
Foster City, USA) e foram analisados os seguintes genes e variantes: PTGS1 (rs1330344, rs10306114,
rs3842787, rs5788); CYP2C9 (rs1799853 e rs1057910); NOS3 (rs1799983 e rs2070744); VKORC1
(rs9923231) e ABCBL1 (rs1045642) (Quadro 5).

Quadro 5. Descricao dos genes e polimorfismos de nucleotideo Gnico analisados de acordo com o nimero de identificacéo
(rs), identificacdo da troca de base nitrogenada do DNA, cddigo do ensaio da AppliedByosistem, fen6tipo e gendtipo.
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Polimorfismo de nucleotideo Unico Gendtipo

Gene PTGS1
rs1330344 (C>T) CC
Assay C_31956972_ 10 CT
TT
rs3842787 (C>T) CcC
Assay C_30252576 20 CT
TT
rs10306114 (A > G) AA
Assay C_30090763 10 AG
GG
rs5788 (C > A) CcC
Assay C_11722597 20 CA
AA
Gene NOS3
rs2070744 (C>T) CcC
Assay C_15903863_10 CT
TT
rs1799983 (G >T) GG
Assay C_ 3219460 20 GT
TT
Gene CYP2C9
CYP2C9*2: rs1057910 (A > C) AA
Assay C_27104892 10 AC
CC
CYP2C9*3: rs1799853 (C > T) CC
Assay C_25625805_10 CT
TT
Gene VKORC1
rs9923231 (C>T) CcC
Assay C_30403261_20 CT
TT
Gene ABCB1
rs1045642 (A > G) AA
Assay C_7586657_20 AG
GG

Para a técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real foi padronizado um volume
de reacéo final de 10 pL e os ensaios foram conduzidos em placas para PCR de 96 pocgos. Para a
confeccdo das placas para reacdo da PCR, foi preparado previamente um mix e padronizou-se 8 pL de
mix para cada amostra a ser analisada, sendo: 5 UL de GoTaq Probe recém preparado, 0,25 pL de SNP
assay (TermoFisher) e 2,75 uL de agua ultrapura.

Na placa da PCR, foi pipetado o controle negativo (SNP assay) no primeiro pogo e 2 pL do
DNA dos participantes diluido (uma amostra por poco) nos demais 95 pocos. Posteriormente, foi
adicionado 8L do mix em todos os pocos da placa gPCR. Ao final da pipetagem, a placa da PCR foi
selada com selo Optico e centrifugada em uma centrifuga de placas e foi iniciado o ensaio de

genotipagem em tempo real.
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As seguintes condigdes de ciclagem foram propostas e validadas: 60°C por 1 minuto, 95°C por
10 minutos, quarenta ciclos de 95°C por 15 segundos, quarenta ciclos de 60°C por 1 minuto, e por fim,
60°C por 1 minuto.

Durante o processo de amplificagdo no ensaio de genotipagem, as sondas marcadas com corante
sdo clivadas pela acdo da enzima Taq polimerase e um sinal fluorescente é gerado. A deteccdo somente
da fluorescéncia VIC representa homozigosidade para o alelo 1 (cor vermelha); deteccdo somente da
fluorescéncia do corante FAM significa homozigosidade para o alelo 2 (azul); e a deteccdo da
fluorescéncia de ambos corantes (VIC e FAM — presenca do alelo 1 e 2) expressa heterozigosidade
(cor verde).

Na figura 2 é possivel ver a formacdo dos clusters de homozigosidade para alelo 1,
homozigosidade para alelo 2 e heterozigosidade (alelos 1 e 2) obtidos durante um dos ensaios de

genotipagem da variante rs1330344 do gene PTGS1 (Figura 2).

Allelic Discrimination Plot
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Figura 2. Plot de discriminacdo alélica da variante rs1330344 do gene PTGSL1.

Fonte: Plot de discriminacéo alélica gerado no ensaio de genotipagem no equipamento StepOne Plus.
Legenda: cor vermelha — homozigoto para alelo 1 (C/C); cor azul — homozigoto para alelo 2 (T/T); cor
verde — heterozigoto (alelo 1/alelo 2: C/T); cor preta: indeterminado.

Para o controle de qualidade da genotipagem, foram selecionadas randomicamente 90 amostras
(10%) para uma nova genotipagem.
Ap0s cada ensaio, as analises de genotipagem foram salvas e adicionadas a uma nuvem (Data

connect — TermoFisher) para posterior analise das variantes genéticas.



49

4.2.8.2.Anélise da repeticdo em série de numero variavel do intron 4 do gene eNOS

As determinacgdes das repeticdes em série de namero variavel do intron 4 das eNOS foram
conduzidas no laboratério de Biologia Molecular da UNESP por meio de rea¢Ges da PCR utilizando
iniciador com marcacdo fluorescente no termociclador (Biometra TADVANCED) e com posterior

analise de fragmentos no equipamento ABI 3130 (AppliedBiosystems, Foster City, USA).

Validagao do protocolo

Considerando que a amostra de cada participante do estudo possui uma concentracdo diferente
de DNA, todas as amostras foram diluidas a uma concentracdo de trabalho de 50 nanogramas/50 L.

Os pares de iniciadores utilizados nesta analise foram propostos por Wang et al. (WANG et al.,
1997): 5’AGGCCCTATGGTAGTGCCTTT3" (forward) marcado com fluorescéncia FAM e
5'TCTCTTAGTGCTGGTCAC3’ (reverse) (AppliedBiosystems, Foster City, USA)

Foi preparada uma solucéo estoque e de trabalho dos iniciadores nas concentra¢fes de 100 uM
e 25 uM, respectivamente e, primeiramente foi conduzido um estudo piloto para identificar a melhor
concentracdo de DNA para a reacdo, as condicdes ideais da PCR, assim como se o produto da PCR
deveria ser diluido em agua ultrapura e qual a quantidade de ladder a ser utilizada na eletroforese.

No piloto uma amostra foi testada em duplicata nas concentraces de DNA de 5, 10 e 20

nanogramas/pL com protocolo pré-definido como descrito na tabela 1 (Tabela 1).

Tabela 1. Preparagdo da reacdo em cadeia da polimerase para validagdo do protocolo de analise da repeticdo em série de
namero variavel do intron 4 do gene eNOS.

Mix Volume de reacdo
30 uL (uL
5ng/uL | 10ng/uL | 20ng/pL

Buffer (10x) (Invitrogen) 3,0 3,0 3,0
Cloreto de magénio (MgCl. 50 mM) (Invitrogen) 0,9 0,9 0,9
Iniciador (F) 25 uM (AppliedBiosystems, Foster City, USA) 0,6 0,6 0,6
Iniciador (R) 25 uM (AppliedBiosystems, Foster City, USA) 0,6 0,6 0,6
Desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTP) (AppliedBiosystems, 0,6 0,6 0,6
Foster City, USA)

Taq polimerase (Invitrogen) 0,3 0,3 0,3
Agua Milli-Q® 21,0 18,0 15,0
DNA gendmico 3,0 6,0 9,0

pL microlitros; uM: micromol; ng: nanogramas. F: forward; R: reverse.

Para as condicOes da PCR testou-se: 95°C por cinco minutos; 35 ciclos de 95°C por 30 segundos,
56°C por 40 segundos e 72°C por um minuto e 30 segundos; e fase de extensdo final a 72°C por dez

minutos.
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Apos a PCR, o produto foi analisado em gel de agarose em uma concentragéo de 1,2%. Para tal,
em um pequeno papel de parafilme foi aplicado 4 pL do tampéo de carregamento (Loading Buffer 5x,
Sigma-Aldrich) e dez microlitros de produto da PCR, homogeneizando com a ponteira. No primeiro
poco do gel de agarose foi adicionado o ladder 1Kb (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder,
AppliedBiosystems, Foster City, USA) e nos demais poc¢os cerca de 12 pL da “mistura” (tampao e
produto da PCR).

As bandas no gel de agarose 1,2% foram observadas nos tempos 20, 30 e 42 minutos, observando
as bandas na regido de interesse e que ambas as concentracdes de DNA testadas foram satisfatorias
(Figura 3).

Figura 3. Andlise do produto da reacdo em cadeia da polimerase de uma amostra em gel de agarose 1,2%.

Apbs analise do produto da PCR em gel de agarose foi preparada a amostra para analise dos
fragmentos por meio de eletroforese capilar no sequenciador ABI 3130 (AppliedBiosystems, Foster
City, USA).

Foram testadas seis condicGes para avaliar se seria necessaria a dilui¢cdo do produto da PCR e a
quantidade a ser utilizada do ladder (GeneScan™ 1000ROX ™, (AppliedBiosystems, Foster City,
USA).

Se recomenda 0,50 pL de ladder por reacéo, no entanto, durante o delineamento do protocolo
das andlises de polimorfismos de nucleotideo Unico, foi possivel otimizar a quantidade das sondas e
neste protocolo a possibilidade de otimizagdo também foi avaliada. Portanto, a quantidade de 0,25 pL
do ladder por reacdo também foi testada.

As seis condi¢des empregadas foram:

A: 5 ug/uL de DNA sem diluicéo e 0,25 pL de ladder;

B: 5 ug/uL de DNA diluido (10x) e 0,25 uL de ladder;

C: 10 ug/pL de DNA sem diluicéo e 0,25 uL de ladder;
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D: 10 ug/pL de DNA diluido (10x) e 0,25 uL de ladder;
E: 5 ug/uL de DNA sem diluicéo e 0,50 pL de ladder;
F: 5 ug/uL de DNA diluido (10x) e 0,50 uL de ladder.

Para o preparo da amostra para eletroforese capilar padronizou-se um volume de 20 pL, sendo
19 pL de mix e 1 pL de amostra. O mix contendo formamida (Hi-Di™ Formamide, Applied
Biosystems) e ladder foi preparado com as seguintes quantidades:

Mix A: 18,75 pL de formamida + 0,25 pL de ladder

Mix B: 18,50 pL de formamida + 0,50 pL de ladder

Apbs a pipetagem de 19 puL do mix e 1 uL da amostra na placa, a placa foi levada para incubacgéo
no termociclador a 95°C e por trés minutos, com posterior banho de gelo na placa por também trés
minutos. Apds homogenizador da placa, as amostras foram levadas ao sequenciador.

Os resultados da eletroforese capilar foram adicionados a nuvem Data connect (Applied
Biosystems) para analise dos fragmentos. Ambas as concentracfes de DNA testadas foram satisfatérias
e para o protocolo a concentracdo de 10 nanogramas/pL diluida em dez vezes foi padronizada, assim
como 0,25 pL de ladder.

Em um segundo momento, também foi testado reduzir o volume de 20 para 10 pL, a fim de
otimizar o volume de formamida utilizado, reduzindo, portanto, o volume deste insumo de 18,75 pL
para 8,75 L. A otimizacdo também foi satisfatoria, contribuindo para reducao de custos e também de
tramites burocréaticos, considerando que a formamida € controlada pela policia federal. No entanto,
apos a reducdo do volume da reacdo, foi necessario ajuste na dilui¢do do produto da PCR, antes diluido
dez vezes e agora passou a ser diluido apenas duas.

E importante comentar que devido ao uso do polimero POP7 (Applied Biosystems) para a
eletroforese capilar no ABI 3130, o ladder se apresenta na forma desnaturada e os fragmentos
apresentam 29, 33, 37, 64, 75, 81, 108, 118, 244, 274, 299, 421 e 539 pares de bases (Figura 4).
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Figura 4. Perfil de eletroforese do ladder GeneScan™ 1000ROX ™ (AppliedBiosystems, Foster City, USA).
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Protocolo de analise validado

O mix para a PCR foi preparado conforme as quantidades padronizadas durante o piloto e
descritas na tabela 2, em adicdo de 2 pL da amostra de DNA gendmico de cada participante, partindo

das amostras ja diluidas a uma concentracdo de trabalho de 50 nanogramas/50 pL (Tabela 2).

Tabela 2. Descricdo do preparo dos mix para reacdo em cadeia da polimerase e para eletroforese capilar.

Mix para reagéo reacdo em cadeia da polimerase (PCR) Volume de
reacao
10 pL (pL)

Buffer (10x) (Invitrogen) 1,00
Cloreto de magénio (MgCl> 50 mM) (Invitrogen) 0,30
Iniciador (F) 25 uM (AppliedBiosystems, Foster City, USA) 0,20
Iniciador (R) 25 uM (AppliedBiosystems, Foster City, USA) 0,20
Desoxirribonucleotideos Fosfatados (ANTP) (AppliedBiosystems, Foster City, 0,20
USA)
Taq polimerase (Invitrogen) 0,10
Agua Milli-Q® 6,00
DNA genbmico 2,00
Mix para eletroforese capilar
Formamida (Hi-Di™ Formamide, (AppliedBiosystems, Foster City, USA) 8,75
Ladder GeneScan™ 1000ROX ™ (AppliedBiosystems, Foster City, USA) 0,25
Produto da PCR 1,00

ML microlitros; uM: micromol; ng: nanogramas. F: forward; R: reverse.

Apds o preparo das amostras e da reacdo da PCR, o produto foi diluido em duas vezes, por meio
da adicdo de 10 pL de dgua Milli-Q estéril, no fluxo laminar. Posteriormente, a placa para analise de
fragmento em eletroforese capilar foi preparada, incubada no termociclador (trés minutos por 95°C) e
posterior banho de gelo (trés minutos), estando pronta para a analise no ABI 3130.

A presenca de um fragmento em 420 pares de base representou o gendtipo do tipo selvagem (b/b;
5 repeticOes); dois fragmentos em 393 e 420 pares de base indicaram um genotipo heterozigético (a/b);
e um fragmento de 393 pares de bases representou um geno6tipo polimérfico (a/a, 4 repeti¢bes) (Figura
5).
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Figura 5. Andlise de fragmentos no equipamento AB13130, sendo o primeiro grafico referente ao gendtipo selvagem (420
pares de base; b/b; 5 repeticGes), o segundo ao heterozigoto (393 e 420 pares de bases; a/b) e 0 homozigoto para o alelo
variante (393 pares de bases; a/a; 4 repeticdes).

4.2.9. Andlise laboratorial: solorogia para Helicobacter pylori
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O sangue total coletado ap6s as entrevistas foi centrifugado e o plasma obtido foi congelado a -
80°C no Centro de Medicina Gendmica do HC-RP. Considerando que o recrutamento dos participantes
foi conduzido durante 44 meses, o plasma foi encaminhado em remessas anuais para o Nucleo de
Atendimento a Comunidade (NAC) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual
Paulista (UNESP). O NAC foi o setor responsével pelo envio das amostras de plasma dos participantes
para o Laboratorio de Apoio Alvaro para a anélise laboratorial de determinagdo dos anticorpos lgG
mediante a técnica de quimioluminescéncia.

Os resultados dos exames séo estratificados em: reagente (> 1,10 U de IgG/mL), ndo reagente
(< 0,90 U de IgG/mL) e inconclusivo (0,91 a 1,09 U de IgG/mL).

4.2.10. Tabulacéo de dados

As varidveis coletadas por meio das entrevistas foram digitadas semanalmente na Research
Electronic Data Capture (RedCap). Nesta plataforma também foram inseridos os resultados das
analises genéticas e os resultados dos exames laboratoriais de infec¢do por Helicobacter pylori.

Ao final de cada andlise genética, os ensaios de genotipagem foram analisados e tabulados de
acordo com o registro hospitalar de cada participante, em uma planilha do Excel®. Apos finalizacéo
da tabulacdo, por meio do programa estatistico R Studio, foi cruzada a planilha do resultado das
analises genéticas com uma segunda planilha contendo o codigo interno do participante no estudo, a
fim de gerar uma planilha Unica. Tal passo foi realizado para permitir a importacéo direta dos ensaios
de genotipagem para a RedCap, 0 que exige com que 0s participantes estejam identificados com o
cddigo interno do estudo. Em relagdo a pesquisa de anticorpos 1gG para Helicobacter pylori, os laudos
laboratoriais emitidos pelo NAC foram digitados na RedCap.

Cada secdo do questionario utilizado durante a entrevista esta estruturada na RedCap e possuli
trés “status”: nao verificado; incompleto e verificado. Apds a digitacao dos dados, foi conduzida uma
dupla conferéncia das entrevistas e cada secdo passou a ter o status de verificado. Essa dupla
conferéncia foi conduzida por um segundo pesquisador, ap6s treinamento prévio, para evitar viés na
identificacdo de inconsisténcias. A cada quinze dias também foram selecionadas aleatoriamente dez
entrevistas a fim de avaliar a consisténcia dos dados digitados na RedCap e a eficiéncia do processo
de dupla conferéncia.

Considerando que foram digitadas cerca de 200 informacdes por participante, e 0 tempo minimo
e maximo de digitacdo de cada entrevista foi de 50 a 90 minutos, a depender do numero de
comorbidades e medicamentos em uso pelos participantes do estudo. A dupla conferéncia levou cerca

de 30 minutos por entrevista.

4.2.11. Viés
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Considerando que se trata de um estudo do tipo caso-controle, pode haver o viés de selecdo e
de memoria.

Para evitar o viés de selecdo:

a) os participantes do grupo caso foram pareados por género e idade (£ 5 anos) com trés
participantes do grupo controle;

b) os participantes do grupo controle foram recrutados da unidade pré-operatoria de cirurgias
leves (e.g. plastica, correcdo de hérnia, facectomia) e ndo relacionadas a problemas gastrointestinais;

c) foi questionado aos participantes do grupo controle a respeito do historico pessoal de doencas
gastrointestinais (dispepsia, Ulcera e hemorragia) a fim de evitar a selecdo de participantes com
morbidades gastricas;

d) foi realizada a analise de Equilibrio de Hardy-Weinberg para todas as variantes genéticas
avaliadas a fim de garantir a representatividade e homogeneidade da frequéncia genotipica entre os
participantes do grupo caso e controle.

Para evitar o viés de memoria:
a) as entrevistas foram conduzidas, quando presente, em conjunto com o familiar; e

b) foram consultadas fontes de dados secundérias (e.g. prontuario médico e prescri¢ées).

4.2.12. Calculo do tamanho amostral

Para o célculo do tamanho amostral foi aplicada uma férmula do tamanho da amostra para
detectar interacdes aditivas (GARCIA-CLOSAS; LUBIN, 1999) partindo do pressuposto de um nivel
de confianca bilateral de 95%, de um poder estatistico de 80% e de uma relacéo entre casos e controles
de 1:3.

Foi realizado um célculo amostral a partir dos dados de prevaléncia das variantes genéticas do
gene CYP2C9*3, em pacientes sem diagnéstico e com diagnostico de HDA, constantes no estudo de
caso-controle conduzido por Figueiras et al (2016) (FIGUEIRAS et al., 2016).

Para tal, foi utilizada uma calculadora com as seguintes varidveis: prevaléncia de 13,1% para
casos carreadores das variantes do CYP2C9*3; nivel de significancia de 5%; poder estatistico de 80%
e um odds ratio de 2 (INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE CARDIOLOGIA, 1995). Portanto,
durante o planejamento deste estudo, foi identificada uma amostra minima de 194 participantes para o

grupo caso e 582 participantes para o grupo controle.

4.2.13. Analises estatisticas

4.2.13.1. Equilibrio de Hardy-Weinberg
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Para avaliar a representatividade e homogeneidade dos participantes do grupo controle, a fim de
garantir que as frequéncias genotipicas sdo compativeis e equilibradas aos do grupo caso, foi realizada
a analise do Equilibrio de Hardy-Weinberg para as variantes genéticas analisadas (CHEN;
CHATTERJEE, 2007; WANG; SHETE, 2010). O principio desta analise é o teste qui-quadrado, com
um grau de liberdade e nivel de significancia de 0,05. O valor critico definido foi de 3,841 para dois
graus de liberdade e a= 0,05.

O Equilibrio de Hardy-Weinberg é calculado a partir da real frequéncia dos genotipos obtidos
na populacdo em estudo, ou seja, frequéncia de participantes selvagens, heterozigotos e homozigotos
para cada uma das variantes genéticas avaliadas.

Considerando que o objetivo do Equilibrio de Hardy-Weinberg é provar que ha homogeneidade
na frequéncia dos gendtipos entre os participantes do grupo caso e controle, o desejavel € a obtencédo
de valores de P maiores que 0,05, provando, portanto, que nao ha diferencas genéticas significativas
entre os grupos. No grupo caso ndo é necessaria a aplicacdo do equilibrio pois a sele¢cdo, mesmo que
ndo randomizada, é baseada no fendtipo de interesse (HDA secundaria a doenca péptica nao

complicada).

4.2.13.2. Modelo de regressao logistica binaria

A varidvel dependente (desfecho) deste estudo foi a HDA secundaria a doenca péptica

complicada, sendo esta uma variavel binaria do tipo caso ou controle.

Categorizacdo das variaveis previsoras: variaveis dicotdmicas e categoricas

Variavel dicotdmica (sim versus néo)

Variaveis dicotdmicas: género; idade; historico familiar de Glcera; historico pessoal de doencas
gastrointestinais; diabetes mellitus; hipertenséo arterial; dislipidemia; doencas cardiovasculares,
sanguineas, respiratorias e renal; depressao; artrite; artrose; infeccdo por Helicobacter pylori; uso de
AAS, AINEs, inibidores da bomba de prétons, antagonistas dos receptores de H2, anticoagulantes e
antidepressivos; e AINEs metabolizados pelo CYP2C9.

A categoria de referéncia para as variaveis dicotdmicas foi representada pela categoria “nao”,
e as variaveis género e idade ndo entraram no modelo estatistico por terem sido variaveis controladas

no planejamento do estudo por meio do emparelhamento.

Variaveis com mais de duas categorias
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Variaveis com mais de duas categorias: etnia; escolaridade; indice de massa corpérea; dose diaria

definida acumulada dos AINEs; tabagismo (quantidade de tabaco consumida); consumo de alcool

(quantidade de alcool consumida); consumo de café (quantidade de café consumida); variantes
genéticas nos genes PTGS1, CYP2C9, NOS3, VKORC1 e ABCBL e consisténcia da entrevista.
Foi estabelecido um nimero minimo de participantes em cada categoria (10% do tamanho

amostral) a fim de aumentar o poder estatistico das analises. Quando essa porcentagem minima nédo

foi atingida, foram propostas variaveis com um namero menor de categorias respeitando 0s

pressupostos e relevancia clinica.

As variaveis com mais de duas categorias foram definidas como:

Etnia: branco, preto e oriental;

Escolaridade foi estratificada em trés categorias: 0 — 4 anos, 5 — 11 anos e > 12 anos. A
categoria de referéncia foi definida como escolaridade 0 — 4 anos;

indice de massa corporea foi estratificado em abaixo do peso, normal e acima do peso. A
categoria “acima do peso” corresponde ao agrupamento das categorias de sobrepeso e
obesidade do tipo I, 11 e Il

Dose acumulada dos AINEs foi estratificada em DDD =0; 0>DDD <1;1 >DDD <5 e
DDD > 5;

Quantidade de tabaco consumida/dia foi estratificada em sem consumo; “moderada” (1 a 15
cigarros/dia) e “pesada” (> 15 cigarros/dia);

Quantidade média em gramas de alcool consumida/dia foi estratificada em sem consumo; 0
a < 30 gramas de alcool/dia e > 30 gramas de alcool/dia. Quatro participantes (um caso e
trés controles) fizeram o consumo de alcool superior a 90 gramas de alcool/dia, o que
configuraria um consumo “pesado” de alcool, e foram agrupados na categoria > 30 gramas
de alcool,;

Quantidade de café consumida/dia foi estratificada em sem consumo; 0 < mL < 100; e > 100
mL, sendo que 0 ndo consumo foi considerado a categoria de referéncia;

Variantes genéticas nos genes PTGS1, CYP2C9; NOS3, VKORC1 e ABCB1 foram
categorizadas em homozigoto para o alelo selvagem, heterozigoto e homozigoto para alelo
variante. Para aumentar o poder estatistico, essas mesmas variantes também foram
estratificadas de maneira dicotdmica, sendo as categorias homozigoto para o alelo selvagem
e “variacdo genética” (gendtipos heterozigoto e homozigoto para alelo variante). Para as
variantes genéticas, a categoria de referéncia é o gendtipo homozigoto para o alelo
selvagem;

Consisténcia de entrevista foi estratificada em trés categorias de 6 e 7 pontos; 8 e 9 pontos

e 10 pontos.
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Selecdo do modelo estatistico

A regressao logistica condicional tem sido utilizada na analise de dados de estudos do tipo caso-
controle emparelhados (HOSMER; LEMESHOW; STURDIVANT, 2013). Na condicional, o estrato,
Ou seja, 0 caso e seus respectivos controles, é considerado na construcdo do modelo e um método
padronizado para esse tipo de andlise € a regressdo de COX. No entanto, a necessidade de uma analise
de dados pareados, especialmente em estudos caso-controle com emparelhamento apenas por género
e idade, é questionada (KUO; DUAN; GRADY, 2018; PEARCE, 2016).

Pearce discute que é um equivoco dizer que se o estudo é pareado, a analise deve ser pareada
(PEARCE, 2016). O pesquisador realizou uma simulacéo de um caso-controle emparelhado por idade
e as estimativas obtidas na regressdo logistica condicional foram semelhantes as da regressao logistica
ndo condicional, concluindo que uma andlise pareada s6 é necesséaria quando ha um pareamento
“genuino” no qual os casos sejam emparelhados com irmdos ou combinando muitas varidveis
simultaneamente.

Essa questdo de emparelhamento “genuino” foi amplamente discutida por Schlesseslman, que
definiu os emparelhamentos ditos “grosseiros” e “finos” (SCHLESSELMAN, 1982). O
emparelhamento por frequéncia (género e idade) foi definido como um emparelhamento “grosseiro”,
visto que “qualquer controle” desde que do mesmo género e faixa etaria, esta apto a compor um par
com 0 respectivo caso. J& 0 emparelhamento “fino” considera varidveis como “parentesco” ou
“vizinhanga”, o que ira restringir o emparelhamento a “individuos especificos” e € neste tipo de
emparelhamento que a regressao condicional é recomendada (MORAES; SOUZA, 1998).

Kuo, Duan e Grady (2018) também fizeram uma simulacdo de caso-controle pareado por idade
e demonstraram que os métodos de analise de dados pareados (regressdo logistica condicional) ndo se
fazem necessarios em estudos pareados por poucas variaveis demograficas, como género e idade
(KUO; DUAN; GRADY, 2018). Os autores também reportaram que a regressdo logistica ndo
condicional tem como vantagem estimativas semelhantes e intervalos de confianga mais precisos em
estudos emparelhados por género e idade (KUO; DUAN; GRADY, 2018; PEARCE, 2016).

Portanto, apesar de terem sido testadas ambas as regressoes (condicional e ndo condicional) neste
estudo, as estimativas apresentadas foram obtidas pela regressdo logistica ndo condicional
considerando as suas vantagens em um estudo caso-controle emparelhado por género e idade e a

melhor precisdo nas estimativas.
Selecdo das variaveis
Os modelos de regressao logistica foram delineados para variavel dependente do tipo dicotdmico

(caso ou controle), adotando para a tomada de decisdo um nivel de significancia estatistica de 0,05, e

construindo, quando necessario, intervalos de confianca de 95%.
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Para a selecdo das variaveis de confundimento para compor o modelo multivariado foi realizada
uma analise bivariada com cada uma das variaveis em fungéo da variavel de desfecho (HDA secundaria
a doenca péptica complicada). A anélise bivariada foi realizada por meio da regressao logistica binaria
e foram selecionadas as variaveis previsoras com p-valor < 0,20.

O modelo de regressdo logistica binaria foi construido com todas as varidveis previsoras que
atendaram ao critério de p-valor < 0,20 e as variantes genéticas (método INSERIR). Complementando
a analise, também foram construidos outros dois modelos de regressdo logistica binaria, sendo que o
primeiro avaliou a interagdo multiplicativa de cada uma das variantes genéticas e o uso de AAS e 0
segundo, a interagdo multiplicativa de cada uma das variantes genéticas e o uso de AINEs.

Todas as andlises estatisticas foram conduzidas no programa estatistico SPSS (versdo 26).

Medidas de ajuste do modelo

Foi realizada a andlise de multicolinearidade para identificar se havia uma relacao linear entre
as variaveis independentes a fim de evitar distor¢6es das medidas de efeito do modelo e as medidas de
residuo estudentizado e influéncia de Cook também foram avaliadas a fim de identificar a presenca de
pontos influentes na analise.

O residuo estudentizado foi definido como até 3,0 desvios padrdo e influéncia de Cook < 1,0,
e apenas um participante apresentou residuo acima do estabelecido e foi removido da analise.

Para avaliacdo do ajuste do modelo foram adotados os critérios de razdo de verossimilhanca
(2LL bloco zero — 2LL no bloco um) e o R? de Nagelkerke. Para avaliar a aderéncia dos dados ao

modelo estatistico foi utilizado o teste de Hosmer e Lemeshow.
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5) RESULTADOS

Para apresentacdo mais didatica e clara, os resultados foram divididos em quatro sec@es, sendo:
() revisdo sistemética das variantes genéticas associadas ao risco de HDA; (1) perfil epidemioldgico
dos participantes do grupo caso e controle; (I11) anélise genética e sorologia para Helicobacter pylori

dos participantes do estudo; e (1V) fatores associados a HDA.

) Revisao sistematica das variantes genéticas associadas ao risco de HDA

Foram elegiveis 17 estudos que avaliaram a influéncia da presenca de variantes genéticas no
risco de HDA e néo foi identificado nenhum estudo conduzido com a populacédo brasileira e apenas
um estudo foi realizado em um pais em desenvolvimento (Turquia) (UCAR et al., 2013).

Dentre os estudos incluidos, 13 avaliaram o risco de HDA associado ao uso de medicamentos
(AAS, AINEs ou varfarina), mas apenas seis reportaram claramente que o desfecho avaliado foi a
HDA de etiologia ndo varicosa (GROZA et al., 2017; MALLAH et al., 2020; NEGOVAN et al., 2015;
PIAZUELO et al., 2008; PILOTTO et al., 2007; WANG, 2019).

Evidenciamos que a metodologia proposta para a identificacdo de participantes do grupo caso
neste estudo possui o melhor delineamento para responder as hipOteses propostas e também
identificamos novos genes e variantes que possuem potencial para serem analisados na préxima etapa
desse estudo, a fim ampliar as avaliadas até o momento, tais como os genes PTGS2 (MALLAH et al.,
2020), TNF-alfa (WANG, 2019), AGT (SHIOTANI et al., 2011), UGT (VAN OIJEN et al., 2006),
CHST2 (SHIOTANI et al., 2014).

Dois estudos espanhdis avaliaram a repeticdo em série de numero variavel do intron 4 do gene
eNOS, também proposta nesse estudo, e ndo identificaram risco de HDA na presenca da variante
genética (PIAZUELO et al., 2008; SERRANO et al., 2002).

O artigo de revisdo sistematica foi publicado no The Pharmacogenomics Journal (JCR: 2,910;
doi: 10.1038/s41397-020-00185-6)

(1) Perfil epidemioldgico dos participantes dos grupos caso e controle

Foram elegiveis a este estudo 200 participantes casos e 706 controles.

Para o rastreio e identificagcdo de pacientes para o grupo caso, foram monitoradas diariamente
todas as EDA dos pacientes admitidos na Unidade de Emergéncia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP). 2.883 EDA foram conduzidas no periodo de
julho de 2016 a marco de 2020, correspondendo a 2.557 pacientes, uma vez que um mesmo paciente

pode ser submetido a mais de uma EDA durante a internagédo hospitalar.
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Ao todo, foram analisados os laudos endoscdpicos e prontuario médico eletrénico de 2.557
pacientes. Dos 2.557 pacientes analisados, 180 foram elegiveis para o grupo caso. Ademais, 20
pacientes que procuraram o servico na Unidade de Urgéncia e Emergéncia e foram submetidos a
intervencdo cirurgica (laparotomia exploratdria) devido Ulcera perfurada e atenderam aos critérios de
elegibilidade, foram incluidos, totalizando, portanto, 200 participantes no grupo caso. E importante
destacar que os 20 participantes do grupo caso diagnosticados por meio de laparotomia exploratéria
ndo estdo inseridos no universo de pacientes que foram submetidos a EDA.

Considerando que o rastreio e monitoramento diario dos laudos das EDA foi conduzido durante
0s 44 meses de estudo, foi possivel estimar uma frequéncia de admiss@es hospitalares em decorréncia
de HDA secundéria a doenca péptica complicada em 7,1%. Durante os anos de 2017 e 2019, as
frequéncias anuais de admissdes hospitalares variaram de 9,3% a 5,7%. O artigo da frequéncia das
admissdes hospitalares relacionadas a HDA e o perfil epidemioldgico dos participantes do grupo caso
foi aceito nos Arquivos de Gastroenterologia (Epidemiological profile of patients with non-variceal
upper gastrointestinal bleeding secondary to peptic disease in a tertiary referral Brazilian hospital -
Qualis B1).

Para cada caso coletado, foram recrutados os controles considerando o emparelhamento por
género e idade. A maioria dos participantes controles era assistida pelas especialidades de oftalmologia
e cirurgia geral, para cirurgias plasticas, de facectomia, pterigio e correcdo de hérnia. Os participantes
também possuiam avaliacdo com anestesista para analise geral do estado de saude e mediante alguma
alteracdo dos pardmetros clinicos, o paciente era encaminhado ao endocrinologista para uma avaliagao.

O processo de identificacéo, elegibilidade e recrutamento dos participantes para 0s grupos caso
e controle, assim como os critérios de exclusdo primaria e secundaria sao apresentados no Fluxograma
1.

2.557 pacientes submetidos a endoscopia 710 pacientes recrutados no Heab

Exclusdo primaria (n=2.268)
Idade < 18 anos (n=194) .| Excluséo primaria (n=1)
Diagnostico excluivel (n=1.828) "| Histérico de patologia (n=1)
HDA intra-hospitalar (n=91)

Admisséo nao relacionada a HDA (n=79)
Historico de patologia (n=70)

Sonda nasogastrica ou percutanea (n=4)
< 3 meses na regido do estudo (n=2)

Exclusao secundaria (n= 109) - .
Internagéo hospitalar < 15 dias (n=8) Exclusdo secundaria (n=3)
Alta antes da entrevista (n=55) —{ Retirada do consentimento antes de

| EDA > 48 horas (n=30) finalizar a entrevista (n=3)

Estado grave (n=7)
Obito (n=9)

706 controles entrevistados

180 casos entrevistados*
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Legenda:

HDA: hemorragia digestiva alta;

EDA: endoscopia digestiva alta.

*180 participantes do grupo caso foram diagnosticados com HDA por meio de endoscopia digestiva
alta. Os outros 20 participantes do grupo caso foram diagnosticados por laparotomia exploratoria e,
portanto, ndo estdo no universo dos pacientes submetidos a endoscopia.

Fluxograma 1. Fluxograma de identificacdo e elegibilidade de casos diagnosticados com hemorragia digestiva alta
secundaria a doenga péptica complicada mediante endoscopia digestiva alta (n= 180) e controles (n=706) recrutados no
complexo hospitalar do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, no periodo de julho de 2016 a margo de 2020.

Considerando o perfil epidemiolégico dos participantes elegiveis neste estudo, a maioria era
homem [grupo caso: 145 (72,5%) e grupo controle: 512 (72,5%)], autodeclarados brancos [grupo caso:
134 (67,3%) e grupo controle: 516 (73,5%)] e com média de idade de 60,2 (+16,3) e 59,8 (£15,8) anos,
respectivamente. Foi observada homogeneidade, como esperado, no que concerne género e idade.

As comorbidades mais frequentes entre os participantes foram hipertenséo arterial [grupo caso:
104 (52,0%) e grupo controle: 371 (52,5%)], diabetes mellitus [grupo caso: 38 (19,1%) e grupo
controle: 158 (22,4%)] e dislipidemia [grupo caso: 22 (11,0%) e grupo controle: 165 (23,4%)]. Ainda,
142 casos (76,2%) e 388 controles (57,6%) eram reagentes para sorologia de Helicobacter pylori.

Cinquenta e um casos (25,5%) e 90 (12,7%) controles faziam o uso cronico de AAS na
indicacdo antiagregante por pelo menos trés meses e 43 (23,6%) casos e 71 (10,2%) controles fizeram
o uso de AINEs nos sete dias anteriores a data indice estabelecida. Dentre os pacientes que fizeram
uso de AINEs, a maior parte dos medicamentos era metabolizado pelo CYP2C9 [29/43 (casos) e 50/71
(controles)].

Em relagcdo aos habitos de vida, a maioria dos participantes era abstémio [grupo caso: 103
(51,5%) e grupo controle: 392 (55,5%)] e néo tabagista [grupo caso: 136 (70,1%) e grupo controle:
580 (84,7%)]. O consumo de café foi reportado por 171 (85,5%) casos e 741 (90,8%) controles, sendo
gue a maioria consumia café diariamente, 79,5% e 84,8%, respectivamente.

A tabela 3 apresenta a descri¢do das variaveis demogréaficas e clinicas dos participantes casos

e controles incluidos no estudo (Tabela 3).

Tabela 3. Descricdo das varidveis demogréficas e clinicas dos participantes casos (n=200) e controles (h=706) do complexo
hospitalar do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, no periodo de julho de 2016 a marco de 2020.

Casos (%) Controles (%) Valor de

n=200 n=706 p?
Variaveis demograéficas
Género (masculino) 145 (72,5) 512 (72,5) 0,933
Idade [média (xDP)] 60,2 (16,3) 59,8 (15,8) 0,750
Etnia 0,104*
Branco 134 (67,0) 516 (73,1)
Preto 65 (32,5) 186 (26,3)
Oriental 1(0,5) 4 (0,6)
Consisténcia da entrevista 0,002*

Notas 6 e 7 91 (45,5) 223 (31,6)
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Notas 8 e 9 77 (38,5) 324 (45,9)

Nota 10 32 (16,0) 159 (22,5)

Escolaridade (ano) 0,237
Média (£DP) 6,3 (4,3) 6,2 (4,6)

0-4 105 (52,5) 370 (52,4)

5-11 67 (33,5) 248 (35,1)

> 11 28 (14,0) 88 (12,5)

Iindice de massa corpdrea kg/m? (IMC) 0,007*
IMC [média (£DP)] 24,49 (6,2) 28,21 (5,9)

Abaixo do peso (<18) 10 (5,1) 15 (2,1)

Normal (18-24) 80 (40,4) 197 (28,0)

Sobrepeso (25-30) 60 (30,3) 263 (37,4)

Obesidade | (30-35) 30 (15,2) 152 (21,6)

Obesidade 11 (35-40) 13 (6,6) 55 (7,8)

Obesidade 111 (>40) 5(2,5) 21 (3,0)

Sem conhecimento 2 3

Historico pessoal e familiar de doencas gastrointestinais

Historico familiar de Ulcera 41 (21,8) 132 (22,3) 0,977
Ulcera 44 (22,1) 64 (9,1) <0,001*
Hemorragia 35 (17,6) 94 (13,3) 0,159*
Dispepsia 60 (30,2) 291 (41,2) 0,006*
Infeccdo por Helicobacter pylori  (exame 142 (76,3) 388 (57,6) <0,001*
laboratorial)

Infeccdo por Helicobacter pylori (auto-relato) 12 (6,0) 50 (7,0) 0,706
Morbidades

Cardiovascular 62 (31,0) 133 (18,8) <0,001*
Sanguinea 3(1,5) 41 (6,1) 0,017*
Renal 7 (3,5) 36 (5,2) 0,430
Respiratoria 8 (4,0) 71 (10,1) 0,013*
Hipertensao arterial 104 (52,0) 371 (52,5) 0,954
Diabetes mellitus 38 (19,1) 158 (22,4) 0,370
Dislipidemia 22 (11,0) 165 (23,4) 0,001*
Depresséo 20 (10,1) 81 (11,5) 0,663
Artrose 9 (4,5) 48 (6,9) 0,296
Artrite 3(1,5) 22 (3,1) 0,364
Farmacoterapia (ATC)

Antagonistas dos receptores de H2 (A02BA) 3(1,5) 10 (1,4) 0,930
Inibidores da bomba de prétons (A02BC) 36 (18,0) 125 (17,7) 0,993
Antidepressivo (NO6A) 19 (9,5) 70 (9,9) 0,968
Anticoagulante (BO1A) 22 (11,0) 18 (2,5) <0,001*
AAS na indicacdo antiagregante (BO1ACO06) 51 (25,5) 90 (12,7) <0,001*
Dose acumulada de anti-inflamatério ndo esteroidal (M01A) <0,001*
DDD =0 139 (76,4) 623 (89,8)

0>DDD<1 14 (7,7) 42 (6,1)

1>DDD<5 19 (10,4) 18 (2,6)

DDD >5 10 (5,5) 11 (1,6)

Sem conhecimento 18 12

Habitos de vida

Quantidade de tabaco consumida <0,001*
Sem consumo (0 cigarro) 136 (70,1) 580 (84,7)

Consumo moderado (1 a 15 cigarros/dia) 23 (11,9) 52 (7,6)

Consumo elevado (> 15 cigarros/dia) 35 (18,0) 53 (7,7)

Sem conhecimento 6 21

Quantidade de alcool consumida (média de gramas de alcool/dia) <0,001*
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Sem consumo (0 grama) 103 (51,5) 392 (55,5)

Pouco (0 a <30 gramas de alcool/dia) 71 (35,5) 297 (42,1)

Moderado (30 a <90 gramas de alcool/dia) 25 (12,5) 14 (2,0)

Elevado (> 90 gramas/dia) 1(0,5) 3(0,4)

Quantidade de café consumida (média de mL de café/dia) <0,001*
mL=0 30 (15,0) 65 (9,2)

0<mL <100 101 (50,5) 470 (66,6)

mL > 100 69 (34,5) 171 (24,2)

“Variaveis com valor de p < 0,20 e selecionadas para o modelo multivariado.

2Valor de p representa a variavel e foi obtido por meio dos testes de Qui-quadrado, com exce¢do da
variavel idade na qual foi aplicado o teste T-student.

AAS: &cido acetilsalicilico; ATC: Anatomical Therapeutic Chemical; DP: desvio padrdo; DDD: dose
diaria definida; mL: mililitros.

Os sinais e sintomas clinicos mais relatados pelos participantes do grupo caso na admissdo
hospitalar foram melena [fezes escuras, pegajosas e malcheirosas (72,5%)]; hematémese [vOmitos
escuros e sanguinolentos (52,0%)]; tontura (50,4%); dor epigastrica (46,5%) e queimacdo estomacal
(40%) (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia dos sinais e sintomas clinicos dos participantes do grupo caso (n=200) nos 30 dias anteriores a
internagdo, complexo hospitalar do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, no periodo de julho de 2016 a marco de 2020.

Sinais e sintomas N
[Casos (%0)7]

Fezes escuras, pegajosas e mal cheirosas 145 (72,5)
VOmitos escuros e sanguinolentos 104 (52,0)
Tontura 101 (50,5)
Dor epigastrica 93 (46,5)
Ardor/acidez/queimacdo estomacal 80 (40,0)
Cansaco 61 (30,5)
Palidez 47 (23,5)
Fezes com sangue 31 (15,5)
Sudorese intensa 30 (15,0)
Perda de consciéncia 19 (9,5)
Peso/digestdo lenta 16 (8,0)

4Pode haver sobreposicdo no numero de pacientes no nimero de sinais e sintomas dos participantes
do grupo controle, uma vez que um paciente pode ter mais de um sinal e sintoma simultaneamente.
N: numero de participantes do grupo caso

Quanto aos achados endoscépicos dos participantes do grupo caso, 90% participantes
apresentaram Ulcera péptica (duodenal ou géstrica), sendo 6% de origem pré-pildrica, e 10% dos
participantes tiveram apenas achados de pangastrite ou erosao gastrica. Considerando que um paciente
pode ter mais de um tipo de Ulcera simultaneamente, 200 achados ulcerosos foram identificados e
maioria dos achados foram classificados como Forrest Ila (62 Glceras com sangramento recente) e |11
(86 Ulceras sem sangramento recente).

39 participantes do grupo caso foram submetidos a hemostasia endoscopica, tendo sido

realizado os procedimentos de escleroterapia (n = 38) e hemoclipe endoscopico (n = 1). Quinze
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participantes tiveram episédio de ressangramento e quatro pacientes foram a Obito durante a

hospitalizacao.

(111)  Analise genética

Foi realizada a genotipagem de dez polimorfismos de nucleotideo Unico propostos para os 200
casos e 706 controles incluidos no estudo, além da analise da repeticdo em série de numero variavel
(VNTR) no intron 4 da eNOS por meio da anélise de fragmentos. Os resultados foram analisados,
tabulados e digitados no RedCap.

Todas as variantes atenderam ao Equilibrio de Hardy-Weinberg. A descricao das frequéncias
genotipicas das variantes analisadas e o p-valor do Equilibrio de Hardy-Weinberg esta descrito na
tabela 5 (Tabela 5).

Tabela 5. Descri¢do da frequéncia dos genotipos dos polimorfismos de nucleotideo Unico nos genes PTGS1, NOS3,
CYP2C9, ABCB1, VKORCL e repeticdo em série de nimero variavel (VNTR) do intron 4 da eNOS e as respectivas analises
de Equilibrio de Hardy—Weinberg entre casos e controles recrutados no complexo hospitalar do Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto, no periodo de julho de 2016 a marco de 2020.

Caso

Frequéncia n(%o)

Controle

Frequéncia n(%o)

Gene PTGS1

rs1330344 (C > T)

cC 28 (14,2) 69 (9,8)
CT 82 (41,6) 274 (38,9)
TT 87 (44,2) 362 (51,3)
p-valor 0,2302 0,1088
rs3842787 (C>T)

cC 157 (79,3) 577 (81,8)
CT 40 (20,2) 124 (17,6)
T 1(0,5) 4 (0,6)
p-valor 0,3576 0,3335
rs10306114 (A > G)

AA 161 (83,9) 631 (91,2)
AG 30 (15,6) 60 (8,7)
GG 1(0,5) 1(0,1)
p-valor 0,7528 0,7298
rs5788 (C > A)

cC 102 (52,3) 422 (60,4)
AC 76 (39,0) 235 (33,6)
cC 17 (8,7) 42 (6,0)
p-valor 0,5989 0,2287
Gene CYP2C9

*1/*1 131 (66,8) 430 (62,6)
*1/*2 26 (37,7) 91 (13,2)
*2/*2 1(0,8) 5(0,7)
*1/*3 33 (15,6) 133 (19,4)
*3/*3 2 (1,0) 10 (1,5)
*2/*3 3(1,4) 18 (2,6)
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p-valor 0,9953 0,8353
Gene NOS3

rs2070744 (C> T)

cC 38 (19,5) 141 (20,2)
CT 88 (45,1) 321 (46,1)
TT 69 (35,4) 235 (33,7)
p-valor 0,3012 0,1025
rs1799983 (G >T)

GG 92 (47,4) 359 (51,4)
GT 87 (44,8) 277 (39,6)
TT 15 (7,7) 63 (9,0)
p-valor 0,3681 0,3650
Gene ABCB1

rs1045642 (A > G)

AA 42 (21,2) 167 (23,8)
AG 96 (48,5) 323 (46,0)
GG 60 (30,3) 210 (30,2)
p-valor 0,7545 0,0514
Gene VKORC1

rs9923231 (C>T)

cC 85 (43,6) 259 (37,5)
CT 85 (43,6) 321 (46,5)
TT 25 (12,8) 110 (15,9)
p-valor 0,6050 0,5275
Repeticdo em série de numero varidvel (VNTR) do intron 4 da eNOS

4b 132 (68,4) 473 (67,1)
4a 55 (28,5) 209 (29,6)
4bl4a 6(3,1) 23 (3,3)
p-valor 0,9259 0,9881

N: numero de participantes
O p-valor apresentado foi obtido por meio do teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg.

(1IV)  Fatores associados a HDA

Construcdo do modelo estatistico de reqressdo logistica binaria

Todas as variaveis de confundimento do estudo foram testadas por meio de uma andlise
bivariada para avaliar a influéncia isolada de cada uma delas no risco de HDA, seja positiva ou
negativamente (fator de protegéo ou risco), como apresentado na tabela 3.

As variaveis que apresentaram p-valor < 0,20 para serem incluidas na constru¢do do modelo
de regressdo logistica foram: etnia; indice de massa corpérea; consisténcia da entrevista; historico
prévio de Ulcera, hemorragia e dispepsia; sorologia reagente para Helicobacter pylori; doencas
cardiovasculares, sanguinea e respiratéria; dislipidemia; uso de anticoagulantes, AAS, uso de AINEsS;
quantidade de tabaco, alcool e café consumida.

Considerando essas variaveis, foram delineados dois modelos de regressdo logistica binaria
considerando as dez variantes genéticas do tipo polimorfismo de nucleotideo Unico estratificadas em

homozigoto para o alelo selvagem, heterozigoto e homozigoto para o alelo variante, e em homozigoto
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para o alelo selvagem e presenca da variagdo genética agrupando heterozigoto e homozigoto para o
alelo variante; e um terceiro modelo de regresséo logistica considerando apenas a repeticao em série
de numero variavel (VNTR) do intron 4 da eNOS.

Apresentacdo dos modelos estatisticos de regressao logistica binaria

No modelo de regressao logistica bindria nenhuma das dez variantes do tipo polimorfismo de
nucleotideo Unico foi associada ao risco de HDA (Tabelas 6 e 7). No entanto, foram identificadas
variaveis associadas ao risco e a protecdo de HDA.

Foram identificadas as seguintes variaveis como fatores de risco para HDA: historico pessoal
prévio de Ulcera (p-valor: < 0,001); sorologia reagente para Helicobacter pylori (p-valor: 0,029); uso
de anticoagulantes (p-valor: < 0,001), AAS (p-valor: < 0,001) e AINEs (p-valor: < 0,001); consumo
elevado de tabaco (> 15 tabacos/dia) (p-valor: < 0,001); e consumo > 30 gramas de alcool/dia (p-valor:
< 0,001).

Como fatores de protecdo para HDA foram identificadas as variaveis: indice de massa corporea
acima do peso (p-valor: 0,010); histérico pessoal prévio de dispepsia (p-valor: < 0,001): doenca
sanguinea (p-valor: 0,025) e respiratoria (p-valor: 0,004); dislipidemia (p-valor <0,001); e consumo de
até 100 mL de café (p-valor: 0,005).

Tabela 6. Razdo de chances de hemorragia digestiva alta secundaria a Glcera péptica complicada apds modelo de regressao
logistica binaria multivariado considerando as variantes genéticas estratificadas em homozigoto para o alelo selvagem,

heterozigoto e homozigoto para o alelo variante.

REGRESSAO LOGISTICA
Variavel 1C95%

OR p-valor
Inferior Superior

Etnia
Branco 1,000 - - -
Preto 1,170 0,673 2,033 0,579
Oriental 4,851 0,416 56,509 0,207
Indice de massa corpérea kg/m? (IMC)
Normal (referéncia) 1,000 - - -
Abaixo do peso 1,090 0,292 4,068 0,898
Acima do peso 0,509 0,306 0,849 0,010*
Consisténcia da entrevista
Notas 6 e 7 (referéncia) 1,000 - - 0,325
Notas 8 e 9 0,667 0,397 1,121 0,127
Nota 10 0,694 0,343 1,402 0,308
Histdrico pessoal de doencas gastrointestinais
Ulcera 3644 1,706 7,786  <0,001*
Hemorragia 1,469 0,732 2,948 0,279

Dispepsia 0,391 0,224 0,683  <0,001*



Helicobacter pylori (reagente) 1,780 1,061 2,986 0,029*
Comorbidades

Doenca cardiovascular 1,375 0,712 2,655 0,343
Doenga sanguinea 0,125 0,020 0,774  0,025*
Doenca respiratoria 0,168 0,051 0,560 0,004*
Dislipidemia 0,205 0,094 0,447 <0,001*
Consumo de tabaco

Né&o tabagista (0 cigarros) 1,000 - - -
Consumo moderado (1 a 15 cigarros) 1,681 0,777 3,641 0,187
Consumo elevado (acima de 15 cigarros) 2,260 1,096 4,661 0,027*
Consumo de alcool

Abstémio (0 grama) 1,000 - - -

0 < gramas alcool/dia <30 0,801 0,483 1,328 0,389
> 30 gramas alcool/dia 6,647 2,410 18,331 <0,001*
Consumo de café

Sem consumo (mL=0) 1,000 - - -
0<mL <100 0,339 0,159 0,720 0,005*
mL > 100 0,728 0,323 1,639 0,444
Farmacoterapia em uso

Anticoagulante 11,193 3,571 35,084 <0,001*
Acido acetilsalicilico 4100 2,035 8,259  <0,001*
Anti-inflamatério ndo esteroidal

DDD =0 1,000 - - -
0<DDD<1 9,891 3,839 25,485 <0,001*
1<DDD<5 5,716 1,824 17,911  0,003*
DDD >5 11,193 3,571 35,084 <0,001*
Polimorfismos de nucleotideo Unico?

Gene PTGS1

rs1330344 (C > T)

CT 0,628 0,292 1,347 0,232
TT 0,528 0,242 1,151 0,108
rs3842787 (C>T)

CT 0,783 0,359 1,709 0,540
TT - - - -b
rs10306114 (A > G)

AG 2,194 0,921 5,229 0,076
GG - - - -
rs5788 (C > A)

CA 0,843 0,505 1,408 0,514
AA 0,563 0,204 1,548 0,265
Gene NOS3

rs2070744 (C > T)

CT 0,844 0,442 1,610 0,607
TT 0,981 0,489 1,966 0,956
rs1799983 (G > T)

GT 1,298 0,750 2,249 0,352
TT 1,803 0,774 4,198 0,172
Gene CY2PC9

*1/*1 1,000 - - -
*1/*2 0,451 0,186 1,092 0,077
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*2/[*2 1,140 0,086 15,106 0,921
*1/*3 1,049 0,574 1,917 0,876
*3/*3 1,169 0,129 10,624 0,890
*2/*3 0,302 0,030 3,091 0,313
Gene ABCB1

rs1045642 (A > G)

AG 1,113 0,598 2,073 0,736
GG 1,042 0,527 2,060 0,905
Gene VKORC1

rs9923231 (C>T)

CT 0,813 0,487 1,359 0,430
TT 0,623 0,294 1,320 0,217
Constante 0,819 0,796

OR: odds ratio, IC: intervalo de confianca

4 Para as variantes genéticas avaliadas, a categoria homozigoto para o alelo selvagem é a categoria de
referéncia.

® N3o foi possivel conduzir a analise com a categoria homozigoto para alelo variante devido ao
reduzido numero amostral (um participante caso e quatro participantes controle).

¢ N&do foi possivel conduzir a analise com a categoria homozigoto para alelo variante devido ao
reduzido nimero amostral (um participante caso e um participante controle).

*Significancia estatistica

Medidas de qualidade e de ajuste do modelo:
- 2log de verossimilhanca: 499,352

R? de Nagelkerke: 0,420

Teste de Hosmer e Lemeshow: 0,825

Na tabela 7 é apresentado o modelo de regresséao logistica considerando as variantes genéticas
categorizadas em homozigoto para o alelo selvagem e presenca da variante genética (agrupamento dos
participantes heterozigoto e homozigoto para o alelo variante). Ndo foi identificada alteracdo na
significancia estatistica de nenhuma das variaveis analisadas quando comparado ao modelo com as
variantes genéticas estratificadas em trés categorias: homozigoto para o alelo selvagem, heterozigoto

e homozigoto para o alelo variante (Tabela 7).

Tabela 7. Razdo de chances de hemorragia digestiva alta secundaria a Glcera péptica complicada apds modelo de regressao
logistica binaria multivariado considerando as variantes genéticas estratificadas em homozigoto para o alelo selvagem e

presenca da variagao genética agrupando heterozigoto e homozigoto para o alelo variante.

REGRESSAO LOGISTICA

143 0]
Variavel OR 1C95% p-valor

Inferior Superior

Etnia
Branco 1,000 - - -




Preto 1,207 0,700 2,081 0,499
Oriental 4,626 0,422 50,759 0,210
Indice de massa corpérea kg/m? (IMC)

Normal (referéncia) 1,000 - - -
Abaixo do peso 0,956 0,258 3,536 0,946
Acima do peso 0,514 0,310 0,850  0,010*
Consisténcia da entrevista

Notas 6 e 7 (referéncia) 1,000 - - 0,325
Notas 8 e 9 0,684 0,410 1,142 0,147
Nota 10 0,712 0,355 1,428 0,339
Histdrico pessoal de doencas gastrointestinais

Ulcera 3411 1,621 7,179 <0,001*
Hemorragia 1,455 0,724 2,923 0,292
Dispepsia 0,415 0,241 0,714 <0,001*
Helicobacter pylori (reagente) 1,776 1,068 2954  0,027*
Comorbidades

Doenca cardiovascular 1,434 0,750 2,741 0,276
Doenga sanguinea 0,117 0,019 0,733  0,022*
Doencga respiratoria 0,186 0,058 0,595  0,005*
Dislipidemia 0,205 0,095 0,441 <0,001*
Consumo de tabaco

Né&o tabagista (0 cigarros) 1,000 - - -
Consumo moderado (1 a 15 cigarros) 1,790 0,837 3,829 0,134
Consumo elevado (acima de 15 cigarros) 2,203 1,083 4,485 0,029*
Consumo de alcool

Abstémio (0 grama) 1,000 - - -

0 < gramas alcool/dia < 30 0,797 0,483 1,317 0,377
> 30 gramas alcool/dia 6,001 2,223 16,203 < 0,001*
Consumo de café

Sem consumo (mL=0) 1,000 - - -
0<mL <100 0,358 0,171 0,750  0,006*
mL > 100 0,769 0,349 1,695 0,515
Farmacoterapia em uso

Anticoagulante 10,962 3,587 33,502 <0,001*
Acido acetilsalicilico 3925 1,974 7,806 <0,001*
Anti-inflamatério ndo esteroidal

DDD =0 1,000 - - -
0<DDD<1 2,872 1,159 7,117 0,023*
1<DDD<5 10,065 3,932 25,763 <0,001*
DDD >5 5,882 1,897 18,237  0,002*
Polimorfismos de nucleotideo Unico?

Gene PTGS1

rs1330344 (CT +TT) 0,639 0,313 1,303 0,218
rs3842787 (CT + TT) 0,756 0,347 1647 0,482
rs10306114 (AG + GG) 2,205 0,959 5,070 0,063
rs5788 (CA + AA) 0,804 0,494 1,307 0,378
Gene NOS3

rs2070744 (CT +TT) 0,832 0,466 1,484 0,534
rs1799983 (GT + TT) 1,280 0,798 2,052 0,306
Gene CY2PC9

*1/*1 1,000 - - -
*1/*2 0,486 0,206 1,148 0,100
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*2/[*2 1,344 0,098 18,404 0,825
*1/*3 1,064 0,587 1,930 0,838
*3/*3 0,548 0,053 5,621 0,613
*2/*3 0,329 0,034 3,202 0,338
Gene ABCB1

rs1045642 (AG + GG) 1,053 0,589 1,884 0,861
Gene VKORC1

rs9923231 (CT+TT) 0,780 0,482 1,262 0,311
Constante 0,764 - - -

OR: odds ratio, IC: intervalo de confianca

2 Para as variantes genéticas avaliadas, a categoria homozigoto para o alelo selvagem é a categoria de
referéncia.

*Significancia estatistica

Medidas de qualidade e de ajuste do modelo:
- 2log de verossimilhancga: 494,972

R?de Nagelkerke: 0,427

Teste de Hosmer e Lemeshow: 0,101

A presenca da variante repeticdo em série de numero varidvel (VNTR) do intron 4 da eNOS
também ndo foi associada ao risco de HDA (Tabela 8).

Tabela 8. Modelo de regressdo logistica para avaliar a influéncia da repeticdo em série de nimero variavel (VNTR) do

intron 4 da eNOS e o risco de hemorragia digestiva alta secundéria a doenca péptica complicada.

REGRESSAO LOGISTICA

Variavel OR 1C95% o-valor
Inferior Superior

Etnia
Branco (referéncia) 1,000 - - -
Preto 1,211 0,745 1,967 0,440
Oriental 4,204 0,412 42,883 0,226
Indice de massa corpdrea kg/m? (IMC)
Normal (referéncia) 1,000 - - -
Abaixo do peso 1,149 0,347 3,802 0,820
Acima do peso 0,593 0,374 0,939 0,026*
Consisténcia da entrevista
Notas 6 e 7 (referéncia) 1,000 - - 0,325
Notas 8 e 9 0,696 0,434 1,118 0,134
Nota 10 0,755 0,412 1,382 0,361
Historico pessoal de doencas gastrointestinais
Ulcera 3,996 2,072 7,707 <0,001*
Hemorragia 1,458 0,786 2,705 0,231
Dispepsia 0,402 0,244 0,662 <0,001*
Helicobacter pylori (reagente) 2,025 1,272 3,225 0,003*
Comorbidades
Doenca cardiovascular 1,550 0,870 2,761 0,137
Doenca sanguinea 0,161 0,031 0,832 0,029*

Doenca respiratoria 0,240 0,080 0,714 0,010*



Dislipidemia 0,238 0,119 0,476  <0,001*
Consumo de tabaco

Né&o tabagista (0 cigarros) 1,000 - - -
Consumo moderado (1 a 15 cigarros) 1,816 0,908 3,630 0,092
Consumo elevado (acima de 15 cigarros) 2,098 1,086 4,052 0,027*
Consumo de alcool

Abstémio (0 grama) 1,000 - - -

0 < gramas alcool/dia < 30 0,910 0,581 1,425 0,680
> 30 gramas alcool/dia 5,222 2,195 12,424 <0,001*
Consumo de café

Sem consumo (mL=0) 1,000 - - -
0<mL <100 0,440 0,229 0,845 0,014*
mL > 100 0,800 0,395 1,620 0,535
Farmacoterapia em uso

Anticoagulante 7,285 2,805 18,919 <0,001*
Acido acetilsalicilico 3,713 1,990 6,930 <0,001*
Anti-inflamatério ndo esteroidal

DDD =0 1,000 - - -
0<DDD<1 2,873 1,159 7,122 0,023*
1<DDD<5 10,070 3,934 25,778 <0,001*
DDD >5 5,880 1,896 18,242  0,002*
Repeticdo em série de numero varidvel (VNTR) do intron 4 da eNOS?

4b/b 1,000 - - -

4 b/4a 1,127 0,708 1,794 0,615
4 ala 0,896 0,262 3,066 0,861
4 bl/da+ 4 ala 1,103 0,702 1,734 0,670
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2 Para a variante genéticas avaliada, a categoria homozigoto para o alelo selvagem ¢é a categoria de
referéncia (4b/b).
OR: odds ratio, IC: intervalo de confianca

Medidas de qualidade e de ajuste do modelo:
- 2log de verossimilhancga: 580,723

R? de Nagelkerke: 0,368

Teste de Hosmer e Lemeshow: 0,610

Considerando as analises de interacdo multiplicativa entre a presenca das variantes genéticas e

o uso de AAS, as variantes rs3842787, rs5788 e alelos *2 e *3 do gene CYP2C9 nao foram associadas
ao risco de HDA (Tabela 9).

Tabela 9. Modelo de regressdo logistica para as variantes genéticas localizadas nos genes PTGS1, NOS3, CYP2C9, ABCB1
e VKORCL1 considerando interacdo multiplicativa com o uso de usuarios de acido acetilsalicilico (AAS) e o risco de
hemorragia digestiva alta secundéria a doenga péptica complicada.

N OR 1C95% p-valoraP
Caso/Controle Inferior Superior

Gene PTGS1
rs1330344
CT 22/31 5,763 2,509 13,236 < 0,001*
TT 26/52 2,714 1,279 5,758 0,009*
gendtipos CT + TT 48/83 3,733 2,003 6,956 <0,001*
rs3842787
CT 10/15 2,429 0,817 7,219 0,110
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TT 1/0 - - - €
geno6tipos CT + TT 11/15 2,561 0,882 7,442 0,084
rs10306114

AG 8/10 3,959 1,199 13,079 0,024*
GG 1/0 - - - -
genotipos AG + GG 9/10 4,158 1,281 13,497 0,018*
rs5788

CA 18/33 1,831 0,763 4,397 0,176
AA 3/8 1,586 0,339 7,420 0,558
genotipos CA + AA 21/41 1,771 0,811 3,866 0,151
Gene NOS3

rs2070744 (C > T)

CT 27/39 4,008 1,843 8,717 <0,001*
TT 16/30 3,203 1,295 7,921 0,012*
gendtipos CT + TT 43/69 3,661 1,904 7,040 <0,001*
rs1799983 (G >T)

GT 26/29 4,547 2,106 9,820 <0,001*
TT 2/9 2,154 0,300 15,434 0,445
genotipos GT + TT 28/38 4,218 2,000 8,895 <0,001*
Gene CYP2C9

*1/*1 34/54 1,000 - - -
*1/*2 7/11 0,959 0,242 3,802 0,953
*2/*2 0/1 - - - -
*1/*3 10/19 1,742 0,636 4,769 0,280
*3/*3 0/2 - - - -d
*2/*3 0/3 - - - -
Gene ABCB1

rs1045642 (A > G)

AG 21/48 2,536 1,159 5,549 0,020*
GG 18/25 3,761 1,498 9,446 0,005*
genotipos AG + GG 39/73 2,958 1,539 5,685 <0,001*
Gene VKORC1

rs9923231 (C>T)

CT 17/38 2,931 1,328 6,468 0,008*
TT 5/14 0,788 0,135 4,599 0,792
genotipos CT + TT 22/52 2,370 1,114 5,045 0,025*
Repeticdo em série de numero varidvel (VNTR) do intron 4 da eNOS

4 b/b 33/57 1,000 - - -

4 a/b 16/29 2,789 1,202 6,473 0,017*
4 ala 0/4 - - - -
Genotipos 4 a/b + 4a/a 16/33 2,441 1,068 5,578 0,034*

4Para as variantes genéticas avaliadas, a categoria homozigoto para o alelo selvagem € a categoria de
referéncia.

®Anélise ajustada para etnia; indice de massa corpérea; consisténcia da entrevista; historico prévio de
ulcera, hemorragia e dispepsia; sorologia reagente para Helicobacter pylori; doencas cardiovasculares,
sanguinea e respiratoria; dislipidemia; uso de anticoagulantes e AINEs; quantidade de tabaco
consumida; quantidade de alcool consumida e quantidade de café consumida.

¢ Nao foi possivel conduzir a analise com a categoria homozigoto para alelo variante devido ao

reduzido nimero amostral (um participante caso).
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9 N3o foi possivel conduzir a analise de interagdo multiplicativa com os carreadores dos alelos *2/*2,
*2/*3 e *3/*3 e uso de AAS devido ao reduzido nimero amostral dessas categorias.

¢ Néo foi possivel conduzir a analise de interacdo multiplicativa com os carreadores dos alelos 4 a/a
da repeticdo em série de nimero varidvel (VNTR) do intron 4 da eNOS e uso de AAS devido ao
reduzido nimero amostral dessa categoria (quatro participantes controle).

N: nimero; OR: odds ratio, IC: intervalo de confianca.

Considerando as analises de interacdo multiplicativa entre a presenca das variantes geneticas e
0 uso de AINEs, todas as variantes avaliadas neste estudo foram associadas ao risco de HDA (Tabela
10).
Tabela 10. Modelo de regressdo logistica para as variantes genéticas localizadas nos genes PTGS1, NOS3, CYP2C9,

ABCBL1 e VKORC1 considerando interacdo multiplicativa com o uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) e o
risco de hemorragia digestiva alta secundaria a doenga péptica complicada.

N OR 1C95% p-valoraP
Caso/Controle Inferior Superior

Gene PTGS1
rs1330344 (C > T)
CT 17/30 5,743 2,567 12,851 0,024*
TT 15/35 2,472 1,110 5,505 0,027*
gendtipos CT + TT 32/65 3,703 2,059 6,663 <0,001*
rs3842787 (C>T)
CT 8/13 5,690 1,861 17,393 0,002*
TT 0/0 - - - -
genotipos CT + TT 8/13 5,690 1,861 17,393 0,002*
rs10306114 (A > G)
AG 5/8 5,695 1,469 22,073 0,012*
GG 0/0 - - - -
genotipos AG + GG 5/8 5,695 1,469 22,073 0,012*
rs5788 (C > A)
CA 12/23 2,383 0,983 5777 0,055
AA 4/5 4,216 0,845 21,037 0,079
genotipos CA + AA 16/28 2,714 1,251 5,888 0,012*
Gene NOS3
rs2070744 (C > T)
CT 15/35 2,503 1,131 5,540 0,024*
TT 16/15 10,988 4,254 28,381  <0,001*
gendtipos CT + TT 31/50 4,430 2,375 8,267 <0,001*
rs1799983 (G >T)
GT 17/23 4,571 2,014 10,373 <0,001*
TT 5/4 37,069 5,673 242,218 <0,001*
genotipos GT + TT 22/27 6,532 3,103 13,747  <0,001*
Gene CYP2C9
*1/*1 22/41 1,000 - - -
*1/*2 9/11 6,563 2,071 20,804 0,001*
*2/*2 0/1 - - - =
*1/*3 10/13 5,597 1,910 16,404 0,0(d)2*

*3/*3 0/1
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*2/*3 0/2 - - - -4
Gene ABCB1

rs1045642 (A > G)

AG 21/28 5,030 2,413 10,484  <0,001*
GG 12/23 3,887 1,641 9,204 0,002*
(gendtipos AG + GG) 33/51 4,520 2,508 8,145 <0,001*
Gene VKORC1

rs9923231 (C>T)

CT 16/31 5,207 2,410 11,250 <0,001*
TT 5/12 4,521 1,356 15,068 0,014*
gendtipos CT + TT 21/43 5,009 2,549 9,842 <0,001*
Repeticdo em série de numero variavel (VNTR) do intron 4 da eNOS

4 b/b 26/40

4 a/b 12/26 3,878 1,621 9,281 0,002*
4 ala 1/5 2,172 0,219 21,505 0,507
Genotipos 4 a/b + 4a/a 13/31 3,600 1,579 8,208 <0,001*

4Para as variantes genéticas avaliadas, a categoria homozigoto para o alelo selvagem ¢ a categoria de
referéncia.

b Analise ajustada para etnia; indice de massa corpdrea; consisténcia da entrevista; historico prévio de
ulcera, hemorragia e dispepsia; sorologia reagente para Helicobacter pylori; doencas cardiovasculares,
sanguinea e respiratéria; dislipidemia; uso de anticoagulantes e AAS; quantidade de tabaco consumida;
quantidade de &lcool consumida e quantidade de café consumida.

“Nao foi possivel conduzir a analise com a categoria homozigoto para alelo variante devido a auséncia
de participantes.

9 N3o foi possivel conduzir a analise de interacdo multiplicativa com os carreadores dos alelos *2/*2,
*2/*3 e *3/*3 e uso de AINEs devido ao reduzido nimero amostral dessas categorias.

N: numero; OR: odds ratio, IC: intervalo de confianca.

Foi redigido um artigo incluindo as variantes genéticas do gene PTGS1 e NOS3 e 0 manuscrito
foi aceito para publicacdo na Frontiers in Pharmacology (JCR: 4,225) (doi:
10.3389/fphar.2021.671835).
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6) DISCUSSAO

A discusséo esta apresentada em quatro secdes, sendo: (I) revisdo sistematica das variantes
genéticas envolvidas no risco de HDA,; (1) perfil epidemioldgico dos participantes do grupo caso; e
(111) variaveis epidemiologicas, clinicas e habitos de vida associadas ao risco de HDA e (IV) variaveis

genéticas associadas ao risco de HDA.

Q)] Revisao sistematica das variantes genéticas envolvidas no risco de HDA

Foram elegiveis 17 estudos que avaliaram a influéncia das variantes genéticas no risco de HDA,
sendo que apenas um estudo foi conduzido em um pais em desenvolvimento (Turquia). Nesse contexto,
é necessario refletir o porqué apenas um estudo foi conduzido em pais em desenvolvimento e fatores
como falta de estrutura, alto custo das anélises e até mesmo a miscigenacéo da populacéo podem ser
barreiras importantes na implementacdo e manutencdo da farmacogenética (KLEIN; PARVEZ; SHIN,
2017; VERBELEN; WEALE; LEWIS, 2017).

Apenas seis estudos definiram claramente o desfecho como HDA de etiologia n&o varicosa e
esses estudos identificaram associagdo do risco de HDA na presenga de variantes genéticas nos genes
NOS3, PTGS1; PTGS2; PLA2G7; GP1BA; GRS; IL1IRN; F13A1; CDKN2B-AS1; DPP6; TBXAZ2R;
TNF-alfa; VKORC1; CYP2C9; e AGT,; e o risco de HDA (FORGERINI et al., 2021a).

A heterogeneidade na definicdo do desfecho é importante, uma vez que a maioria dos estudos
identificados se propds avaliar o risco de HDA em usuarios de medicamentos (13/17) e se sabe que a
etiologia varicosa muitas vezes esta associada a doencas hepaticas cronicas e hipertensdo portal e ndo
a Ulcera péptica (LANAS et al., 2018).

Oito estudos (8/17) apresentaram ao menos uma falha metodoldgica no que se refere a falta de
reporte claro a respeito do processo de recrutamento e emparelhamento dos participantes, a nao
identificacdo de variaveis de confusdo importantes assim como o ajuste dessas variaveis durante as
analises estatisticas; e como foi mensurado o uso de AAS e AINES entre 0s estudos que propuseram
avaliar HDA em usuérios de medicamentos.

As variantes genéticas associadas ao risco de HDA identificadas na reviséo sdo localizadas em
genes que desempenham um importante papel na ativagdo e agregacdo plaquetaria, angiogénese,
processos inflamatérios e metabolismo de medicamentos, 0 que pode explicar como essas variantes
genéticas podem estar envolvidas na fisiopatologia da HDA.

Variantes localizadas nos genes TXBA2R, PLA2G7, DPP6 e GRS, por exemplo, foram
associadas as diferencas interindividuais na ativacdo plaquetaria em diabéticos usuarios de AAS
(POSTULA et al., 2011), enguanto gque variantes nos genes F13A1 e GP1BA foram associadas a
diferentes respostas idiossincraticas em usuarios de AAS (GOODMAN; FERRO; SHARMA, 2008).
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Considerando a angiogénese e a resposta inflamatoria, o gene AGT desempenha um papel
importante na vasoconstricdo, regulacdo do equilibrio de eletrolitos e remodelacéo vascular, e o gene
TNF-alfa e ILLRN possuem atividade pro-inflamatoria e regulam a acidez gastrica e mantém a
integridade da mucosa gastrica (ROBERT et al., 1991; SERRANO et al., 1997).

No que concerne 0 metabolismo de medicamentos, o gene CYP2C9 é o mais estudado por ser
um fator preditivo na dose de manutencdo da varfarina e por ser responsavel por metabolizar uma
gama de AINEs (INTERNATIONAL WARFARIN PHARMACOGENETICS CONSORTIUM, 2009;
KRISHNA KUMAR et al., 2014). De fato, a presenca dos alelos *2 e *3 foi associada ao risco de HDA
em usuarios de AINEs, por configurarem variantes de metabolismo lento (FIGUEIRAS et al., 2016;
PILOTTO et al., 2007).

O gene VKORC1 também desempenha um papel importante na resisténcia ou sensibilidade a
varfarina, pois codifica a enzima alvo desse medicamento (RIEDER et al., 2005), e a presenca de
homozigoze para o alelo variante em usuérios de AAS/AINEs foi associada a um aumento no risco de
HDA em cerca de oito vezes (GROZA et al., 2017).

Nesse contexto, alguns guidelines internacionais incorporaram a analise de variantes genéticas
nos genes CYP2C9 e VKORC1 em usuérios de varfarina e AINESs, o que pode reduzir a incidéncia de
sangramentos e promover a seguranca do paciente (JOHNSON et al., 2011; SWEN et al., 2011). No
entanto, esses guidelines ndo séo realidade em muitos paises e além de variantes nesses dois genes em
questdo, se sabe de outras potenciais variantes a serem analisadas a depender da farmacoterapia em
uso pelo paciente.

Além dos aspectos de qualidade metodoldgica serem importantes, a inferéncia dos achados
também deve ser levada em consideracdo. Primeiramente, a maioria dos estudos incluidos foi
conduzida nos continentes Europeu e Asiatico e a influéncia da etnia na frequéncia das variantes
genéticas é bem documentada (LI et al., 2011; RAMOS et al., 2014); e se sabe a dificuldade de

extrapolacéo desses achados para populagdes miscigenadas como o Brasil.

(1) Perfil epidemiolégico dos participantes do grupo caso

Considerando o processo de identificacdo dos participantes do grupo caso por meio do rastreio
e monitoramento das EDA ao longo de 44 meses, foi possivel estimar que sete a cada cem pacientes
hospitalizados e submetidos & EDA foram diagnosticados com HDA secundaria a doencga peptica
complicada (FORGERINI et al., 2021c). No entanto, 0os nossos dados ndo podem ser extrapolados para
um célculo de incidéncia pois os participantes do grupo caso foram recrutados de um Unico complexo
hospitalar.

A comparacgéo desse achado com os da literatura é dificultosa, pois os estudos que avaliaram a
frequéncia de admiss@es hospitalares e/ou incidéncia de HDA néo varicosa sdo limitados, uma vez que

a maioria dos estudos inclui pacientes com a etiologia varicosa (DANIS et al., 2019; LEERDAM et
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al., 2003; VAN LEERDAM, 2008). Entretanto, ainda que esses estudos estimaram a incidéncia de
HDA incluindo outras etiologias, se observa que a doenca péptica é a etiologia mais prevalente.

Quan et al. (2014) conduziram um estudo populacional no Canadéa utilizando bases de dados
do sistema de satde publico e identificaram 7.079 hospitaliza¢cGes em decorréncia de HDA secundéria
a doenca péptica complicada durante os anos de 2004 a 2010. Apesar de ndo ser possivel comparar o
numero de hospitalizacdes reportado com o identificado em nosso estudo, a maioria dos participantes
diagnosticados com HDA era do género masculino (61,0%), idoso (60,8%) e possuia pelo menos uma
comorbidade (57,4%) (QUAN et al., 2014), o que corrobora com o perfil epidemiol6gico dos
participantes elegiveis para o grupo caso. De fato, a literatura internacional tem reportado a influéncia
do género masculino e da idade avancada no risco de HDA de etiologia ndo varicosa (GROZA et al.,
2017; LANAS et al., 2018; WANG, 2019).

Identificamos somente um estudo nacional que reportou admissdes hospitalares em decorréncia
de HDA de etiologia néo varicosa. O estudo foi conduzido em uma unidade de emergéncia durante 12
meses e 65 pacientes foram diagnosticados com HDA durante esse periodo (HARO; FEY, 2010). No
entanto, apesar da relevante discusséo clinica dos autores, ndo esta claro qual é o universo da pesquisa,
0 processo de identificacdo dos pacientes com diagnostico de HDA e foram incluidos participantes
com neoplasia, sindrome de Mallory Weiss e outras etiologias que ndo caracterizam HDA secundéria
a doenca péptica complicada, o que também inviabiliza a comparacdo do numero de internacdes
reportado com o identificado em nosso estudo.

A maioria dos participantes incluidos no estudo nacional conduzido por Haro e Fey também
era do género masculino, idoso (> 60 anos) e branco, corroborando com os dados demograficos
identificados em nosso estudo (HARO; FEY, 2010). Vale ressaltar que ndo foram reportadas outras
variaveis epidemiologicas e clinicas importantes, como histdrico prévio de doencas gastrointestinais,
comorbidades coexistentes e uso de medicamentos.

Nesse contexto, a avaliacdo detalhada do perfil epidemioldgico dos pacientes com diagndstico
de HDA é um dado epidemioldgico relevante, pois pode subsidiar o planejamento e a
operacionalizacdo dos servi¢os de saude, uma vez que a HDA esta associada ao aumento da procura
do servigo e custos (e.g., hospitalizagOes e readmissdes hospitalares), necessidade de intervencGes
cirurgicas, alem de alta morbidade e mortalidade intra-hospitalar (JAIRATH et al., 2012b; QUAN et
al., 2014).

Tendo em vista que o processo de cuidado e de tomada de decisdo no manejo dos pacientes
com diagnostico de HDA é complexo (FRANCO et al., 2015), conhecer o perfil epidemioldgico desses
pacientes também pode colaborar na tomada de deciséo para a prevengdo desse problema de saude.
Durante a anamnese do paciente em um servico de saude a nivel ambulatorial, por exemplo, podem
ser implementadas estratégias para identificar pacientes com maior risco de desenvolver HDA. Nessa

anamnese poderiam ser avaliadas variaveis epidemioldgicas, clinicas e habitos de vida, tais como uso
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histérico pessoal de Ulcera e hemorragia gastrointestinal; uso de medicamentos especialmente os de
carater gastroerosivo; e o consumo de alcool e tabaco.

Em relacdo a frequéncia de admissdes por HDA secundaria a doenca péptica complicada
identificada ao longo do estudo, se observa uma reducéo da frequéncia de admissées (9,3% - 5,7%).
Essa reducdo pode ser justificada pela decréscimo da incidéncia de Ulcera péptica por infeccdo por
Helicobacter pylori (MCJUNKIN et al., 2011), assim como 0s avancos no tratamento e erradicacdo da
infeccdo (GROENEN et al., 2009); avan¢os no diagnostico e tratamento por meio de endoscopia
(TARGOWNIK; NABALAMBA, 2006) e pelo uso profilatico dos inibidores da bomba de prétons e
outros antiacidos (LANAS et al., 2018). Sob outra perspectiva, a reducao na frequéncia de admissdes
em decorréncia de HDA também pode configurar um problema de acesso ao servico de saude, o que
leva a um pior prognostico do paciente (ZALTMAN et al., 2002).

No escopo dos avangos no diagnostico e tratamento de HDA, foi proposto um fluxo clinico de
cuidado para os pacientes admitidos com HDA a fim de reduzir o tempo de hospitalizagéo, custos
hospitalares e também a mortalidade intra-hospitalar (FRANCO et al., 2015). Aspectos como avaliacao
da historia clinica do paciente; identificacdo de potenciais fatores de risco para 0 sangramento
gastrointestinal; realizacdo da EDA durante as primeiras horas de admisséo; pesquisa por Helicobacter
pylori; e avaliagdo da necessidade do tratamento por meio da endoscopia sdo recomendados
(BARKUN et al., 2019; FRANCO et al., 2015; LAU et al., 2020).

A realizacdo da EDA durante as primeiras horas de admissdo diminui a mortalidade do
paciente, especialmente naqueles que possuem alto risco (LIM et al., 2011), assim como o tratamento
por meio da endoscopia, que quando realizado precocemente, reduz o risco de sangramento, cirurgias
e mortalidade (BARKUN et al., 2009).

Em suma, o presente estudo contribui com dados inéditos da populacgéo brasileira, pois pouco
se sabia a respeito da frequéncia de admissdes relacionadas a HDA secundaria a doenca péptica
complicada, o perfil epidemioldgico desses pacientes, assim como a influéncia de varidveis

epidemioldgicas, clinicas e genéticas, as quais estdo abordados na préxima secao.

(1) Variaveis epidemioldgicas, clinicas e habitos de vida associadas ao risco de HDA

Considerando as variaveis epidemiologicas, clinicas e habitos de vida, o histérico pessoal
prévio de Ulcera; sorologia reagente para Helicobacter pylori; uso de anticoagulantes, AAS e AINEs;
consumo de mais de 15 cigarros/dia e consumo de alcool > 30 gramas de alcool/dia foram observados
como variaveis independentes para o risco de HDA.

O historico pessoal prévio de tlcera tem sido reportado como fator de risco independente para
HDA em diversos estudos (FIGUEIRAS et al., 2016; GROZA et al., 2017; PIAZUELO et al., 2008),
assim como a infeccdo por Helicobacter pylori (MALLAH et al., 2020; PIAZUELO et al., 2008).
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A infeccdo por Helicobacter pylori possui alta prevaléncia nos paises em desenvolvimento
(SOSTRES; LANAS, 2011) e pacientes reagentes apresentam até sete vezes mais risco de desenvolver
Ulcera péptica e complicacdes (LI et al., 2010). Apesar da infeccdo por Helicobacter pylori ter sido
altamente prevalente entre os participantes do grupo caso (76,3%), apenas doze pacientes relataram
infecgdo previa, o que é subestimado quando consideramos os laudos dos exames laboratoriais. Essa
subestimacéo pode ser justificada pelo fato de que muitas vezes a infec¢do por Helicobacter pylori é
assintomatica, além do acesso desigual ao servico de salde e aos testes de diagndstico, os quais
possuem custo relativamente elevado (BURKITT et al., 2017).

Em relacdo aos medicamentos identificados como fatores de risco para HDA, os usuarios
crénicos de AAS apresentaram um risco de HDA quatro vezes maior quando comparado aos nao
usuarios e um risco nove vezes maior em usuarios de AINEs e anticoagulantes, o que pode ser
justificado pelo préprio mecanismo de acdo desses medicamentos.

Esses medicamentos sdo considerados gastroerosivos pois estédo associados ao dano da mucosa
gastrica, 0 que acarreta na exposi¢cdo da mucosa ao baixo pH estomacal e pepsina e ocasiona o
rompimento de vasos e, consequentemente, o sangramento gastrico (LANAS et al., 2018). O
mecanismo de acdo dos AINEs e AAS, que compreende na inibigdo irreversivel das isoenzimas COX-
cascata de agregacdo plaquetaria e de processos fisiologicos de protecdo gastrica (BRZOZOWSKI et
al., 2005). Ainda, o risco de HDA em usuéarios de AAS parece ser maior nos primeiros seis meses de
tratamento (GUO et al., 2020).

Este achado é relevante, pois esses medicamentos sdao amplamente utilizados. O AAS é um
medicamento de baixo custo e amplamente prescrito na prevencdo primaria e secundéaria de eventos
cardiovasculares (VIANNA; GONZALEZ; MATIJASEVICH, 2012) e os anticoagulantes, além da
indicacdo para a prevencdo de eventos cardiovasculares, também atuam na prevencao de eventos
tromboembdlicos (AGENO et al., 2012). J& os AINEs sdo prescritos no tratamento de doencas
inflamatorias (GUPTA; BAH, 2016), e apesar da maioria dos AINEs ndo ser isenta de prescricao
médica, a venda livre é frequente, o que pode configurar um uso irracional.

Ainda, foi observado um sinergismo no potencial do dano gastrico em usuarios de
medicamentos com potencial gastroerosivo e reagentes a Helicobacter pylori (HUANG; SRIDHAR,;
HUNT, 2002) e/ou carreadores de variantes genéticas de metabolismo lento de medicamentos
(FIGUEIRAS et al., 2016; GROZA et al., 2017; PILOTTO et al., 2007). Portanto, pode ocorrer um
aumento sinérgico do risco de HDA em decorréncia da presenga concomitante do uso de medicamentos
com potencial de dano gastrico e de outras variaveis de risco.

Outro fator a ser considerado é o habito de vida, uma vez que o consumo de alcool e tabaco foi
associado ao aumento do risco de HDA, corroborando com os achados de outros estudos (CROOKS;
WEST; CARD, 2013; GALLERANI et al., 2004; LANGSTED; NORDESTGAARD, 2019).
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Considerando que essas varidveis foram identificadas como fatores de risco independentes para
HDA e associadas ao aumento significativo deste risco, 0os nossos dados podem apoiar na prevencao
desse problema de saude.

Uma estratégia para a prevencdo seria a estratificacdo do paciente de acordo com o risco de
desenvolver HDA que o individuo possui. Alternativas interessantes para esse processo seria o
emprego de scores preditivos de risco de sangramento; analise da sorologia para Helicobacter pylori;
avaliacdo de alternativas farmacoterapéuticas mais seguras para o AINEs, AAS e anticoagulantes
orais; monitoramento do uso de medicamento e possiveis reacdes adversas a medicamento associadas;
além da educacdo em salde e incentivo para mudancas de estilo de vida para pacientes etilistas ou

tabagistas.

(1IV) Variaveis genéticas associadas ao risco de HDA

Foram avaliadas quatro variantes genéticas no gene PTGS1 (rs10306114, rs1330344,
rs3842787, rs5788), sendo que a analise do rs10306114 € inédita e a analise das variantes rs1330344,
rs3842787, rs5788 foi realizada por trés estudos (MALLAH et al., 2020; VAN OIJEN et al., 2006;
WU et al., 2016).

Os autores reportaram o risco de HDA apenas na presenca da variante rs1330344, sendo que
Wu et al. (2016) identificaram risco de HDA em chineses usuarios de AAS e carreadores do genotipo
TT (OR: 2,17; 1C95%: 1,01 — 4,66) (WU et al., 2016) e Mallah et al. (2020) em espanhois usuérios de
AAS carreadores dos gen6tipos CT + TT (OR: 4,20; 1C95%: 1,11 — 14,54) (MALLAH et al., 2020).
No estudo conduzido por Wu et al. (2016), o grupo caso foi composto apenas por 13 participantes e o
estudo ndo considerou o pareamento dos participantes caso e controle, nem ajustou as analises para as
variaveis de confusdo, o que pode limitar a inferéncia dos achados dos autores (WU et al., 2016);
enquanto Mallah et al. restringiram a incluséo apenas para participantes caucasianos descendentes de
europeus (MALLAH et al., 2020).

No presente estudo, nenhuma das quatro variantes genéticas localizados no gene PTGS1 foram
associadas ao risco de HDA quando o uso de AAS e AINEs ndo foi considerado. De fato, uma ampla
revisao clinica reportou que a presenca de variantes genéticas no gene PTGS1 tém sido mais associada
ao prognostico de uma doenca do que ao risco de desenvolvé-la (AGUNDEZ et al., 2015), o que
corrobora com 0s nossos achados em participantes brasileiros.

No entanto, quando foi considerado o uso de AAS e AINEs, foram identificadas associagdes
significativas. Em usuérios de AAS, as variantes rs1330344 e rs10306114 foram associadas a um risco
cerca de HDA cerca de quatro vezes maior em carreadores dos genotipos CT + TT (OR: 3,733; 1C95%:
2,003 - 6,956) e AG + GG (OR: 4,158; 1C95%: 1,280 — 13,497), respectivamente. Em usuérios de
AINEs, as quatro variantes avaliadas foram associadas ao risco de HDA (rs1330344, rs3842787,

rs10306114 e rs5788) e esse risco variou de 2,714 em carreadores dos gendtipos CA + AA de rs788
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(1C95%: 1,251 - 5,888) a 5,690 em carreadores dos genotipos AG + GG de rs10306114 (1C95%: 1,469
—22,073).

Na literatura foi sugerido que os carreadores das variantes genéticas rs10306114 e rs3842787
podem possuir uma COX-1 com uma menor capacidade de produzir prostaglandinas, o que também
pode aumentar a sensibilidade ao AAS e aos AINEs (HALUSHKA; WALKER; HALUSHKA, 2003);
enquanto os carreadores das variantes rs1330344 e rs5788 podem apresentar reducdo da agregacao
plaquetéria e, consequentemente, um maior risco de sangramento (MAREE et al., 2005).

Em relagdo as variantes localizadas no gene NOS3, foi identificado um maior de HDA em
usuarios de AAS e em usuarios de AINEs na presenca das variantes rs2070744, rs1799983 e VNTR
no intron 4 da eNOS. Vale ressaltar que a analise de rs2070744 (gene NOS3) é inédita no escopo da
HDA.

As variantes rs2070744 e rs1799983, assim como outras variantes no gene NOS3, tem sido
estudados como um possivel fator de risco para doencas cardiovasculares (NAWAZ et al., 2015;
ZHANG etal., 2012) e também como um possivel biomarcador genético de doenca arterial coronariana
(LI; LIN; ZHANG, 2019). Entretanto, pouco se sabe sobre a presenca desses genotipos na
fisiopatologia da HDA.

Apesar de varios estudos terem avaliado a influéncia das variantes genéticas na resposta
idiossincratica ao tratamento com AAS (SHIOTANI et al., 2011; SHIOTANI; FUJITA; NISHIO,
2015; WANG, 2019), bem como nas diferencas interindividuais na ativacdo plaquetaria (POSTULA
et al., 2011), é de nosso conhecimento apenas um estudo que avaliou 0 rs1799983 no escopo da HDA
(FORGERINI et al., 2021a). Trata-se de um estudo realizado na populacdo espanhola e a presenca da
variante rs1799983 em usuarios de AAS também foi associada ao risco de HDA (OR: 7,69; 1C95%:
2,40 - 23,7; valor de p: <0,001) (MALLAH et al., 2020).

Uma hipébtese para o risco aumentado de HDA observado nesses individuos seria de que a
presenca das variantes rs2070744 e rs1799983 influenciam nos niveis séricos de 6xido nitrico, o que
pode comprometer mecanismos fisiol6gicos importantes, como a protecdo gastrica e agregacao
plaquetaria (LANAS, 2008; VECOLI, 2014). Logo, o comprometimento desses mecanismos
fisiolégicos somado ao dano gastrico provocado pelo uso de AAS/AINEs, fatores de risco identificados
como independentes para HDA, poderia justificar clinicamente o aumento do risco de sangramento
gastrointestinal.

Ainda, foi identificado que carreadores da variante rs2070744 possuem uma reducdo nas
concentragfes de oxido nitrico (NAGASSAKI et al., 2006), o que pode, portanto, comprometer 0s
processos fisioldgicos de protecdo gastrica e agregacdo plaquetaria e acarretar em sangramentos
maiores.

E por fim, dois estudos espanhois avaliaram 0 VNTR no intron 4 da eNOS (PIAZUELO et al.,
2008; SERRANO et al., 2002). Serrano et al. (2002) incluiram 188 participantes com doenca péptica

e 120 controles e identificaram uma reducédo no risco de HDA em carreadores do alelo “a” (OR: 0,490;
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IC95%: 0,250 — 0,950) (SERRANO et al., 2002), corroborando com os achados de Piazuelo et al.
(2008) que incluiram 89 participantes com diagnéstico de HDA e 266 controles (OR: 0,390; 1C95%:
0,180 — 0,850) (PIAZUELO et al., 2008). No entanto, no primeiro estudo néo esta claro o processo de
recrutamento e pareamento dos participantes e em ambos 0s estudos nédo foi reportado se foi realizado
0 ajuste da andlise estatistica considerando as varidveis de confusdo. Tais aspectos consistem em
limitacGes metodoldgicas importantes e que podem fragilizar os achados dos autores.

Considerando os nossos achados, ndo foi identificada associacdo entre a variante VNTR no
intron 4 da eNOS e o risco de HDA. No entanto, foi identificado um risco de HDA de cerca de 2,4
vezes em usuarios de AAS (IC95%: 1,068 — 5,578) e de 3,6 vezes em usuarios de AINEs carreadores
dos gendtipos 4a/b e 4a/a (1C95%: 1,579 — 8,208).

A respeito das variantes CYP2C9*2 e CYP2C9*3 (CYP2C9), foi identificado risco de HDA em
usuarios de AINEs o que corrobora com os achados de outros trés espanh6is (BLANCO et al., 2008;
FIGUEIRAS et al., 2016; PILOTTO et al., 2007). Apenas Figueiras et al. (2016) e Pilotto et al. (2007)
reportaram claramente que o desfecho avaliado foi HDA de etiologia ndo varicosa (FIGUEIRAS et
al., 2016; PILOTTO et al., 2007).

Enquanto no primeiro estudo o uso de AINEs foi estratificado considerando a via principal de
metabolismo do medicamento (CYP2C9 ou outro gene) e a dose consumida na semana anterior a data
indice de interesse, no segundo estudo ndo esta claro como o uso de AINEs foi avaliado. No caso-
controle conduzido por Figueiras et al. foi reportado um aumento no risco de HDA de acordo com o
aumento da dose de AINEs consumida e a raridade do alelo variante (FIGUEIRAS et al., 2016). Em
nosso estudo, a avaliacdo dos alelos *2/*2, *2/*3 e *3/*3 ndo foi viavel devido ao reduzido numero de
participantes nesses estratos, sendo uma limitacao.

Vale ressaltar que os estudos conduzidos por Pilotto et al. (2007) e Blanco et al. (2008)
restringiram a inclusdo de participantes usuarios de AINEs para o grupo caso; enquanto Figueiras et
al. (2016) e o presente estudo ndo restringiram o recrutamento dos participantes apenas para usuarios
de medicamento. Uma vantagem € a possibilidade de investigar a influéncia da variante genética no
risco de HDA, independente do uso de medicamentos (ESTANY-GESTAL et al., 2011).

A variante rs99232331 (gene VKORCY1) foi avaliada em um estudo romeno que incluiu 163
casos e 178 controles e identificou risco de HDA no subgrupo de usuarios de AAS/AINEs homozigotos
para o alelo variante (OR: 7,646, 1C95%: 3,12 — 18,74) (GROZA et al., 2017) e em um estudo espanhol
que incluiu 89 casos e 178 controles em uso de acenocumarol e identificou risco de HDA em usuérios
de acenocumarol concomitantemente com AAS (OR: 8,97; IC: 1,66 — 48,34) (MONTES et al., 2008).
No entanto, esse subgrupo de uso de acenocumarol e AAS compreende apenas seis casos e dois
controles, o que pode explicar o intervalo de confianga nédo ser preciso.

Em carreadores dos genotipos CT + TT foi identificado um risco duas vezes maior de HDA em
usuarios de AAS (2,370; 1C95%: 1,114 - 5,045) e de cerca de cinco vezes em usuarios de AINEs
(2,549; 1C95%: 2,549 — 9,842). Uma possivel justificativa para esse risco de HDA seria que a presenca
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do genotipo homozigoto para o alelo variante (TT) estid associada a uma reducdo da atividade
enzimatica do gene VKORC em 50% quando comparada ao genotipo homozigoto para o alelo comum
(WIDDERSHOVEN et al., 1987).

A atividade enzimatica reduzida desse gene pode acarretar em espécies subcarboxiladas de
proteinas dependentes de vitamina K e de proteinas induzidas pela auséncia de vitamina K que passam
a ndo participar de forma eficiente na cascata de coagulacao, o que pode contribuir com o aumento do
risco de sangramento (LAINE, 2002).

A variante rs1045642 (gene ABCBL1) € uma analise inédita no escopo da HDA. Em carreadores
dos gendtipos AG + GG foi identificado um risco de cerca de trés vezes em usuarios de AAS (OR:
2,958; 1C95%: 1,539 — 5,685) e cerca de 4,5 em usuarios de AINEs (OR: 4,520; 1C95%: 2,508 —
8,145). Essa variante foi reportada na resisténcia a alguns medicamentos (e.g., quimioterapicos e
antivirais) (COELHO et al., 2013; LEPPER et al., 2005; MEGA et al., 2010), mas ndo ha evidéncias
dessa variante influenciando na sensibilidade ao AAS ou no aumento do risco de HDA. Uma possivel
explicacdo para esse risco identificado seria em decorréncia de uma alteracdo na farmacocinética do
AAS/AINES, uma vez que o gene ABCB1 esta envolvido no efluxo de uma gama de medicamentos.

Ap0s esse amplo panorama, se observa uma ampla heterogeneidade a respeito da real influéncia
da presenca de variantes genéticas no risco de HDA. Essa heterogeneidade pode ser justificada pelos
diferentes aspectos metodoldgicos empregados, tais como desenho de estudo, critérios de diagnostico
de HDA e processo de elegibilidade dos participantes; e pelos aspectos populacionais, uma vez que ha
uma alta variabilidade intra e interpopulacional.

A respeito da variabilidade populacional, se sabe que a etnia e a ancestralidade séo fatores que
influenciam diretamente na variabilidade genética entre as diferentes populacbes (LI et al., 2011;
RAMOS et al., 2014), e a etnia, além de influenciar na presenca da variante genética, também esta
associada a frequéncia com que essa variante ocorre em uma populacdo (RAMOS et al., 2014).
Algumas variantes genéticas, por exemplo, tém sido mais prevalentes em individuos brancos do que
pretos (RODRIGUES-SOARES, F. et al., 2018).

Para amenizar a influéncia da etnia em estudos conduzidos na area de farmacogenética, alguns
autores tém restringido os critérios de inclusdo de participantes para etnias especificas, mas essas
restricdes ndo sao validas no Brasil, considerando a miscigenacgédo da populagdo. A maioria dos estudos
incluidos na revisao sistematica que conduzimos, utilizaram a estratégia de ndo incluir participantes
de diferentes etnias (BLANCO et al., 2008; FIGUEIRAS et al., 2016; GARCIA-GONZALEZ et al.,
2003, 2005; MALLAH et al., 2020; MUSUMBA et al., 2013; PIAZUELO et al., 2008; PILOTTO et
al., 2007; SERRANO et al., 2002; SHIOTANI et al., 2014; VAN OIJEN et al., 2009). Nesse contexto,
um aspecto que tem sido amplamente discutido na literatura € a andlise de marcadores de
ancestralidade em estudos genéticos.

Estudos brasileiros tem reportado a necessidade de considerar ndo apenas a cor autodeclarada

do individuo, mas também a presenca de marcadores de ancestralidade, pois apenas considerar a auto
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declaracdo de cor pode ndo ser suficiente em paises mais miscigenados, como o Brasil. (PENA et al.,
2011; RODRIGUES-SOARES; SUAREZ-KURTZ, 2019; SCOTT et al., 2010).

Como uma perspectiva futura para este estudo, vislumbra-se a avaliacdo de marcadores de
ancestralidade, em conjunto com as varidveis epidemioldgicas, clinicas, genéticas e habitos de vida
identificadas nesse estudo, o que consistiria em uma analise inédita no escopo da HDA e forneceria

um arcabouco de evidéncias para esse problema de salde.
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7) FORTALEZASE LIMITACOES DO ESTUDO

Fortalezas

Primeiro estudo brasileiro a identificar o perfil epidemiologico de participantes com
diagnostico de HDA secundaria a doencga péptica complicada e os fatores de risco
envolvidos;

Andlise inédita de trés variantes no escopo da HDA: rs10306114 (gene PTGS1),
rs1045642 (gene ABCB1) e rs2070744 (gene NOS3);

Critérios de inclusdo e exclusdo bem delineados para garantir que apenas a HDA de
etiologia secundaria a doenca péptica complicada fosse incluida;

Conducdo de entrevistas face-to-face em detrimento a consulta de bases de dados que
podem possuir vieses de informacéo por serem fontes secundarias;

Analise estatistica ajustada de variaveis amplamente documentados como fatores de
risco para HDA (e.g., uso de AAS, AINEs e anticoagulante; infeccdo por Helicobacter
pylori e habitos de vida);

Analise do Equilibrio de Hardy-Weinberg a fim de garantir o equilibrio das frequéncias
genotipicas dos participantes;

Biorrepositdrio contendo DNA de 906 participantes, o que viabiliza a continuidade
deste estudo e a analise de novas variantes genéticas no escopo da HDA;

LimitacGes

Viés de memodria que pode caracterizar qualquer estudo observacional, mas que foi
amenizado pela condugéo das entrevistas na presenga de um familiar e/ou cuidador do
participante e por meio de consultas ao prontudrio eletronico e prescri¢cfes médicas;
Impossibilidade de conduzir uma andlise da influéncia das variantes genéticas em
usuarios concomitantes de AAS e AINEs devido ao nimero baixo de participantes
nesse subgrupo.

N&o realizacdo do controle da ancestralidade genémica.
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8) CONCLUSAO

Estudo 1. Revisdo sistematica

Essa revisdo sistematica forneceu um mapeamento de evidéncias das variantes genéticas
associadas ao risco de HDA e nédo foi identificado nenhum estudo conduzido na populacéo brasileira.

Foram identificados 17 estudos e o risco de HDA de etiologia ndo varicosa foi reportado na
presenca de variantes genéticas nos genes NOS3, PTGS1; PTGS2; PLA2G7; GP1BA; GRS; IL1RN;
F13Al; CDKN2B-AS1; DPP6; TBXA2R; TNF-alfa; VKORC1; CYP2C9; e AGT; e o risco de HDA
provavelmente incluindo a etiologia varicosa de variantes genéticas nos genes CHST2; UGT; TBXAZ2R;
GP1BA; e CYP2C8 (alelo CYP2C8 * 3).

Estudo 2. Estudo observacional do tipo caso-controle

Trata-se de um estudo inédito no Brasil e que fornece um arcabouco de evidéncias a respeito
da frequéncia de admissbes hospitalares por HDA secundéria a ulcera péptica complicada, o perfil
epidemioldgico desses pacientes, além de uma andlise do risco de HDA incluindo variaveis
epidemioldgicas, clinicas, genéticas e habitos de vida.

A frequéncia de admissdes hospitalares por HDA secundéria a doenca péptica complicada foi
de 7,1% e sete a cada cem pacientes submetidos a EDA foram diagnosticados com HDA. Também foi
identificada uma reducéo na frequéncia de admissdes por HDA ao longo do estudo (9,3% — 5,7).

Considerando o perfil epidemiolégico dos participantes elegiveis neste estudo, a maioria era
homem [grupo caso: 145 (72,5%) e grupo controle: 512 (72,5%)] e autodeclarados brancos [grupo
caso: 134 (67,3%) e grupo controle: 516 (73,5%)] e com média de idade de 60,2 (+16,3) e 59,8 (+15,8)
anos, respectivamente. As comorbidades mais frequentes entre os participantes foram hipertensdo
arterial [grupo caso: 104 (52,0%) e grupo controle: 371 (52,5%)], diabetes mellitus [grupo caso: 38
(19,1%) e grupo controle: 158 (22,4%)] e dislipidemia [grupo caso: 22 (11,0%) e grupo controle: 165
(23,4%)]. Ainda, 142 casos (76,2%) e 388 controles (57,6%) eram reagentes para sorologia de
Helicobacter pylori e a maioria dos participantes era abstémio [grupo caso: 103 (51,5%) e grupo
controle: 392 (55,5%)] e ndo tabagista [grupo caso: 136 (70,1%) e grupo controle: 580 (84,7%)].

Foram identificados como fatores de risco independentes para HDA as seguintes variaveis:
historico prévio de ulcera (p-valor: < 0,001); sorologia reagente para Helicobacter pylori (p-valor:
0,029); uso de anticoagulantes (p-valor: < 0,001), AAS (p-valor: < 0,001) e AINEs (p-valor: <0,001);
consumo superior a 15 cigarros/dia (p-valor: < 0,001) e consumo > 30 gramas de alcool/dia (p-valor:
< 0,001).
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Quando o uso de AAS e AINEs foi avaliado apenas como uma variavel de confundimento,
nenhuma das variantes genéticas avaliadas neste estudo foi associado ao risco de HDA.

Foram associadas ao risco de HDA as onze variantes genéticas avaliadas neste estudo em
usuarios de AINEs (rs1330344, rs3842787, rs10306114, rs5788, rs2070744, rs1799983, VNTR no
intron 4 da eNOS; alelos *2 e *3 do gene CYP2C9; rs1045642 e rs9923231) e as variantes rs1330344,
rs10306114, rs2070744, rs1799983, rs1045642, rs9923231 e VNTR no intron 4 da eNOS em usuérios
de AAS.

Para a promogdo da seguranca do paciente, 0s nossos achados sugerem a necessidade de uma
terapia personalizada, especialmente para usuérios de AAS e AINEs, além do monitoramento do uso
desses medicamentos e de possiveis reacdes adversas a medicamento relacionadas. Ademais, €
essencial a identificacdo de pacientes com alto risco de sangramento, considerando ndo apenas 0s
aspectos genéticas, mas as demais variaveis identificadas como fatores de risco para HDA nesse
estudo.
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Review question
What are the genetic polymorphisms assodated with upper gastrointestinal bleeding?

Searches

The searches will be conducted in PubMed, Scopus and Cochrane Central databases (from inceplion fo
February 2020). In addifion, lists of references from reviews retrieved from PubMed, Scopus, Cochrane
Central and Joanna Briggs Institute Database of Systematic Reviews and Implementation Reports
databases will be read to identify primary studies of interest. Searches will be re-run prior to the final
analysis.

Registers written in non-Roman characters will be excluded. There will be no restriction of publication time
for the studies.

Types of study to be included
Ob=ervational studies (including case-control and cohort studies). Abstracts of scientific events, comments,
letters, theses, and dissertations will be excluded.

Condition or domain being studied

Upper gastrointestinal bleeding is gastrointestinal bleeding resulfing from lesions proximal to the Treitz
ligament and is classified as either varicose or non-varicose. Non-varicose etiology is the most frequent and
the focus of this review.

Participants/population

Inclusion: Individuals with upper gastrointestinal bleeding (as diagnosed using any recognised diagnostic
criteria);

Exclusion: Individuals with upper gastrointestinal bleeding varicose.

Intervention(z), exposure(s)

Thiz review will congider studies that evaluated genetic polymorphismes (eticlogy or exposure) associated
with the diagnosis of upper gastrointestinal bleeding.
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Comparator(s)/control
Absence of genetic pohymorphism.

Context
There will be mo restrictions for contesxt.

Main outcome(s)

Development of non-varicose upper digestive bleeding.
Measures of effect

Mot applicable:

Additional outcome(s)
Mot applicable:
Measures of affoct
Mot applicable

Data extraction (selection and coding)

Study =election: Two reviewers, independently, will do the selection process of the studies. The screening
will be done through the reading of titles and abstracts, and recording decisions will be done using the
Microsoft Office Excel spreadsheet. After this step, the selected studies will be read in full and evaluated
according to the indusion and exclusion criteria defined by the same two reviewers. Any disagreements that
arige between the reviewers at each stage of the selection process will be resolved through discussion, or
with a third reviewer.

Data exiraction: Data will be exiracted from papers included in the systematic review by two independent
reviewers using a data extraction tool developed by the reviewers in Microsoft Office Excel (Microsoft,
USA). The extracted data will include specific details about (i) study characteristics (authors’ names, year of
publication, country, sample size, setting), (i) patient demographics and baseline characteristics (sex,
ethnicity, age, comorbidities, reactivity to Helicobacter pylori, history of gasirointestinal disease,
consumption of alcohol, caffeine, and tobaceo, exposure to drugs), (i) methodological aspeds (i.e. study
design and methodology, inclusion and exdusion criteria, definition of upper gasirointestinal bleeding); (iv)
genetic polymaonphizms (gene and allele evaluated, the technique for the identification of genetic
potymorphism, justification of the evaluated polymorphism, frequency in the population studied), (v) the
number of events (i.e. upper gastrointestinal bleeding and diagnostic criteria) or odds ratio, risk relative or
hazard ratio for adjusted and non-adjusted analysis for confounding factors. The draft data extraction tool
will be modified and revised as necessary during the process of extracting data pilot from each included
paper. Modifications will be detailed in the full systematic review. Any disagreements that arise between the
reviewers will be resolved through discussion, or with a third reviewer. Authors of papers will be contacted
to request missing or additional data, where required.

Risk of bias (quality) azsessment

Risk of bias assessment will be done by two independent reviewers using JBI's critical appraisals for cohort
studies, and case-control studies. The assessment will be done at the outcome level. Any disagreements
that arize between the reviewers will be resolved through discussion, or with a third reviewer.

Strategy for data synthesis

Statistical analyses will be performed using the R v. 3.4.1/ R studio 1.0.153 software — packages READR,
META and METAFOR. A meta-analysis of the main analyses will be conducted using a random model by
Hartung-Knapp and the 1° estimator from the Sidik-Jonjman, due o the high expecited heterogeneity for
observational studies, and Higgins inconsistency teat (F) being used for the evaluation of heterogeneity. The
results will be summarized according to the odds ratio (OR), 95% confidence interval (35% CI) and
prediction interval (F1). In cases of meta-analyses containing 10 or more studies, the probability of
publication bias will ke evaluated, with a stafistical test based on the Harbor test and visual analysis of the
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presence of agymmeiry in the funnel plot. The main analysis will consider adjusted estimates for
confounding variables, when available. Sensitivity analyses will be performed to validate the conclusions,
using the adjustment of the random effects model Mantel-Haenszel method, with DerSimonian-Laird
estimator for 1°, presence of adjusiment for confounding factors, as well as modification of the effect
estimation (relative risk instead of OR)). In addition, arbitrary exclusion from studies will be performed.
A diagramimatic, tabular and namrative summany will accompany the meta-analyses.

Analysis of subgroups or subsets

The subgroup analyses will consider the following: genetic polymorphism, study design, risk of bias,
ethnicity, and therapeutic class or drug.

Contact details for further information

Marcela Forgerini

marcelaforgenni@gmail.com

Organisational affiliation of the review

580 Pauto State University (UMESP)

hitps:/fwww2 fefarunesp brf

Review team members and their organisational affiliations

Miss Marcela Forgerini. S8o Paulo State University

Dr Rosa Camila Lucchetta. Federal University of Parana

Professor Tales Rubens de Madai. University of S0 Paulo

Assistant/Associate Professor Pafricia de Carvalho Mastroianni. S8o Paulo State University
Type and method of review

Meta-analysis, Systematic review, Other

Anticipated or actual start date

01 February 2020

Anticipated completion date

01 May 2020

Funding sources/sponsors
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de Aperfeipoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - finance Code D01.
Conflicts of interest

Language
Engiish

Country
Brazil

Stage of review
Review Ongaing
Subject index terms status
Subject indexing assigned by CRD
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Subject index terms
MeSH headings have not been applied to this record
Date of registration in PROSPERO
28 April 2020
Date of first submission
11 February 2020

Stage of review at time of this submission

Stage Started Completed
Preliminary searches es Mo
Pilgiing of the study selection process Yes Mo
Formal screening of =earch results against eligibility criteria No Mo
Data extraction Mo Mo
Rizk of bia= (quality) assessment Mo No
Data analysis No No
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Versions
28 April 2020
PROSPERD
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submission is accurate and complete. CRID bears no responsibility or liability for the content of this regisiration
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ANEXO 2: Aprovacgdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo.
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anslioia - ansing - praguse

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinantes Genéticos da hemomagia gastrointestinal associada ao uso de acido
acetilsalicilico como agente antiplaquetario: um Estudo de Caso-Controle

Pesquisador: Tales Rubens de Madai

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 53753115.4.0000.5440

Instituigio Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP -

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAD
Financiamento Proprio

DADODS DO PARECER

Miomero do Parecer: 1.538.288

Apresentag3o do Projeto:

As hemorragias gastrointestinais (HG1) sdo uma das reagdes adversas mais frequentes e com
consequéncias negativas. As diferentes respostas idiossincraticas observadas relacionadas s HGl em
individuos que consomem acido acetilsalicilico (AAS) como agente antiplaguetaric pode ser devido &
presenca de variantes genéticas nos genes para ciclo-oxigenase 1 (COX-1) e da enzima dxido nitrico
sintase endotelial (eNOS). O projeto proposto € um estudo caso-controle incidente. Serdo considerados
como casos (n = 400) individuos com diagnostico de perfuracio de dlcera ou hemorragia gastrointestinal
superior diagnosticada por endoscopia. Como controle, serdo recrutades 1.800 sujeitos que buscarem a
unidade de pré-pperatorio para qualguer processo cinirgico indolor. Sera realizada uma analise em conjunio
(agrupada) com os dados de cutros centros de pesquisa que compreendem os hospitais da regido da
Galicia, na Espanha, e Aveiro, em Portugal.

Objetive da Pesquisa:

Ohbjetivo geral: ldentificar os determinantes genéticos das HG| associados ao consumo de AAS em doses
antiagregantes.

Ohbijetivos principais: (a) dentificar os haplétipos de COX-1 associados ao incremento do risco de

Endersgo:  CAMPUS UNIVERSITARIO

Balrro: MONTE ALEGRE CEP. 14.045-900
UF: 5P Municiplo: RIBEIRAD PRETD
Telefone: |16)3602-2228 Fac (16)3633-1144 E-mall: caphorp.usp.or

Priagirea 31 S8 35
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HGl em consumidores de AAS em doses antiagregantes. (b) Identificar os haplotipos da eNOS associados a
um incremento do risco de HG| em consumidores de AAS em doses antiagregantes.

Objetivos secundarios: (a) Determinar quais s3o os hapldtipos de COX-1 associados a um incremento de
HGl em consumidores de AAS em doses antiagregantes. (b) |dentificar os gendtipos do CYP2C8 associados
a um incremento do risco de HGI em consumidores de AINEs metabolizados por esta enzima. (¢) Analisar o
risco de HGIl em consumidores de AIMEs e portadores simultaneamente de CYFP2C8"3 e de haplotipos de
risco de COX-1. (d) Analisar o risco de HGl em consumidores de AAS e portadores simultaneamente de
haplétipos de risco de COX-1 & de eMOS.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os pesquisadores argumentam que o guestionario apresenta riscos minimos e inerentes ao estudo, mas
todos os participantes serio orientados a desistirem em caso de qualguer desconforto durante o
desenvolvimento do trabalho. A analise das endoscopias sera feita sem prejuizos ao diagndstico da doenga
& nem mesmo ao tempo de tratamento. A coleta de sangue apresentara riscos ou desconfortos minimos.
Uma peguena quantidade serd recolhida durante a coleta de sangue, que sera feita pelo proprio hospital
antes ou depois da endoscopia. Esse procedimento também nioc aumentara o tempo dentro do hospital.

Beneficios:

Os pesquisadores esperam que os resultados deste estudo beneficiardo os pacientes que apresentam risco
de hemorragia pelas suas caracteristicas geneticas, que sera informado para agueles gue manifestarem
interesse. Argumentam gue se o paciente aceitar o armazenamenio do seu material para oufras comelaghes
genéticas ou analise de novos genes, novas informagies serdo fomecidas.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Considerando que os pesquisadores responderam adequadamente aos pontos abordados no parecer
anterior, considera-se o projeto de pesquisa e os respectivos TCLEs aptos & aprovagio.
Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Os pesquisadores apresentam TCLE para casos e controles, lista das insfituiges parficipantes,

Endersgo.  CAMPUS UNIVERSITARID

Balrro: MONTE ALEGRE CEP: 14 D45-000
UF: 5P Municipio: RIBEIRAD PRETO
Talefome: (16)3602-2223 Fax: (16)3633-1144 E-mall: cepfhorp.uspbr
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA
FACULDADE DE MEDICINA DE e e

USP - RIBEIRAD RIBEIRAO PRETO DA USP -

A EreiE - anRnD - pespsne

Confinusgio do Farecer: 1535 886

documentagido dos biomepositorios & TCLE para biomepositario, folha de rosto e outros documentos.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Diante do exposto e & luz da Resolugio CNS 486/2012, o projeto de pesquisa Versao 2 — 31 de margo de
2016, assim como a criagao do biomepesitorio e os Termos de Consentimento Livres e Esclarecido Versdo 2
—31 de margo de 2016, poedem ser enquadrados na categoria APROVADO.

Consideragbes Finais a critério do CEP-

Projeto Aprovade: Tendo em vista a legislagdo vigente, devem ser encaminhados ac CEF, relatorios parciais
anuais referentes ao andamento da pesquisa e relatdrio final ao término do trabalho. Qualquer medificacio
do projeto oniginal deve ser apresentada a este CEF em nova vers3o, de forma objetiva e com justificativas,
para nova apreciagao.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS DO_F | DSM4/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 452784, pdf 15:17:20
Outros OficicHEABBiomepositorionohospital pdf| 05/04/2018 |Tales Rubens de Aceito

15:16:43  [Madai
Declaragao de CRIACADBIORREPOSITORIO. pdf D5042016 |Tales Rubens de Aceito
Manuseio Material 15:16:14  [Madai
Biologico |
Biorepositrio /
Biobanco
Projeto Detalhado /| ProjetoDetalhadoABRIL. pdf 06042016 |Tales Rubens de Aceito
Brochura 151234  |Madai
Investigador
Declaragdo de TERMODECOMSENTIMENTOPARABI 01042016 |Tales Rubens de Aceito
Manuseio Material | ORREPOSITORIO. pdf 121712 (Madai
Biolégico !
Biorepositonio /
Biobanco
TCLE /! Termos de | MowoTCLEControles. pdf 01042016 |Tales Rubens de Aceito
Assentimento | 12:16:48  (Madai
Justificativa de
Auséncia
TCLE / Termos de | MowoTCLECasos pdf 01042016 |Tales Rubens de Aceito
Assentimento [ 12:16:40 |Madai

Enderego.  CAMPUS UNIVERSITARIOD

Balrro: MIONTE ALEGRE CEP: {4.048-900
UF: 5P Municipio: RIBEIRAD PRETO
Talefone: |15)3602-2229 Fax: (16)3633-1144 E-mall: capbhcrp.uspbr

Pilagirea 03 S 25
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USP - RIBEIRAD RIBEIRAD PRETO DA USP -

A EreiE - anRnD - pespsne

Confinusgio do Farecer: 1535 886

Justificativa de MowoTCLECasos. pdf 01/04/2018 | Tales Rubens de Acaitn

Auséncia 121640  |Madai

Cutros CartaderespostaacCEP pdf 01472018 | Tales Rubens de Acaitn
12:16:26  |Madai

Projeto Detalhado ! | ProjetoDetathadoMar. pdf 020372018 |Tales Rubens de Acaitn

Brochura 16:41:080  [Madai

Investigador

Outros Listadasinstituicoesparticipantes. pdf 18022018 |Tales Rubens de Aceito
16:04:28  |Madai

Orcamento PlanejamentoCrcamentanio.pdf 18022018 |Tales Rubens de Aceito
16:02:08 |Madai

Orcamento Formularicl PIC.pdf 18/0220M6 |Tales Rubens de Aceito
16:01:12  |Madai

Folha de Rosto FolhadeRosto pdf 18/02/20M8 |Tales Rubens de Acaitn
15:24:54  |Madai

Outros medicamento. pdf 28/01/2018 |Tales Rubens de Aceito
18:37:23  |Madai

Outros Exclusaccontrole. pdf 28/01/2018 |Tales Rubens de Aceifo
18:35:51  |Madai

DOutros Exclusaosecundaria. pdf 28012016 |Tales Rubens de Aceito
18:35:17 _ |Madai

Cutros Exclusaoprimaria_pdf 20/01/2018 |Tales Rubens de Aceitn
18:34:47  |Madai

Outros Questionario_pdf 28/01/2M8 |Tales Rubens de Aceitn
18:34:24  |Madai

Declaragdo do TERMO FARMACOVIGILANCIA pdf 200172018 |Tales Rubens de Aceitn

Patrocinador 18:33:24  |Madai

TCLE [/ Termos de | TCLE pdf 280172018 |Tales Rubens de Aceitn

Assentimento | 18:32:27  [Madai

Justificativa de

Auséncia

Declaracdo de declara_figueiras. pdf 28/01/2018 |Tales Rubens de Aceito

Pesquisadores 16:25:47  [Madai

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

M3o

RIBEIRAD FRETO, 10 de Maio de 2016

Assinado por:
MARCIA GUIMARAES VILLANOVA
[Coordenador)

Endersgo;  CAMPUS UNIVERSITARIO

Balrmo: MOMNTE ALEGRE CEP: 14.045-900

UF: 5P Municiplo: RISEIRAD PRETD

Talsfone:  [15)3602-2223 Fax: (16)3633-1144 E-mall: capfBhcrp.usp.or
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ANEXO 3: Aprovagio do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”.

-y
#&  UNESP - FACULDADES DE
UNeSP ™ ciencias FarmacEuTIcAs <CREIEgForme

DO CAMPUS DE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigdo Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinantes Genéticos da hemomagia gastrointestinal associada ao uso de cido
acetilsalicilico como agente anfiplagquetario: um Estudo de Caso-Controle

Pesquisador: Tales Rubens de Madai

Area Temdtica:

Versdo: 1

CAAE: 53753115.4.3001.5428

Instituig3o Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP -

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAD
Financiamento Propric

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1.857.615

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um estudo de caso-controle para avaliar determinantes genéticos da hemorragia gastrointestinal
associada ao uso de acido acetilsalicilico como agente antiplaquetario.

Dbjetive da Pesquisa:

O objetivos do proponente e equipe € identificar os determinantes genéticos de hemorragia gastrointestinal
associados ao consumo de AAS em doses antiagregantes. Ha objetivos secundarios que dependerdo de
amostras informagdes do participante. Segundo os autores, os objetivos secundarios sdo:

1. Determinar quais s30 os haplotipos de COX-1 associados a um incremento de HGI emconsumidores de
AAS em doses antiagregantes.

2. |dentificar os gendfipos do CYP2C0 associados a um incremento do risco de HGI emconsumidores de
AIMEs metabolizados por esta enzima.

3. Analisar o risco de HGIl em consumidores de AINEs e portadores simultaneamente de CYP2C8"3e de
haplétipos de risco de COX-1.

4. Analisar o risco de HG| em consumidores de AAS e portadores simultaneamente de haplotiposde risco de
COX-1 e de eNOS5.

Endarsgo: Rodovia Araraquana Jai, kbm 1

Balmo: Campus Universitana CEP: 14801902
UF: 5P Municipio:  ARARADUARA
Telsfone: (15)3301-5897 E-mall:  siagifctar unesp.br
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Confinusglo do Farecer: 1,657 615

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Segundo os autores:

O estudo apresentard riscos e desconfortos minimos ao sujeito. A aplicagSo do questionario prolongara por
30 minutos sua permanéncia no hospital e causara desconfortos minimos inerentes & pesquisa. A coleta de
sangue, por sua vez, ocorrera durante a coleta para a realizagdo de exames de rotina, evitando a
necessidade de realizar uma nova pungio; sendo assim, essa etapa da coleta de dados nio gerara
desconforto adicional ao paciente, tampouco causara prejuizos a rotina da equipe hospitalar.

Os dados & o material biologico de cada paciente serdo identificados por um codigo que n3o permite
identifica-lo diretamentes.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Trats-se de um estudo multicéntrico, com participagio de 50 municipios, 1600 casos e 400 controles.
Havera coleta de material biologico através de pungio venal (8 ml) e aplicagio de questionario e entrevista
durante intemagio para coleta de informagdes sociodemograficas e anamnese farmacologica. Caso houver
necessidade, contato telefinico posterior.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Apresenta um termo de Biomepositario, sob a responsabilidade de Profa. Dra. Patricia Mastroiani, que sera
locado no Hospital Estadual de Américo Brasiliense. Mo entanto, para a criagio de um Biomepositario, &
necessaro haver autorizagio da Instituigio Proponente e as participantes. Além disso, deve estar de acordo
com a resolugio CHNS 4112011, coma prazo de manutengdo do biorrepositorio, de 10 anos, e a
necessidade de trazer explicitamente que as amostras poderio ser ufilizadas em estudes futuros, o que nio
ocome com o atual TCLE.

Segundo a resolugdo CHNS 411/2011:

"4. Mo caso de Biomepositorio, as condigies associadas ao ammazenamento de material bioldgico humano
dewvem estar explicitadas no Projeto de Pesquisa respectivo, devendo seu Regulamento ser apreciado pelo
CEP institucional ou por CEP indicado pela COMEP e, quande for o caso, pela COMNEP, segundo atribuighes
definidas na Resolugio CHS no 186/96 & complementares.

6. O consentimento livre e esclarecido referente & coleta, deposito, amazenamento, ufilizacio & descarte de
material biologico humano em Biorrepositorio & formalizado por meio de TCLE especifico para cada
pesquisa, conforme preconizade nas resclugbes do Conselho Macional de Sadde (CHS).

13. Mo caso de pesquisa envolvendo mais de uma instituigio deve haver acordo firmado entre as
instituigies participantes, contemplando formas de cperacionalizagio, compartilhamento e

Endersgo:  Rooova ATaraquarna Jai, km 1

Balmo: Campus Universitaro CEP: 14.A01-a02
UF: 5P Municipio:  ARARAGLIARA
Telefoma: |15)3301-6307 E-mall: stagifcfar. unesp.br
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Confinusglo do Farecer: 1,657 615

utilizagdo do material biologico humano armazenado em Bicbanco ou Biorrepositorio, inclusive a
possibilidade de dissolugio futura da parceria e a consequente partilha e destinagio dos dados e materiais
amazenados, conforme previsto no TCLE.

| - E necessério explicitar o tipe e a quantidade dos materiais compartilhados, infformando sua

destinagio apos a utilizagio "

Recomendagies:

Envio do pedido de Biommepositorios para o COMEP, ja gue ha necessidade de regulamento especifico para
sua manutengdo, alem de TCLE especifico para armazenamento da amostra e uso futuro em outros
estudos.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, reunide no dia 05 de maio de
2016, analisou & aprovou o projeto de pesquisa em guestdo. Contudo, cabe destacar a necessidade de
apresentar aos participantes da pesquisa TCLE especifico para armazenamento da amostra e uso futuro em
outros estudos, uma vez que serd criado biomepositorio para manutengdo das amostras coletadas.

Consideragbes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P OsM42018 Aceito
do Projeto ROJETO 452784, pdf 15:17:20
Outros OficioHEABBiomepositorionohospital pdf|  05/04/2018 |Tales Rubens de Aceito

151643 Madai
Declaracdo de CRIACAOBIORREPOSITORIO. pdf 05042018 |Tales Rubens de Aceito
Manuseio Material 151614  |Madai
Biclégico |
Biorepositorio /
Biobanco
Projeto Detalhado /| ProjetoDetalhadoABRIL. pdf 050472018 |Tales Rubens de Aceito
Brochura 15:12:34 |Madai
Investigador
I Ses Basicas PE_INFORMACOES BASICAS DO P 01042016 Aceito
do Projeto ROJETO 452784 pdf 12:18:30
Declaragio de TERMODECONSENTIMENTOPARABI 0142018 |Tales Rubens de Aceito
Manuseio Material | ORREPOSITORIO. pdf 121712  |Madai
Biclégico |
Biorepositoria /

Endersgo:  Rooova ATaraquarna Jai, km 1

Balmo: Campus Universitaro CEP: 14.A01-a02
UF: 5P Municipio:  ARARAGLIARA
Telefoma: |15)3301-6307 E-mall: stagifcfar. unesp.br
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PlataPorma

arsil

Biobanco TERMODECONSENTIMENTORFARABI 01/ 0472016 | Tales Rubens de Aceito
ORREPOSITORIO. pdf 12:17:12  |Madai

TCLE / Termos de | MoweTCLEControles pdf D1/ 472016 | Tales Rubens de Aceito

Assentimento ! 12:168:48  |Madai

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | MowoTCLECasos. pdf 01/ 0472018 | Tales Rubens de Aceitn

Assentimento / 121640 |Madai

Justificativa de

Auséncia

Cutros CartaderespostaacCEP_pdf 01/ 0472018 | Tales Rubens de Aceitn
12:16:26 | MNadai

Informagbes Basicas | PB_INFORMAGCOES_BASICAS DO P | 02032016 Aceitn

do Projeto ROJETO 453784 pdf 16:41:31

Projeto Detalhado ! | ProjetoDetalhadoMar. pdf 020372018 |Tales Rubens de Aceito

Brochura 16:41:08  |Madai

Investigadar

Informagbes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 180272016 Aceitn

do Projeto ROJETO 452784 pdf 16:08:42

Dutros Listadasinstituicoesparticipantes. pdf 180272016 |Tales Rubens de Aceito
16:04:28  |MNadai

Orgamento PlanejamentoDrcamentario. pdf 180272016 |Tales Rubens de Aceito
16:02:06 | MNadai

Orgamento FormularioUPC. pdf 180272018 |Tales Rubens de Aceito
16:01:12 | Madai

Projeto Detalhado ! | ProjetoDetalhado. pdf 18/0272M6 |Tales Rubens de Aceito

Brochura 16:25:51 Madai

Investigadar

Faolha de Rosto FolhadeRosto pdf 180272016 |Tales Rubens de Araitn
15:24:534  |MNadai

Dutros medicamento. pdf 28012016 |Tales Rubens de Aceito
18:37:23  |MNadai

DOutros Exclusaocontrole. pdf 28012016 |Tales Rubens de Aceito
18:35:51  |MNadai

Outros Exclusaosecundaria. pdf 28/01/20M18 |Tales Rubens de Aceito
18:35:17 __ |Madai

Outros Exclusacprimaria_pdf 28/01/2018 |Tales Rubens de Aceito
18:34:47  |Madai

Cutros Questionario_pdf 280172018 | Tales Rubens de Aceito
18:34:24  |Madai

Declaracdo do TERMO_FARMACOVIGILANCIA pdf 280172016 | Tales Rubens de Aceito

Patrocinador 18:33:24  |Madai

TCLE / Termos de | TCLE pdf 280172016 | Tales Rubens de Aceito

Assentimento / 18:32:27  [Madai

Justificativa de

Auséncia

Declaragdo de declara_figueiras. pdf 28/01/2018 |Tales Rubens de Aceito

Endersgo:  Rooova ATaraquarna Jai, km 1

Balmo:  Campus Univarsitra CEP:
Municiplo:  ARARAGUARA

UF: 5P
Talefona: (15)3301-5807

14301802

E-mall: stafcfar.unesp.br
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Pesquisadores declara_figueiras. pdf 16:2547 |Madai Aceito
Informagbes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS DO_F | D&6M22M5 Aceito
do Projeto ROJETCO 452784.pdf 18:48:30
Situagio do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagao da CONEP:
Mio

ARARAQUARA, 02 de Agosto de 2016

Assinado por:
Adriano Mondini
[Coordenador)

Endersgo:  Rooova ATaraquarna Jai, km 1
Balmo:  Campus Univarsitra
UF: 5P Municiplo:  ARARAGUARA

Talefona: (15)3301-5807

CEP: 14.801-002
E-mall: stafcfar.unesp.br
Pigires (15 S 88
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ANEXO 4. Termo de consentimento livre e esclarecido para participantes do grupo caso.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) - CASOS

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

B e P
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° SEXO: Mo Fo
DATA DE NASCIMENTO. ............... lhnssonssnsssaazed oot

TELEFONEX(........... ) oo
2,
RESPONSAVEL LEGAL

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.) ..
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......ccccccooeiinmiiriennnen

DATA DE NASCIMENTO.: ...
ENDEREC O, cvssmmsans

DADOS SOBRE A PESQUISA

Titulo do Projeto: Determinantes Genéticos da hemorragia gastrointestinal associada ao uso de acido acetilsalicilico

como agente antiplaquetdrio: um Estudo de Caso-Controle.

Prezado(a) senhor(a),

Este documento tem por objetivo fornecer informagdes sobre um estudo de pesquisa na qual vocé estd sendo
convidado a participar. Se vocé decidir participar, vocé deve ler este documento e fazer todas as perguntas que precisar
para entender os detalhes.

A participacdo neste estudo é completamente voluntaria. Vocé pode optar por ndo participar ou, se vocé concordar
em participar, pode mudar de ideia e retirar consentimento a qualquer momento, sem precisar explicar. Nos
garantimos que esta decisdo ndo afetard o seu relacionamento com o seu médico ou seu servico de satide ao qual vocé

tem direito.

1) Introducao

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa que determinara o risco de hemorragia digestiva alta
(sangramento gastrointestinal) associada ao consumo de AAS (4cido acetilsalicilico ou Aspirina) e sua relagdo com
diferencas genéticas. Vocé foi selecionado porque procurou o servi¢o de endoscopia do Hospital com perfuracdo de
tulcera ou hemorragia gastrointestinal superior recente diagnosticada por endoscopia (o que o classifica no grupo

“caso”).

2) Procedimentos do Estudo
A sua participagdo no estudo envolve a realizacdo de uma entrevista de cerca de meia hora, em que serdo coletadas

as informagodes dos medicamentos que vocé toma e doencas que vocé pode ter tido. Em alguns casos, desde que vocé

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (casos)
Versdo 2 — 31 de margo de 2016



nos dé seu contato, noés poderemos entrar em contato telefone com vocé para coletar os dados que ndo foram
abordados na entrevista,

Também serdo extraidos 5-6 mL de sangue para estudar os genes relacionados ao acido acetilsalicilico (Aspirina),
entre outros medicamentos. Essa pequena amostra de sangue serd coletada durante os seus exames de rotina para
endoscopia, ou seja, vocé ndo precisard ser puncionado novamente.

3) Riscos e desconfortos

O questiondrio apresenta riscos minimos e inerentes ao estudo, mas todos os participantes serio orientados a
desistirem em caso de qualquer desconforto durante o desenvolvimento do trabalho.

A andlise das endoscopias serd feita sem prejuizos ao diagndstico da doenga ¢ nem mesmo 20 tempo de
tratamento. Vocé ndo terd despesas ao participar deste estudo, nem aumentard o seu tempo no hospital.

A coleta de sangue apresentard riscos ou desconfortos minimos para vocé. Uma pequena quantidade serd recolhida
durante a coleta de sangue, que serd feita pelo proprio hospital antes ou depois de sua endoscopia. Esse procedimento
também ndo aumentard seu tempo dentro do hospital,

4) Beneficlos

Espera-se que os resultados deste estudo permitirdo beneficiar os pacientes que apresentam risco de hemorragia
pelas suas caracteristicas genéticas, que serd infonmado para aqueles que manifestarem interesse. Ademais, se aceitar
que armazenemos o seu material para outras correlagdes genéticas ou andlise de novos genes, novas informacdes serdo
fornecidas.
5) Garantia de Esclarecimento

Vocé serdt acompanhado pelo pesquisador durante toda a resolugiio do questiondrio e que terd todas as suas
duvidas esclarecidas, O pesquisador também se colocard a disposig#o caso surjam dividas no futuro.

6) Participagio

Sua participagdo neste estudo ¢ totalmente voluntiria, Vocé tem o direito de ndo querer participar ou de sair
deste estudo a qualquer momento, sem penalidades ou perda de qualquer beneficio ou cuidados a que tenha direito
nesta instiigio,

Vocé também pode ser desligado do estudo a qualquer momento, sem o seu consentimento, nas seguintes
situagdes: (a) vocé ndo use ou siga adequadamente as orientagdes/tratamento em estudo; (b) o estudo termine. Se vocé
for desligado do por algum desses motivos, vocé ndo terd nenhum prejuizo em relacdo 20 seu tratamento ou i
prestacdo de esclarecimentos sobre a pesquisa.

No caso de vocé decidir se retirar do estudo, por favor, notifique o profissional e'ou pesquisador que o esteja
atendendo. Os pesquisadores responsaveis pelo estudo poderdo fomecer qualquer esclarecimento sobre o estudo,
assim como tirar dividas, por meio dos seguintes e-mails:

Nome do Pesquisador Principal: Dr. Tales de Nadai
E-mail do Pesquisador: talesusp@yahoo.com.br

Termo de Consentimento Livre @ Esclarecido — TCLE (casos)
Versdo 2 - 31 de margo de 2016
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Mome do Pesquizador Responsivel: Prof. Dr. Patricia de Carvalho Mastroianni
E-mail do Pesquisador: pmastrof@fcfarunesp.br

Mome do Pesquisador colaborador: Carolina Dagli Hernandez
E-mail do Pesquisados: carolina daglidd gmail. com

Para notificagho de qualquer sinmacio relacionada & ética e que ndo puder ser resolvida pelos pesquissdores,
vocé deve entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina
de Ribeirio Preto, pelo telefone (016) 3602-2228.

Ty Caviter Confidencial dos Registros

Asua dentidade serd mantida em sigilo, Seus dados ¢ suis amostras serlo Wentificados por wim codigo, que
ndo permite que vood seja identficade diretamente. A relagio entre o codige ¢ sua idemtidade serd de conhecimento
apenas dos pesquisadores do estudo, As informagdes obtidas a partir deste estudo serio publicadas no futuro, mas
nenhum dado que possa levar 4 identificagdo dos participantes serd transmitido. Os resultados serio sempre
apresentados como o refrato de um grupo e ndo de uma pessoa. Dessa forma, vocé ndo serd identificado quando o
material de seu registro for utilizado, seja para propositos de publicagio cientifica ou educativa.

B) Declaracio de Consenfimenio

Li ov algwém lew para mim as informagbes contidas nesie documenio antes de assinar este termo de
consentimento, Declaro que toda a linhagem técnica wiilizada na descrigho de estudo de pesquiza foi satisfatoriamente
explicada e que recebd respostas para todas s minhas dividas, Confirmo também que recebi wma via deste tenmo de
consentimento livre @ esclarecido, assinado e rubricado em todas as pdginas pelo paricipante e pelo pesquisador,
Compreendo que sou livre para me retirar do estude em qualquer momento, sem perda de beneficios ou qualquer outra
penalidade. Dou meu consentimento de livre ¢ espontinea vontade para participar deste estudo,

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas de Ribeirlo Preto.

Local ¢ data Assmatuma do Veluntano

Local & data Assinanmra do Pesquisador
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ANEXO 5. Termo de consentimento livre e esclarecido para participantes do grupo controle.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) - CONTROLES

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

DATA DE NASCIMENTO.: ...... Lowsaidns

ENDEREQCO, ..o osnnsssmsssmnosssnassgminisnsi s s anistissasagssssnsssnsenge NP2, s onensansnsnnsees APTO; (nicessmmssamansas
BAIRRO CIDADE: “
CEP:onswnmnenmssnsansorsnsnd TELEFONE: DDD (............ P

DADOS SOBRE A PESQUISA

Titulo do Projeto: Determinantes Genéticos da hemorragia gastrointestinal associada ao uso de acido acetilsalicilico

como agente antiplaquetario: um Estudo de Caso-Controle.

Prezado(a) senhor(a),

Este documento tem por objetivo fornecer informagdes sobre um estudo de pesquisa na qual vocé estd sendo
convidado a participar. Se vocé decidir participar, vocé deve ler este documento e fazer todas as perguntas que precisar
para entender os detalhes.

A participacdo neste estudo é completamente voluntaria. Vocé pode optar por ndo participar ou, se vocé concordar
em participar, pode mudar de ideia e retirar consentimento a qualquer momento, sem precisar explicar. Nos
garantimos que esta decisdo ndo afetard o seu relacionamento com o seu médico ou seu servigo de saude ao qual vocé

tem direito.

1) Introducao

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa que determinara o risco de hemorragia digestiva alta
(sangramento gastrointestinal) associada ao consumo de AAS (4cido acetilsalicilico ou Aspirina) e sua relagdo com
diferencas genéticas. Vocé foi selecionado porque procurou a unidade de pré-operatério para um processo cirargico

indolor (o que o classifica como "controle").

2) Procedimentos do Estudo
A sua participagdo no estudo envolve a realizacdo de uma entrevista de cerca de meia hora, em que serdo coletadas

as informagdes dos medicamentos que vocé toma e doengas que vocé pode ter tido. Em alguns casos, desde que vocé
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (controles)
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nos dé seu comtato, nds poderemes enlrar em contato telefone com vocéd pam coletar os dades que ndo foram
abordados na entrevisia,

Também serio extraidos 5-6 mL de sangue para estudar os genes relacionados ao dcido acetilsalicilico (Aspirina),
entre outros medicamentos, Essa pequena amostra de sangue serd coletada durante oz seus exames pré-operalorios ou

de rotina, ou seja, vocé ndo precisard ser puncionado novamente.

3) Riscos e desconfotios

O questiondifio apresenta Fiscos minimos ¢ inerentes ao exmido, mas todos of pamticipantes serdo orientados a
desistirem em caso de qualquer desconforto durante o desenvolvimento de imballo, Vocé nlo terd despesas ao
participar deste estudo, nem anentam o 320 empo mo hospital,

A coleta de sangue apresentard riscos ou desconfortos minimos para vocd, Uma pequena quantidade serd recolhida
durante a coleta de sangue, que serh feita pelo propro hospital dumnte & rotina do seu atendimento para realizagdo dos
exames pré-operatirios. Esse procedimento também nio saumentari sew tempo dentro do hospital.

4) Beneficios

Espera-se que o3 resultados deste estudo permiticde beneficiar o5 pacientes que apresénlam risco de hemorragia
pelas suas caracteristicas genéticas, que seri informado para aqueles que manifestarem inferesse. Ademais, se aceitar
que ArMAFenemos o seu material para outras correlagdes genéicas ou analise de novos genes, novas informagdes serdo

fornecidas.

5y Garantia de Esclavecimento
Vocé ser acompanhado pelo pesquisador durante toda a resolugio do questionirio e que fterd todas as suas
diwvidas esclarecidas, O pesquisador também se colocard 4 disposicdo caso sugjam dividas no futura,

&) Participacio

Sua participagio neste estudo ¢ totalmente voluntiria, Vood tem o direito de ndio querer participar ou de sair
deste estudo a qualquer momento, sem penalidades ou perda de qualquer beneficio ou cuidados a que tenha direito
nesta insthagio.

Voo também pode ser desligado do estudo a qualquer momento, sem ¢ seu conseniiments, nas seguintes
sifuagdes: (@) vocé ndo use ou siga adequadamente as orientagdestratamento em estudo; (b) 0 estudo temmine. Se vocé
for desligado do por alpum desses motivos, vocé nio terd nenhum prejuizo em relagdo ao seu tralamento ou 4
prestagio de esclarecimentos sobre a pesquisa.

Mo caso de vocd decidir se retirar do estudo, por favor, notifique o profissional e'on pesquisador que o esieja
atendendo. Os pesquisadores responsaveis pelo estudo poderdo fornecer qualquer esclarecimento sobre o estudo,
assiim como rar dividas, por meio dos seguintes e-mils:

Nome do Pesquisador Principal: Dr. Tales de Nadai
E=mail do Pesquisados: talesuspirvahoo.com, br

Tesrna de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (controbes)
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Nome do Pesquisador Responsivel: Prof. Dir. Patricia de Carvalho Mastroianmi
E-mail do Pesquisador: pmastrof@fcfarunesp.br

MNome do Pesquisador colaborador: Carolina Dagli Hernandez
E-mail do Pesquisador: carodina daglidgmail.com

Para notificagiio de qualquer simagio relacionada & ética e que nio puder ser resolvida pelos pesquisadores,
vock deve entrar em contato com o Comité de Ftica em Pesquisa do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina
de Ribeirio Preto, pelo telefone (033(16) 3602-2228.

7y Cariiter Confidencial dos Registros

A sua identidade sera mantida em sigilo. Seus dados ¢ suas amostras serio identificados por um codigo, que
ndo permite que voce seja identificado diretamente. A relagdo entre o codigo e sua identidade serd de conhecimento
apenas dos pesquisadores do estudo. As informagdes obtidas a partir deste estude serfo publicadas no futuro, mas
nenhum dado que possa levar 4 identificacdio dos participantes serd transmitido. Os resultades serfio semypre
apresentados como o retrato de um gropo ¢ ndo de uma pessoa. Dessa forma, vocd ndo serd identificado quando o
material de sen regisiro for utilizado, seja para propositos de publicagio cientifica ou educativa.

8) Declaragdo de Consentimento

Li ou alguém lew para oum as mnformagdes contidas neste documento antes de assinar este lermo de
consentimento. Declaro que toda a linhagem téenica utilizada na descrigio de estudo de pesquisa foi satisfatoriamenie
explicada e que receba respostas para todas as minhas davidas, Confirme também que recebl wma via deste tenmo de
consentimento livie e eclarecido, assinado ¢ rubncado em todas as pdgimas pelo participante ¢ pelo pesquisador,
Compreendo que sou livre para me retirar do estudo em qualquer monento, sem perda de beneficios ou qualquer outra

penalidade. Dou meu consentimento de livre ¢ espontinea vontade para participar deste estudo.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto.

Local e data Assinatra do Volumano

Local ¢ data Assinatura do Pesquisador
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ANEXO 6. Termo de consentimento para guarda para guarda de material bioldgico

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA GUARDA DE MATERIAL
BIOLOGICO

Eu, Patricia Mastroianni, responsavel pelo biorrepositorio Determinantes
Genéticos da Hemorragia Digestiva Alta criado no Hospital Estadual Américo
Brasiliense, unidade do complexo académico do Hospital das Clinicas de Ribeirao Preto
com o objetivo de guardar amostras de Leucdcitos (que sdo as células brancas do seu
sangue) para estudar os genes relacionados ao acido acetilsalicilico (Aspirina), entre
outros medicamentos referente ao Projeto de pesquisa Determinantes Genéticos da
hemorragia gastrointestinal associada ao uso de acido acetilsalicilico como agente
antiplaquetario: um Estudo de Caso Controle, gostaria de convida-lo (a) para
guardar amostra de 5-6ml de sangue seu para fins de pesquisa e analise cientifica. Sua
participagdo é voluntaria, tendo liberdade de aceitar ou ndo que sua amostra seja
guardada, sem risco de qualquer penalizagdo ou prejuizo no atendimento que lhe for
prestado. O (A) Sr. (a) também tem o direito de retirar seu consentimento a qualquer
momento.

Este material sera coletado durante a coleta de sangue de rotina, que sera feita
pelo proprio hospital antes ou depois de sua endoscopia ou antes da cirurgia agendada.
Apos coletado serda guardado num freezer de -700C no Biorepositorio no Hospital
Estadual Américo Brasiliense.

Eu, como responsavel pela pesquisa, me comprometo a identificar as amostras e
os dados coletados de modo que garanta o seu sigilo e a sua confidencialidade, para isso
a sua amostra de sangue serd identificada por meio de por meio de um codigo alfa
numeérico que identifica as amostras segundo o sujeito ser caso ou controle seguido de
uma sequéncia numérica na ordem da entrevista.

Quanto a coleta de material, sera coletado 5 a 6 ml de sangue equivalente a uma
colher de cha. Em decorréncia da coleta esta pesquisa nao acrescentara nenhum risco ou
desconforto para vocé, porque vocé nao precisara ser puncionado novamente. Esse
procedimento também nao aumentara seu tempo dentro do hospital.

Solicitamos também os dados de contato do(a) senhor (a), para que seja possivel
encontra-lo(a) posteriormente. Através dos contatos, garantimos fornecer as
informagodes de seu interesse, além de receber eventuais beneficios provenientes do

estudo com seu material biologico. Também solicitaremos autorizagdo, caso seja
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necessario, para o descarte do material armazenado caso vocé desista de participar do

estudo ou seja desligado pelo pesquisador.

Dados do doador:
Nome: ,RG:

Enderego: , n° , bairro , cidade N

telefone

Solicitamos sua assinatura, tendo recebido as informagdes acima, para
confirmagéo de aceitagdo de que sua amostra de material biologico seja armazenada no
Hospital das Clinicas de Ribeitdo Preto, sob a responsabilidade

Prof. Dra Patricia Mastroianni, para fins de pesquisa e

analise cientifica. Também afirmamos que uma via deste documento, devidamente
assinada sera entregue ao senhor (a).

Abaixo também seguem os dados de contato do pesquisador responsavel, caso
o(a) senhor(a) tenha alguma duvida posteriormente. Para esclarecimentos de questdes
éticas, o(a) senhor(a) também pode entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa do HCFMRP-USP, que aprovou este biorrepositorio, pelo telefone (16) 3602-
2228.

Dados do pesquisador responsavel:

Nome legivel:

Telefone para contato:

Assinatura:

Data:

Dados do participante (doador):

Nome legivel:

Assinatura:

Data:

Dados do responsavel legal pelo doador ou testemunha (caso aplicavel):

Nome legivel:

Assinatura:
Data:

Termo de consentimento Livre e esclarecido para Guarda de Material biologico
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11) LISTA DE APENDICE

APENDICE 1: Flowchart do processo de analise e monitoramento das endoscopias digestivas alta
dos pacientes admitidos na Unidade de Urgéncia e Emergéncia do Hospital das Clinicas de Ribeirdo
Preto da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

Monitoramento didrio das endoscopias digestiva alta de pacientes intemados na Unidade de Emergéncia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo, Brasil

¥

Analise dos laudos endoscdpicos das endoscopias
digestivas alta

I Exclusio dos landes que comrespondem a pacientes

[ submetidos a mais de uma endoscopia digestiva alta

— — - durante a internagio hospitalar
Analise dos laudos endoscopices das endoscopias
digestivas alta desconsiderando os laudos de um mesmeo

v

E=zclusdo landes endoscopicos com diagnéstico
excluivel (ou seja, auséneia de alteragdes endescdpicas;
varizes esofigicas on géstricas; gastropatia hipertensiva;

sindrome de Malory-Weiss)

L4

Reporte dos achados endoscopicos de interesse: ulcera
péptica, erosdes cardiacas ou pilonicas, lesées agudas da mucosa
gastrica e gastrite ou duodenite erosiva, com ou sem
sangramento ativo ou recente

¥
/‘ Anghise do prontuinio médico dos pacientes ‘\
Internacfo hospitalar devido aos sinais e sintomas clinicos de hematémese, melena, lql'erm_wﬁo bUSPﬂﬂlﬂ-_f por DU'I_OS _ mﬂﬁ‘-'ﬂi que ndo hemorragia Exclusdo
hematochezia, sudorese intensa, tontura, dor abdominal. ndusea e vomito dJL—’?St_J‘-"a alta nio varcosa (e.g. sinais e sintomas de outros problemas | | do
de saude; engasgo; acidente) paciente
v
Anpalise das datas de intemacdo hospital; realizacio da endoscopia digestiva alta e
a lltima internagdio hospitalar; se o paciente tem antecedentes patolégicos (e.z.
neoplasia); se o paciente & portader sonda (2.2., nasegastrica. enteral, subcutinea)
; condigio médica geral do paciente (2.g. condicdo grave)
= > Exclusdo dos pacientes que nio

atenderam aos criténos de mnclusio

Se: data da dltima internacio hospitalar = 15 dias; endoscopia realizada em = 48
horas apés a intemag8o; auséncia de antecedentes patoldgicos e sonda; e estado de
saide estivel —* convite para o paciente participar do estude




