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RESUMO

O acidente vascular encefalico (AVE) é uma doenca grave e freqiiente em servigos
hospitalares. Sua ocorréncia esta relacionada a fatores de risco tanto modificaveis
gquanto ndo modificaveis, onde o0s principais sdo hipertensdo e a idade,
respectivamente estes se devem a rupturas de vasos e/ ou a interrupg¢ao do fluxo
sanguineo por embolia ou trombos. Neste contexto, com a finalidade de descobrir
novas origens da doenca, principalmente em relagdo a genética humana, estudos
sobre polimorfismos sao realizados, pois 0s mesmos s&do utilizados como
marcadores para localizar genes associados a doencas em estudos genéticos
populacionais. Portanto, o presente trabalho objetiva avaliar a associacdo do
polimorfismo -607 C/A da interleucina-18 ao AVE hemorragico e ao aneurisma
intracerebral, Para isto, 26 individuos controle, e 26 individuos caso (portadores de
AVE e/ou aneurisma intracerebral) foram recrutados, e contribuiram com amostras
de sangue, além de informacdes clinicas, tais como idade, glicemia, sexo, presenca
de hipertensdo, diabetes, tabagismo, etilismo, glicemia, creatinina e numero de
plaguetas. As amostras biologicas foram processadas (extracdo de DNA) e uma
PCR, seguida de perfil de restricdo enzimatico foi executada, para estudo do
polimorfismo. Verificou-se que a distribuicdo do polimorfismo genético na regiao
promotora do gene IL-18 em sujeitos com ao AVEH e aneurisma intracerebral,
comparados com o grupo controle ndo diferenciava estatisticamente. Porém, quanto
aos aspectos clinicos, havia diferenca na presenca de hipertensao arterial (quando
0S casos sdo comparados com 0s controles) e creatinina (observando apenas o
grupo caso, os pacientes portadores de aneurisma cerebral tiveram niveis séricos de
creatinina aumentada.

Palavras chave: polimorfismo; interleucina - 18; citocinas; acidente vascular
encefalico; aneurisma.



ABSTRACT

Stroke is a serious and common disease in hospital services. Its occurrence is
related to risk factors both modifiable and non- modifiable, which are the main
hypertension and age, respectively these are due to rupture of blood vessels and / or
interruption of the blood flow by embolism or thrombus. In this context, in order to
discover new sources of disease, especially in relation to human genetics, studies of
polymorphisms are made, as they are used as markers to locate genes associated
with diseases in population genetic studies. Therefore, this study aims to evaluate
the association of the polymorphism -607 C / A of interleukin - 18 in hemorrhagic
stroke and intracerebral aneurysm. To this, 26 control subjects and 26 case subjects
(patients with stroke and / or intracerebral aneurysm ) were recruited and contributed
blood samples , and clinical information such as age , blood glucose , sex, presence
of hypertension , diabetes, smoking, alcohol consumption , blood glucose, creatinine
and platelet count. Biological samples (DNA extraction) and a PCR followed by
restriction enzyme profile was performed to study the polymorphism were processed.
It was found that the distribution of the genetic polymorphism in the promoter region
of the IL-18 gene in subjects with the Aveh and intracerebral aneurysms, compared
with the control group differed statistically not. But as for the clinical aspects, there
was a difference in the presence of hypertension (when cases are compared with
controls) and creatinine (observing only the case group, patients with cerebral
aneurysm had increased serum creatinine.

Keywords: Polymorphism; interleukin-18; cytokines; stroke, cerebral aneurysm



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

A - Adenina

AVE- Acidente Vascular Encefalico

bp - Pares de bases

C - Citosina

(C/T) - Troca de uma citosina por uma timina
DNA - Acido desoxirribonucléico

EPR - Epitélio Pigmentar da Retina

G - Guanina

(C/A) - Troca de uma citosina por uma adenina
HAS- Hipertenséo Arterial Sistémica

HLA - Antigeno Leucocitario Humano
ICAM-1 - Molécula de adeséo intercelular-1
IL-1 - Interleucina 1

IL-1a - Interleucina 1 alfa

IL1A - gene produtor da interleucina 1 alfa
IL-18 - Interleucina 1 beta

IL-18 - Interleucina 1 beta

IL1B - gene produtor da interleucina 1 beta
IL-2 - Interleucina 2

IL-4 - Interleucina 4

IL-5 - Interleucina 5

IL-6 - Interleucina 6

IL-8 - Interleucina 8

IL-10 - Interleucina 10

IL-12 - Interleucina 12



IL-18 - Interleucina 18

IFN-y - Interferon-gamma

mg - Miligrama

mL - Mililitro

MHC - Complexo Maior de Histocompatibilidade

mm — Milimetro

mM - Milimolar

pl - Microlitro

P - p-valor

PCR - Reagédo em cadeia da polimerase

pH - Potencial de hidrogenizacao

pmol - picomoles

RFLP - polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricao
T - Timina

Tag - Thermus aquatius DNA polimerase.

Tag | - Enzima de restricao

TE - Tris EDTA

TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa

TNF-a - gene produtor do fator de necrose tumoral alfa

Tris - Tris-hidroximetilaminometano
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1 INTRODUCAO COM REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 RESPOSTA IMUNOLOGICA

Em uma resposta imune efetiva € preciso o envolvimento dos dois sistemas
de imunidade: a imunidade inata e a imunidade adaptativa. Como primeira linha de
defesa do organismo humano, hd a participacdo de células como neutrofilos,
macrofagos, mondcitos, células natural killer e células dendriticas (Slack,
Hapfelmeier et al., 2009). Estas células desempenham suas fun¢gbes com a
finalidade de eliminar os patégenos direta ou indiretamente por meio do
reconhecimento direto padréo, como: Toll-like, DC-sign, dentre outros (Kawai, Akira,
2010), ou pela ativacéo e direcionamento as respostas imunes adaptativas (lwasaki,
Medzhitov, 2010).

Os neutréfilos sdo as primeiras células que migram até o local da infeccéo
para fagocitar os agentes infecciosos, entretanto, além do reconhecimento por
receptores de superficie, eles possuem duas estratégias antimicrobianas adicionais,
a citar: o ataque oxidativo que emprega espécies reativas de oxigénio e/ou de
nitrogénio; e o ataque nao oxidativo, que emprega a proteina bactericida de aumento
da permeabilidade e as enzimas, que sdo capazes de modificar a estrutura dos
microrganismos, eliminando-os (Kumar, Sharma, 2010).

Os macrofagos sdo células que desempenham diversas fungdes, aos quais
as mais importantes sdo: o reconhecimento e a apresentacdo de antigenos, a
secrecdo de citocinas e a morte intracelular de patdégenos por meio da atividade
citotéxica ativada por citocinas (Varin, Gordon, 2009). Parte dessas funcdes
descritas sdo explicadas pelas caracteristicas apresentadas por estas células
guando ativadas, que se tornam capazes de expressar moléculas do MHC de classe
Il (importantes na apresentacdo de antigenos para as células Th), e também
utilizardo altos niveis de sintase do 6éxido nitrico induzido (NOS induzivel). Estudos
mostram que o Oxido nitrico apresenta uma potente atividade antimicrobiana e pode

associar-se com o0 superoxido, produzindo uma substancia antimicrobiana muito
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potente, além de também empregar espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio,
como os neutrofilos (Martinez, Helming et al., 2009).

As células natural killer (NK) sdo a primeira linha de defesa contra varias
infeccbes virais. Estes componentes do sistema imune marcam e produzem
apoptose das células infectadas ou mantém a infecgcdo sobre controle até que o
sistema imune adaptativo seja ativado por meio da producéo de citocinas (Interferon
vy e o Fator de Necrose Tumoral- a), que estimulam a maturagdo de células
dendriticas que sdo as coordenadoras-chave da imunidade inata e a adaptativa
(Vivier, Raulet et al., 2011).

Por outro lado, as células dendriticas sdo células especializadas em
apresentacao de antigenos, por meio de moléculas de MHC de classe I, elas ativam
células Th; e por moléculas de MHC de classe |, ativam as células Tc; além da
existéncia das moléculas co-estimuladoras, que auxiliam na ativacdo de células T
(Geissmann, Manz et al., 2010).

Os linfocitos sédo uma linhagem de células que apresentam em sua superficie
receptores que reconhecem o0s antigenos que estdo ligados as proteinas de
membrana celular (moléculas de MHC) das células apresentadoras de antigenos (Li,
Shi et al., 2012). Quando ativadas sao induzidas a se proliferar e sua progénie a se
diferenciar em células efetoras, das quais fazem parte as células T citotdxicas,
derivadas das células T CD8 que provocam apoptose das células-alvo infectadas, e
as células Thl e Th2, derivadas das células T CD4. Esta diferenciacdo se da
conforme o tipo de patdégeno, aos quais estardo localizados no interior de vesiculas
nos macrofagos e em células dendriticas; este evento estimula a diferenciacdo em
células Thl; e os patégenos extracelulares estimulam as células Th2 (Walsh, Brady
et al., 2009; Shi, Vistica et al., 2013).

As células Thl séo responsaveis pelas fun¢cdes medidas por células, como
por exemplo a ativacao de linfocitos T citotoxico, de macréfagos; induzem linfécitos
B a produzirem 1gG (opsonizam patdgenos extracelulares facilitando a fagocitose); e
esta associado a inflamacdo excessiva. As células Th2 estimulam a ativacdo e
diferenciacdo dos eosindfilos, além de estimular a diferenciacdo de plasmdécitos, a
producdo de IgA, IgE, IgM e IgG de fraca opsonizacdo; auxilia nas reacdes
alérgicas. Quanto ao aspecto producdo de citocinas, é sabido que o IFN-y e a IL-2

sdo as citocinas caracteristicas de células Thl; e as IL-4, IL-5, IL-10 sdo das células
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Th2 (Zhu, Jankovic et al., 2012). A figura 1 ilustra a linhagem de células Thl e Th2 e
sua resposta na imunidade, supracitadas, e a figura 2 ilustra as principais citocinas

produzidas.

ng @go antigeno ol ,%

Defesa mediada por fagocitose
célula Thi
s e () cilBdemeniria
: > =
: - lasmacito
célula Th célula Th ¥ o :

Figura 1: Linhagem de células Thl e Th2 e sua resposta na imunidade. Fonte:
http://Ih3.ggpht.com/-MgRQ1vy3mPM/UZZpVyQNH6I/ AAAAAAAAN4A/ xlcqgPatw4Qw/Untitled-
1%25255B5%25255D.png?imgmax=800

2 _—)
TH L0

— a3

Figura 2. Principais citocinas produzidas pelas células Thl e Th2. Fonte:

http://www.asmabronquica.com.br/medical/resposta_tardia_linfocitos.html

As células T citotdéxicas sao aquelas que tém capacidade litica e s&o criticas

no reconhecimento e na eliminagédo de células proprias alteradas. Elas reconhecem
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0 antigeno no MHC de classe | e formam conjugados com as células-alvo (Staehli,
Ludigs et al., 2012), nesta conjugacao ha a liberacdo de perforina responsavel pela
formacdo de poros na membrana, possibilitando a entrada de granulos citotéxicos,
como a granzima B, que ativam caspases, via que resulta na morte da célula-alvo
(Thuaud, Bernard et al., 2009; Li, Kuan et al., 2012). A figura 3 ilustra os trés tipos
principais de células T e seus conjuntos distintos de moléculas efetoras.

Colulas T CO8: B OlieeT :
peptidec « MHC de classe | poptideo + MHC de clanse I
‘ - r
Colutas T critotdxicas matadoras Célulaa T, 1 Cohas 7.2
$ Bl 3 -| \
" v v ¢ B /¢
N = F e ,. =V )
e B L {{
o R V- : p S o
\_ JCA < \ )
=g O Y a
~ ‘-=I / .-‘—'Hal;r:.m Ceal .l ‘T‘ |'| gen
- o imra A5P0C )
Macrofago celludmr
—" = 2
Moioc Moléculas Moléculas
cnom:m Outras eletoras Outras eletoras Outras
ofotoras ativadoras do ativadaras
i macrofagos  de célula B
-3
IFN IL-3 - =
. FIN-7 GM-CEF TNF-[3 pet o %3‘
2 ‘ TNF-B mF"(’: cf“’hzl IL-15 TGF-
anukising TNF.a 'L-;.l"lr de CDAD XOL2 -15 ' ;
3 Lige Liganta COL 1 (potaxina)
sarde O Fa Ligante do Faz (GRO) oo 0040 CCL1T (TARC)

Figura 3. Trés tipos principais de células T e seus conjuntos distintos de moléculas

efetoras. Fonte: JANEWAY et al., 2007.

1.2 CITOCINAS

As citocinas séo proteinas regulatérias de baixo peso molecular secretada por
células da imunidade natural e adquirida, e medeiam suas fun¢gbes (Dowlati,
Herrmann et al., 2010), além de modular aspectos da inflamacéo vascular, alterar a

proliferacéao e a diferenciacao celular (Curran, Kim et al., 2011; Liao, Lin et al., 2011).
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Elas sé@o conhecidas como as moléculas chave da resposta imune (Khaled, Elkord et
al., 2012).

Estas biomoléculas ativas séo liberadas por varios tipos celulares em
resposta a um estimulo ativador e sdo capazes de induzir respostas por meio da
ligacdo a receptores especificos. Podem atuar de forma autdcrina, agindo sobre as
proprias células produtoras, ou de forma paracrina, agindo sobre as outras células
diferentes das que as produziu. Quando produzidas intensamente, algumas sao
estaveis para agir de maneira enddcrina afetando o comportamento de células
distantes (Franczak, Wojciechowicz et al., 2013; Kerr, Harhen et al., 2013). Além
disso, elas detém propriedades de secrecdo breve e autolimitada, de existéncia de
mecanismos inibidores por feedback, de apresentar acbes pleiotrépicas,
redundantes, sinérgicas, antagonistas e indutoras de cascatas (Arzt, Chesnokova et
al., 2009; Maity, Banerjee et al., 2009). A figura 4 ilustra uma visdo geral da inducéo

e funcdo das citocinas, e a figura 5, as acdes destas biomoléculas.

( Gene da

[ v F
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Figura 4. Visdo geral da inducédo e funcéo das citocinas. Fonte: KINDT et al., 2008.
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Figura 5. Propriedades das citocinas. Fonte: KINDT et al., 2008.

As citocinas podem ser classificadas em mediadoras e reguladoras da
imunidade natural (produzidas principalmente por fagécitos mononucleares) e da
imunidade adquirida (produzidas principalmente por linfécitos T) e estimuladoras da
hematopoiese (produzidas por células do estroma da medula 6ssea, leucécitos e
outras células) (Kole, He et al., 2013). Atualmente, elas tém sido associadas a
quatro tipos de respostas imunes, baseada nas células TCD4+ helper (Th). A

resposta imune Thl produz citocinas pré-inflamatoria (TNF-a), mas principalmente
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Interferon tipo gama (IFN-y); a resposta Th2 é associada principalmente a producgéo
das citocinas IL-4, IL-5 e IL-13, e é caracteristica da alergia mediada por anticorpos
IgE e das doencas parasitarias causadas por helmintos e algumas espécies de
protozodrios; a resposta T regulatéria (T reg) € associada com a producdo das
citocinas TGF-B e IL-10 por células CD4+CD25+ (Choi, Park et al., 2013; Kotecha,
Toledo-Pereyra, 2013; Weng, Pan et al., 2013).

1.2.1 Interleucina- 18 (IL-18)

A IL-18 é uma citocina que faz parte da superfamilia da IL- 1, sendo derivada
de um precursor biologicamente inativo -pré- IL-18, também é conhecida como fator
indutor de Interferon gama e considerada uma citocina proé-inflamatéria de grande
relevancia nas respostas Thl e Th2, dependendo do contexto do meio biolégico
(Dai, Li et al., 2009; Nakanishi, Tsutsui et al., 2010). E sintetizada por diferentes tipos
celulares das linhagens hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas, incluindo
mondcitos/macréfagos, células dendriticas, células de Kupffer, queratindcitos,
osteoblastos, células do cortex adrenal, células do epitélio intestinal, células da
microglia e fibroblastos sinoviais (Mi, Yu et al., 2011).

Seu precursor biologicamente inativo € expresso em sitios de doencas
autoimune, inflamacao crénica, doencas infecciosas e inidmeros canceres (Sun, Xu
et al., 2009; Koutoulaki, Langley et al., 2010). Para que a IL-18 exista na forma ativa,
€ necessaria a clivagem dos pré-dominios amina-terminais da molécula
biologicamente inativa pela caspase-1, que por sua vez, era pro-caspase-1 e sofreu
a acao dos inflamossomos. Esta relacdo do precursor e da IL-18 efetiva esta
esquematizada na figura 6 (Sahoo, Ceballos-Olvera et al., 2011; Van De Veerdonk,
Netea et al., 2011; Xie, Shen et al., 2014).
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ENZIMA CITOCINA COMPLEXO FATORES DE
ROOUTO PROCESSADA ATIVADA RECEPTOR REGULAGAQ
|
L 16R ¢ B ILIBRAP
Pra.L 18 - -89 |
 — e —_— — SGRR

Figura 6. Processamento, receptores e regulacdo da IL-18. Fonte: SIMS & SMITH, 2010
Adaptado.

Essa citocina tem sua resposta iniciada apés a vinculacao inicial da IL-18 com
o IL-18 R (receptores contendo dominios extracelulares de imunoglobulinas e um
receptor na porcao citoplasmatica). Este complexo recruta a proteina acessoria IL-18
RAP para a consequente interacdo com a subunidade secundaria, havendo assim a
formacdo de um complexo de sinalizacdo de alta afinidade recrutando e ativando
proteinas como a MyD88 e IRAK, resultado na ativacdo de NF-kB e MAPKs (He, You
et al., 2012; Hirano, Yoshioka et al., 2012; Ohnishi, Tochio et al., 2012). Esta
ativacdo leva sintese de substancias pro-inflamatérias como IFN- y e NOSi BH
(Kang, Choi et al., 2012; Cift, Uludag et al., 2013). A atividade gerada € regulada por
proteinas solUveis de ligacdo da IL-18 (IL-18 BP) na qual, quando a IL-18 se liga a
IL-18BP nédo consegue interagir com seus receptores IL-18R (Palladino, Salani et al.,
2012). Esta via de sinalizacao do receptor da IL-18 esta esquematizada na figura 7.

A IL-18 possui um papel critico na resposta imune, pois regula moléculas
imunologicas por meio de receptores (Toll-Like), por meio da indu¢édo da producéo
de outras citocinas, tais como a IL-8 e IL-2 (Agaugue, Marcenaro et al., 2008; Li,
Kubo et al., 2010; Vongsakul, Kasisith et al., 2011; Sirota, Walcher et al., 2013). e
age em conjunto com determinadas citocinas modificando o curso da resposta
imunolégica, como acontece com a IL-12, sendo que na presenca desta, a IL-18
estimula a resposta mediada por células Thl, com producédo de INF- y; e na sua
auséncia, a IL-18 estimula uma resposta tipo Th2 (Dai, Li et al., 2009; Kroeger,
Sullivan et al., 2009; Blom, Poulsen, 2012).

Resumidamente, assume-se que as func¢des bioldgicas conhecidas da IL-18
sdo: indugédo da producgéo e secrecdo de INF- vy, inducdo da producdo de IL-12 e
TNF- a, favorecimento da liberagdo de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, devido ao fato de
participar dos dois ramos da resposta imune de células T (Keyel, 2014; Leong,
Chase et al., 2014; Verardi, Legrand et al., 2014).
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Figura 7. Via de sinalizagdo do receptor da IL-18. Fonte: BADIMON, 2012.

1.2.2 Citocinas relacionadas a IL-18

1.2.2.1 Interleucina- 1 (IL-1)

Conhecida como o protétipo das citocinas inflamatérias, a sintese da IL-1 é
estimulada por TNF-a, IFN-a, B e v, lipopolissacarideo (LPS), virus e antigenos
(Sims, Smith, 2010). E composta de trés polipeptidios: interleucina- 1 alfa (IL-1a),
interleucina-1 beta (IL-1B) e antagonista do receptor de IL-1 (IL- 1Ra). Como fontes,
0os mondécitos e macrofagos sdo considerados o0s principais produzindo
principalmente IL-18 (forma neutra), enquanto os queratinécitos produzem IL-1a.

Todavia, outros tipos celulares como as células endoteliais, os miocitos, 0s
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fibroblastos, os linfocitos B e T e as células de Langerhans também podem produzi-
la (Gabay, Lamacchia et al., 2010).

Como principais funcdes a IL-1 apresenta: a estimulacdo de células T CD4+
(que resulta na secrecéo de IL-2 e producédo de receptores para a IL-2), estimulam a
proliferacdo e ativagdo de linfécitos B, de neutrofilos e de mondcitos/macréfagos
levando a um aumento nas atividades quimiotéticas e fagocitarias. Além dessas, a
IL-1 tem a capacidade de estimular a adesao de leucdécitos, aumentam a expressao
das moléculas de adeséo pelas células endoteliais e a atividade de coagulacéo.
Também induz a producdo de proteinas de fase aguda de inflamacdo pelos
hepatdcitos e ainda estimula a hematopoiese (Van De Veerdonk, Netea et al., 2011
Mariathasan et.al., 2006).

1.2.2.2 Interleucina- 12 (IL-12)

E uma citocina pro-inflamatoéria, sintetizada pelas células apresentadoras de
antigeno (APCs), células dendriticas e macrofagos ativados durante um processo
infeccioso e estimula as células NK e as células Thl a produzirem IFN- y, que por
sua vez induz os macréfagos a destruirem os microrganismos (Vignali, Kuchroo,
2012). Ainda, podem estimular a diferenciacédo de linfécitos T CD4+ em Thl quando
atuam em conjunto com IFN- y, e também acentuam as func¢des citotoxicas dos

linfécitos T CD8+ e das células NK ativadas (Pope, Shahrara, 2013).

1.2.2.3 Interferon gama (IFN- 7)

Dentre as citocinas, o IFN-y apresenta um papel crucial, devido ao fato de ser
considerado um potente ativador de macréfagos (Nava, Koch et al., 2010), além
disso, apresenta acdo sobre mecanismos de ativagcdo celular que acarreta uma
producdo maior de TNF-a, incrementando assim a ativagdo macrofagica, resultado

de um mecanismo sinérgico ciclico (Liu, Wang et al., 2011).
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Sua sintese pela IL-12 é realizada por meio das células NK, células TCR

(Receptor de Célula T) a/B duplo negativas, macréfagos e posteriormente pelos

linfécitos T (CD4+ e CD8+) (Fagundes, Costa et al., 2011). Sendo sua producao
regulada pelas citocinas IL-10, IL-4 e o fator transformador de crescimento- (TGF-
B). Como resultado da sua sintese ha a produgao de 6xido nitrico e a diferenciacéo
das células T estimulando a resposta mediada por células Thl(Kushawaha, Gupta et
al., 2011). Em sinergismo com o TNF-a, o IFN-y esta relacionado com a ativacéo de
leucécitos inflamatérios, a estimulacdo de fagdcitos mononucleares para produgéo
de citocinas, a co-estimulacéo dos linfécitos T e com a potenciacdo da lise mediada

por linfocitos T citotoxicos (Antonelli, Ferri et al., 2011).

1.3 POLIMORFISMO E GENE DA IL-18

1.3.1 Origem dos polimorfismos

Ha mais de 40 anos estudos indicam que os fatores do proprio organismo
humano, com foco nos genes, poderiam influenciar na susceptibilidade e na
severidade de infec¢des e por fim, no desfecho de doencas (Stankiewicz, Lupski,
2010; Chapman, Hill, 2012).

Diversos autores revelam que tipos especificos de polimorfismos em diversos
genes de citocinas, principalmente os polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) ou
microssatélites (STRs, do inglés short tandem repeats), quando alocados na regiao
promotora ou em outras regides reguladoras, podem afetar a transcricdo génica e
provocam a variagdes inter-individuais na producéo de citocinas (Mekinian, Tamouza
et al., 2011; Schnuch, Westphal et al., 2011). Este evento permite assim uma
producdo diferencial dessas moléculas, que resulta na flexibilidade e na alta
variabilidade na resposta imunologica (Abolins, Pocock et al., 2011; Turner, Begon et
al., 2011).

Os polimorfismos séo tidos como variagdes na sequéncia de pares de bases

do DNA que faz com que os individuos sejam diferentes entre si, embora cerca de
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99% da informacdo genética ser similares para todos os individuos (Abecasis,
Altshuler et al., 2010; Pang, Macdonald et al.,, 2010). Estima-se que ocorram
variacbes no DNA humano em meédia de 1 a cada 300 a 500 pb, isso significa
aproximadamente 10 milhdes de polimorfismos em 3 bilhdes de pares de base que
compreendem o genoma humano (Feero, Guttmacher et al., 2010; Lander, 2011).
Neste existem diversos tipos de polimorfismos ao qual sdo resultados de variantes
decorrentes de deleces, insercoes, transicdes ou duplicacdes de um par de bases
a centenas ou milhares de pares de base do DNA (Mardis, 2011; Kornman et al.,
1997).

Os polimorfismos conhecidos podem ser agrupados em dois grupos distintos,
os polimorfismos de comprimento e os polimorfismos de sequéncia (Wennersten,
Forsman, 2012). Os primeiros abrangem as chamados regides STR (“Short Tandem
Repeat”’) e as regides VNTR (“Variable Number of Tandem Repeat”’) que se
caracterizam por sequéncia de nucleotideos que se repetem varias vezes e que
variam em numero a cada individuo. Os ultimos sdo constituidos por diferentes
nucleotideos em um determinado local no genoma (Yang, Kang et al., 2013).

O Polimorfismo de Repeticbes em TANDEM (VNTR) referem-se aos
minissatélites que existem por todo o genoma. Estes minissatélites séo regides onde
a mesma sequéncia aparece repetida varias vezes em tandem (uma ao lado da
outra). No caso deste polimorfismo, € o numero de repeticbes em uma dada regiao
que é medida e tida como variacao genética (Gabay, Lamacchia et al., 2010). Além
do polimorfismo em regi6es minissatélites, existem as repeticdes microssatélites
(STRs) que podem ser dinucleotidicas, trinucleotidicas e tetranucleotidicas, estas
sdo conhecidas como repeticbes em tandem curtas. Eles sdo mais abundantes que
os VNTR, mais uniformemente distribuidos no genoma e mais facil de testar no
laboratério (Pope, Shahrara, 2013).

Existe também o Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de Restricao
(RFLP), que sao variacbes na sequéncia de DNA que ocorre em sitios de restricdo
ou de reconhecimento, estes séo clivados por enzimas de restricdo ao reconhecer
uma sequéncia especifica de DNA. Quando ha um polimorfismo dentro do sitio de
restricdo, a enzima néo consegue clivar a sequéncia polimorfica, mas clivara sitios

de restricbes normais que estdo ao lado da seqiiéncia polimérfica, sendo assim, o
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fragmento de DNA que apresenta o polimorfismo serd mais longo comparado a um
fragmento que nao apresenta polimorfismo naquela regido (Vignali, Kuchroo, 2012).

Porém, o tipo de polimorfismo comumente conhecido € o denominado
polimorfismo de um uUnico nucleotideo (SNP) (Cobb, Smeltz, 2012). Este é o mais
estudado pelo fato de ser encontrado em grande numero ao longo do genoma,
sugere-se que exista cerca de 15 milhdes de SNPs com freqiéncia acima de 5%
(Pope, Bhat et al.,, 2014); por constituir a base do fator de risco genético para
doencas (Koch, Nava et al., 2011; Yoda, Miyazawa et al., 2014) e por
corresponderem a aproximadamente 90% das variagdes interindividuais (Nava,
Koch et al., 2010).

As variacfes dos SNPs sdo diferencas nos nucleotideos (A, T,C ou G) no
genoma de uma populacdo (Neufert, Pickert et al., 2010), ou seja, sdo pontos na
sequéncia do genoma em que grande parte da populacdo tem um nucleotideo e
outra parte apresenta outro nucleotideo (Yang, Chan et al., 2009). Essas variacdes
sdo encontradas em seres humanos, com uma incidéncia de 1% de toda a
populacdo (Zaph, Troy et al., 2007) e podem estar presentes tanto em regides
codificantes (éxons) como em regides ndo codificantes (introns), na regido
promotora ou ainda em regides intergénicas sem fungdo conhecida (Thang, Yajima
et al., 2011).

As substituicdbes de par de bases quando ocorre, pode resultar em uma
mudanca na sequéncia de aminoacidos, no entanto devido a dinamica redundante
do cdédigo genético, muitas dessas mutacdes ndo modificam a sequéncia de
aminoéacidos (Zheng, Kim et al., 2014). Estas sdo conhecidas como substituicdes
silenciosas e podem ser divididas em: de transi¢cdo (substituicdo de uma purina por
outra purina) e de transversao (troca de uma purina para uma pirimidina) (Donne,
Rock, 2013; Osdério et. al., 2013). Quando a substituicdo ocasiona a troca de um
aminoacido, as substituicdes sdo tidas como néo silenciosas e podem ser de sentido
trocado (ocorre mudanca em um Unico aminoacido) que resulta na reducdo ou na
perda da atividade biologica da proteina; ou a mutagdo sem sentido, que produz um
dos trés codons de fim no RNA mensageiro, fazendo com que ocorra uma
finalizacdo prematura da cadeia polipeptidica (Anhlan, Hrincius et al., 2012),

provavelmente ndo conservando a atividade biolégica normal da proteina.
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A partir do exposto, apresentam-se os polimorfismos como elementos chave
em pesquisa de genética humana. Sendo assim, quando um determinado genétipo
esta relacionado a uma patogenia, estudos funcionais sdo realizados no intuito de
encontrar a funcdo do polimorfismo na patogénese da doenca. Portanto, os
polimorfismos s&o utilizados como marcadores para localizar genes associados a
doencas em estudos genéticos populacionais de ligacdo e associacdo, a partir de
calculos das frequiéncias alélicas e observacédo da diferenca genotipica entre casos
e controles (Schneider, Schmidtke, 2014). Logo, é sabido que a identificacdo das
relacbes entre SNPs e a patologia da doenca se torna um ponto critico para o
desenvolvimento de medidas preventivas e de novos tratamentos para uma série de
doencas (Hart e Muenke, 2014; Lu et. al., 2013).

1.3.2 IL-18: polimorfismos e conseqliéncias

O lécus do IL-18 esta localizado na regido 11g22.2-g22.3, e pesquisadores
relatam que polimorfismos no gene da IL-18 podem ter associacdo com varias
patogenias relacionadas a infec¢des virais, doencas alérgicas, doencas autoimunes,
doencas inflamatdrias e canceres (Li, Zou et al., 2012; Verma, Sarndahl et al., 2012;
Birbian, Singh et al., 2013; Jiang, Cao et al., 2014), tais como: hepatite C (Yue,
Wang et al., 2013), desenvolvimento e inflamacdo na doenca hepética (Teixeira,
Mendes et al., 2013), hepatite B crénica (Jiang, Cao et al., 2014), infeccdo por virus
da imunodeficiéncia humana (Sobti, Sharma et al.,, 2011), cancer de nasofaringe
(Guo, Xia, 2013), asma brénquica (Kim S-H, 2012), rinite alérgica na asma brénquica
(Imaoka, Takenaka et al., 2013; Wu et. al., 2012), ndo s6 essas, mas também infarto
do miocéardio (Koch, Wolferstetter et al., 2011; Lu et. al.,, 2013) e sindrome
metabdlica (Kim, Lee et al., 2012).

No caso do céancer, a IL-18 promove a expressdao do fator de crescimento
endotelial vascular e a degradacdo da matriz extracelular, a fim de acelerar o
processo de angiogénese do cancer e de migracdo (Liang, Ma et al., 2013; Palma,
Barbieri et al., 2013).

Todas estas patologias estdo relacionadas com a acéo da interleucina 18,

retomada na figura 8.
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Figura 8. Diagrama das func8es bioldgicas da IL-18. Fonte: BADIMON, 2012.

Apesar dos vérios relatos, ainda pouco se conhece sobre os detalhes a
respeito da regulacdo do gene da IL-18, no entanto, é conhecido que sua regido
promotora € composta de cinco posicées de nucleotideos polimorficos individuais,
em que s -137G/C (rs187238) e 607C/A (rs1946518) confirmam impacto sobre a
atividade da IL-18 (Cai, Xiang et al., 2010).

Por exemplo, no caso do -607C/A, a sua importancia é grande devido ao fato
desta variacdo estar localizada na regido de ligacdo de resposta do fator nuclear
AMPc , elemento de ligacdo de proteinas e histonas H4 fator de transcricdo (Pan,
Leng et al.,, 2011). Dados como esse, sdo obtidos a partir de variados estudos
genéticos que comprovam a relagdo de polimorfismos em genes de citocinas e a
suscetibilidade, e o curso de doencas (Ayaz, Celik et al., 2011; SERUGA et. al.,
2008).
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1.4 ACIDENTE VASCULAR

O acidente vascular encefalico (AVE) é uma doenca grave e muito frequiente
em servicos de emergéncia. A Organizacdo Mundial de Saude considera que o AVE
€ a terceira causa de morte mais comum nos paises mais desenvolvidos (Howard,
Kleindorfer et al., 2011; Go, Mozaffarian et al., 2014). Mundialmente, é considerada
uma das maiores causas de morte, sendo a principal no Brasil, e também € a maior
causa de dependéncia funcional no Pais e no mundo (Furukawa, Mathias et al.,
2011).

O AVE se apresenta como a instalacdo de um déficit neuroldgico focal, ndo
convulsivo e repentino, estabelecido por uma lesdo cerebral secundaria e um
mecanismo vascular ndo traumatico (Kernan, Ovbiagele et al., 2014), de maneira
simples, o acidente vascular encefalico € uma doenca neuroldgica causada pela
reducado subita do aporte sanguineo em uma determinada regido cerebral, originado
de uma obstrucdo da uma artéria cerebral ou pelo rompimento de uma artéria
(Jauch, Saver et al., 2013).

Ele pode ser classificado em dois tipos: hemorragico e isquémico. O AVE
hemorragico, em que se tem a ruptura de um vaso intracraniano resultando em
extravasamento do sangue dentro do cérebro (hemorragia intracerebral) ou entre o
cérebro e o cranio (hemorragia subaracnoideia) (Schaefer, 2014). Ao ocorrer a
hemorragia, 0os vasos sanguineos de pequeno calibre tornam-se contraidos
resultando em um aporte sanguineo insuficiente para algumas regides cerebrais.
Além disso, ha a possibilidade do sangue extravasado comprimir as estruturas
nervosas adjacentes (Nouh, Remke et al., 2014).

Por outro lado, no AVE isquémico, ha uma interrupcao do fluxo sanguineo por
embolia ou trombose em uma area especifica do encéfalo. No trombotico, o trombo
(coagulo) é formado no interior de uma das artérias cerebrais, normalmente artérias
estreitadas por aterosclerose, bloqueando o fluxo sanguineo. No embdlico, o Embolo
(coagulo sanguineo, agregados de bactérias e de células inflamatdrias) circula até o
cérebro e bloqueia a artéria. Este coagulo pode ter origem no interior do coragao
devido a uma infecgdo bacteriana nas valvulas do coracdo- endocardite (Overgaard,

2014). Ainda existe 0 que se conhece por Acidentes Isquémicos Transitorios (AIT),
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que é o déficit neuroldgico focal originario de uma instalagéo subita, persistindo por
menos de 24 horas e desaparecendo sem sequelas (Fan, Lin et al., 2014).

Os sinais e sintomas do AVE séo variados e podem estar relacionados a
qualquer tipo de alteracdo neuroldgica em diferentes areas do cérebro que séo
responsaveis por diferentes fungdes, incluindo a sensibilidade, o movimento, a fala,
a viséo, a coordenacao e o equilibrio (Sorita, Ahmed et al., 2014). Em pacientes com
AVE por oclusdo de artérias do sistema carotideo esquerdo apresentam-se as
seguintes caracteristicas: hemianestesias, hemiplegias, hemianopsias e afasias
globais associadas ou ndo a diminuicdo do nivel de consciéncia. J& em pacientes
com AVE por hemorragia cerebral é relatado perda e/ou diminuicdo de nivel de
consciéncia, cefaléia, crises convulsivas e vomitos (hipertensédo intracraniana)
(Athappan, Chacko et al., 2014). O diagnéstico da doencga € baseado na historia
clinica, entretanto para um diagnéstico diferencial utiliza-se a tomografia
computadorizada de cranio (Biesbroek, Niesten et al., 2013).

Quanto a prevencdo, a identificacdo e controle de fatores de risco se
caracterizam como prevencao primaria, e como estratégia de prevencao secundaria
se tem a caracterizacdo de determinantes de recorréncia e mortalidade apds um
evento isquémico (Wagstaff, Overvad et al., 2014). Estudos mostram que a
importdncia da participacdo dos mdultiplos fatores de risco no processo de
desenvolvimento das doencas cardiovasculares € reconhecida e sabe-se que estes
implicam diretamente na génese, progressao e na ocorréncia dos eventos futuros
(Peters, Huxley et al., 2014).

Quanto as taxas de incidéncia de AVE, elas variam completamente de uma
populacdo para a outra, sendo essa heterogeneidade em grande parte devida as
diferencas de prevaléncia de fatores de risco, entdo, como existem popula¢cdes que
apresentam incidéncia mais alta que outras, sugere-se que caracteristicas genéticas
possam ser responsaveis por esse fator (Roger, Go et al., 2011).

Os fatores de risco sdo caracteristicas ou estilo de vida de uma populacéo ou
individuo que indicam uma probabilidade aumentada para AVE quando se compara
a uma populacdo ou individuo sem essas caracteristicas (Thrift, Cadilhac et al.,
2014). Esses fatores podem ser classificados como ndo modificaveis, onde o

principal deles é a idade; e modificaveis, na qual a hipertensdo arterial € conhecida
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como um dos principais fatores (Sundseth, Faiz et al.,, 2014). Na Tabela 1 sdo

mostrados os fatores de risco estabelecidos para AVE.

Tabela 1. Fatores de risco estabelecidos para AVE.

Riscos modificaveis Riscos nao Outros
modificaveis

Hipertens&o Idade Alcool
Diabetes Sexo Infecgéo

Fumo Raca Homocisteina elevada
Fibrilacéo atrial Etnia Processo Inflamatorio
Outras doencas Hereditariedade Anticorpo
cardiacas antifosfolipideo

Hiperlipidemias
Sedentarismo

Estenose carotidea
assintomatica

Ataques isquémicos
transitérios

Fonte: (CHAVES, 2000)

A hipertensdo associada a doenca de pequenas e grandes artérias €
conhecida como o principal fator de risco de AVE (Miller, Kinni et al., 2014). No
Brasil, a hipertensdo arterial € o fator de risco mais importante para doenca
cerebrovascular, onde cerca de 85% dos pacientes com AVE sao portadores
(Lotufo, Bensenor, 2013).

O diabetes é outro fator importante que esta especialmente relacionado ao
infarto cerebral aterotromboembdlico e constitui risco para AVE devido a
mecanismos aterogénicos diretos e pelo fato de interagir com a hipertensdo e
hiperlipidemia (Luitse, Biessels et al., 2012); em diabéticos de ambos 0s sexos, 0

risco de desenvolver um AVE é duas vezes maior (Bruno, Waddell et al., 2010).
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O colesterol pode estar relacionado, sendo que, em baixa concentracdo no
sangue ha risco de hemorragia cerebral e altos niveis predizem infarto cerebral (Kim,
Park et al., 2011; Zhang, Tuomilehto et al., 2012; Wu, Chen et al., 2013). A idade
também é considerada um fator de risco, onde com o passar dos anos a incidéncia
dobra a cada década e aumenta drasticamente ap6s os 55 anos de idade (Giang,
Bjorck et al., 2013; Chrysant, Chrysant, 2014). Quanto a etnia, o AVE atinge todas
as etnias, no entanto ha uma maior incidéncia em individuos com origem hispanicas
e africanas (Koch, Gupta et al., 2013; Wang, Rudd et al., 2013).

O fumo é o segundo fator de risco mais importante para o AVE (Bejot, Jacquin
et al., 2014) e contribui de forma independentemente para a incidéncia de AVE,
sendo este relacionado a hemorragia subaracnoéide, seguido por infarto cerebral (Xu,
Schooling et al., 2013); o tabagismo aumenta de duas a quatro vezes a chance da
ocorréncia de AVE, fator esse relacionado ao género feminino (Sleiman, Zimny et
al., 2013). O alcool quando consumido em excesso predispde o desenvolvimento de
AVE principalmente do tipo hemorragico (lkehara, Iso et al.,, 2013; Rantakomi,
Laukkanen et al., 2013).

Os anticoncepcionais orais estdo relacionados ao AVE isquémico e
hemorragico, principalmente em mulheres fumantes acima dos 35 anos de idade,
nas mulheres com enxaqueca, fumadoras ou com hipertensdo arterial, entretanto
esse risco diminui quando o uso é feito em doses menores (Zakharova, Meyer et al.,
2011). Diante do exposto € necessario salientar que o fumo, assim como uso de
baixas doses de estrégenos como fatores de risco para o AVE ainda séao
controversos na literatura (Ryan, Cole et al., 2014; O’sullivan; Schmitz, 1993).

Dentre os acidentes vasculares cerebrais tratados, ressalta-se o subtipo
subaracnoide, pois é neste que ocorre a ruptura de artéria devido a malformacéo de
artérias (aneurismas) que tornam a parede arterial mais fina, resultando no
rompimento da mesma (Boogaarts, Van Amerongen et al., 2014).

Os aneurismas sdo ditalacbes anormais que ocorrem numa area de
fragilidade da parede de um vaso sanguineo, seja de uma artéria ou uma veia (Jaja,
Cusimano et al., 2013) Estes estdo mais associados a zonas de bifurcacdo ou
juncao de dois vasos, ja que nestes locais se tem um fluxo mais turbulento (Larsen,
Astrup, 2013).
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Geralmente, as paredes das artérias sdo mais resistentes devido ao fato de
apresentarem uma camada muscular, entretanto, nem sempre essa resisténcia é
suficiente para resistir a excessos de tensdes, ocasionando o aneurisma, no qual a
ruptura € responsavel por cerca de 80% dos acidentes vasculares cerebrais. A
maneira como se formam e os fatores que levam a esta ruptura ainda séao
controversos, no entanto envolve fatores tais como: fatores estruturais da parede da
artéria (menor espessura ou falta de uma das camadas); fatores hemodinamicos
(relacdo entre o0 escoamento do sangue e variagdes anatdbmicas das artérias
cerebrais, casos de hipertenséo arterial); e mecanismos de lesdo da parede arterial
relacionados a traumatismos, tumores, infec¢des, abuso de drogas (Adamczyk, He
et al., 2013).

Os aneurismas podem ser classificados a partir da causa da debilidade ou
lesdo da parede arterial que provoca 0 seu aparecimento, na qual quanto a esse
aspecto sao conhecidos: 0s aneurismas arteriosclerdticos (resultado de
complicacbes em casos de aterosclerose avancada), aneurismas congénitos e
aneurismas infecciosos (debilidade da parede arterial por diferentes tipos de
infeccbes, como exemplo se tem a sifilis) (Jaja, Cusimano et al., 2013).

Quanto ao aspecto geométrico: aneurismas saculares (ha a dilatacéo das trés
camadas do setor da parede, apresentando formato de um pequeno saco ou globo;
comum nas zonas de maior curvatura e nas bifurcacdes), aneurismas fusiformes
(dilatam as trés camadas da parede; formato alargado, como de um losango) e
aneurismas dissecantes (formado quando a camada mais interna da parede arterial,
a tunica intima, se afasta da camada média, onde a circulacdo sanguinea infiltra-se
por uma espécie de canal paralelo circulando ao longo do interior da parede arterial)

(Sayama, Macdonald, 2010). A figura 9 ilustra os tipos de aneurisma
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Tipos de Aneurismas

Sacular Fusiforme Disecar

Figura 9. Tipos de Aneurismas.
Fonte: http://www.mmcoakridge.com/HealthLibrary/default.aspx?i
d=1363&sid=8&pTitle=CondASpanish&ContentTypelD=85&ContentiD=P08773

1.4.1 Polimorfismos da IL-18 e distlrbios circulatérios

Estudos demonstram ainda, que héa relacdo do polimorfismo da IL-18 com
doencas do sistema circulatorio, e que as lesdes teciduais sdo causadas pelo
desenvolvimento do processo inflamatério e da morte celular, induzida pela ligacéo
da Fas. Estes relatos descrevem que a IL-18 participa da supressao do miocardio e
também do processo de aterosclerose (Thompson, Sanders et al., 2007; Jefferis,
Papacosta et al., 2011). Sendo que este ultimo desempenha um papel-chave na
ocorréncia de outras doencas cardiovasculares (Hansson, Hermansson, 2011;
Legein, Temmerman et al., 2013).

Este ocorre devido a acdo de macréfagos, células dendriticas, linfécitos T e
mastocitos, que s&o responsaveis pela formacdo de placas aterosclerdticas,
auxiliados pelos hormdnios, quimiocinas, citocinas e fatores de crescimento (Tong,
Geng et al., 2010); contribuindo assim, para o crescimento de lesbes que podem
levar a aterotrombose e doenca isquémica aguda (Zhang, Yu et al., 2010). Outras
complicacBes também existem pelo fato da IL-18 apresentar ligacdo com a secrecao
de IFN- y e de metaloproteinases de matriz (MMPs), que sao fatores associados
com a instabilidade da placa aterosclerética (Opstad, Pettersen et al., 2013). Essa
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instabilidade aumenta o risco de insuficiéncia cardiaca aguda e pode também
conduzir ao desenvolvimento de estenose coronaria (Yamaoka-Tojo, Tojo et al.,
2011; Falk, 1985; Fuster, 1995; Fuster et al., 1992). Por fim, associa¢cfes quanto as
concentracfes plasmaticas sdo estudadas, nas quais, 0 aumento delas esta
associado com a ocorréncia de infarto do miocardio e eventos corondrios agudos
fatais (Lu, Lu et al., 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

O acidente vascular encefalico (AVE) € uma doencga grave e freqiiente em
servicos hospitalares. A Organizacdo Mundial de Saude considera que ela é a
terceira causa de morte mais comum nos paises desenvolvidos (Howard, Kleindorfer
et al.,, 2011; Go, Mozaffarian et al.,, 2014), e no Brasil, € uma causa de grande
destaque (Furukawa, Mathias et al., 2011).

Sua ocorréncia esta relacionada a fatores de risco tanto modificaveis quanto
nao modificaveis, onde os principais sdo hipertensdo e a idade, respectivamente
(Sundseth, Faiz et al., 2014). Estes se devem a rupturas de vasos (Nouh, Remke et
al.,, 2014) e/ ou a interrupcdo do fluxo sanguineo por embolia ou trombose
(Overgaard, 2014). Desta forma, o foco do presente estudo se encontra na causa da
doenca por ruptura de vasos, conhecida como AVE do tipo hemorragico, com foco
no subtipo intracerebral (Boogaarts, Van Amerongen et al., 2014).

Neste contexto, com a finalidade de descobrir novas origens da doenca,
principalmente em relacdo a genética humana, estudos sobre polimorfismos séo
realizados, pois 0s mesmos sao utilizados como marcadores para localizar genes
associados a doencas em estudos genéticos populacionais (Schneider, Schmidtke,
2014). Sendo assim, pesquisas demonstram a associagédo do polimorfismo da IL-18
com varias patogenias relacionadas a infeccdes virais, doencas alérgicas, doencas
autoimunes, doencas inflamatorias, canceres (Li, Zou et al., 2012; Verma, Sarndahl
et al., 2012; Birbian, Singh et al., 2013; Jiang, Cao et al., 2014), inclusive doencas
circulatorias, na qual confirmam que a aterosclerose desempenha um papel-chave
na ocorréncia de outras doencas cardiovasculares (Hansson, Hermansson, 2011;
Legein, Temmerman et al., 2013).

Portanto, o presente trabalho objetiva avaliar a associacdo do polimorfismo da
interleucina-18 ao AVE hemorragico e ao aneurisma intracerebral, contribuindo com
informagdes para o desenvolvimento de medidas preventivas e de novos

tratamentos para a doen(;a.




24
Objetivos

3 OBJETIVOS

3.1.

3.2.
3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

Objetivo geral: Identificar polimorfismos no gene da IL-18 e sua possivel
associacdo com acidente vascular encefalico hemorragico e ao aneurisma

intracerebral.

Objetivos Especificos:

Identificar a frequéncia do polimorfismo na regido promotora -607 em
individuos portadores de acidente vascular encefalico hemorragico e/ou
aneurisma intracerebral atendidos por um hospital do Distrito Federal- Brasil;
Comparar estas frequéncias génicas com aquelas observadas em individuos
ndo portadores de doencas crbnicas, habitantes da mesma regido, e
promover, desta forma, um estudo de caso-controle;

Investigar aspectos epidemioldgicos e clinicos dos pacientes portadores da
patologia e compara-los com individuos do grupo controle, quando for o caso.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aprovacdo em comité de ética de pesquisa e ficha de avaliagéo clinica

Apoés a aprovacao do projeto (ANEXO A), dados pessoais dos participantes
da pesquisa foram obtidos através de preenchimento de uma ficha de identificacéo
especifica (ANEXO B). Esta ficha continha descrevia as seguintes variaveis: ldade,
Sexo, Cor, estado civil, data do registro da patologia estudada, presenca de
hipertensdo arterial, diabetes, tabagismo, etilismo. Parametros bioquimicos e
celulares foram anotados, como uréia, creatinina e plaquetas. Foram armazenados
também a informac@o sobre a escala de Glasgow, Escala de Rankin, Escala de
NIHSS, indice de Bartel, ICH. Além disto, a investigacdo por neuroimagem da por
tomografia e angiografia também foram adquiridas dos prontuarios, sendo que a
angiografia pode ser util para investigar as causas vasculares.

E importante relatar uma explicacdo sobre as escalas. Na emergéncia, a
avaliacdo neuroldgica deve abranger principalmente a gravidade do AVE, o seu tipo
e sua localizacdo, dado que exames neuroldgicos extensos sdo inexequiveis.

A escala de Rankin (ERm) é um instrumento de mensuracao da incapacidade
(disability) que tem sido amplamente utilizado na avaliagdo da recuperagéo
neurolégica e como end-point primario (prognéstico) em estudos clinicos para o
tratamento do AVE (acidente vascular encefalico). A versdo atual da escala
modificada de Rankin consiste de 6 categorias que vao do 0 a 5, sendo que,
eventualmente, agrega-se o escore 6 (6bito) em estudos clinicos. Basicamente a
escala avalia a capacidade do individuo em realizar as atividades de vida diaria. A
escala é essencialmente baseada na incapacidade global (em particular a
incapacidade fisica) e na necessidade de assisténcia para realizar atividades
instrumentais e basicas da vida diaria com énfase no comprometimento motor. Ela
pode ser aplicada por qualquer profissional da area da saude, possuindo moderada
confiabilidade entre observadores (Bruno, Switzer, 2013). Na figura 10, tem-se a

graduacéo da respectiva escala.




26
Metodologia

Score Classificagao Descrigao
0 Assintomatico . Regressao dos sintomas.
Capaz de realizar suas tarefas e

1 Sintomas sem incapacidade. atividades habituais prévias.
Incapaz de realizar todas suas
atividades habituais prévias, mas

capaz de realizar suas necessidades
2 Incapacidade leve. pessoais sem ajuda.

Requer alguma ajuda para as suas
atividades, mas é capaz de andar sem
3 Incapacidade moderada. ajuda de outra pessoa.

Incapacidade de andar sem ajuda,
incapacidade de realizar suas

4 Incapacidade moderada a grave. |atividades sem ajuda.
Limitado a cama, incontinéncia,

requer cuidados de enfermeiros e
5 Incapacidade grave . atengao constante.
6 Obito.

Figura 10. Escala de avaliagdo funcional p6s-AVC - Escala de Rankin modificada.
Fonte: http://lwww.einstein.br/Hospital/neurologia/indicadores/Paginas/
escala-modificada-de-rankin.aspx

O indice de Barthel (IB) € uma escala de incapacidade (Disability) que
mensura 10 aspectos basicos da atividade diaria relacionados a mobilidade e aos
cuidados pessoais, tais como: alimentacéo, higiene pessoal, controle dos esfincteres
vesical e intestinal, independéncia no banheiro, transferéncia da cadeira, marcha e
capacidade para subir escadas. Tem sido bastante utilizada como medida de
prognostico p6s-AVE, porém também é utilizada para avaliacdo de outras desordens
neurolégicas. O escore normal € de 100 (maximo), com pontuacdes indicando o
grau de dependéncia sendo que abaixo de 50 significa dependéncia. (Cioncoloni,
Piu et al., 2012).

O IB pode ser avaliado de duas maneiras: (a) Quanto a classificagdo
prognoéstica - Grupo I: 0 a 45 pontos= incapacidade severa; Grupo Il: 50 a 70
pontos=moderada; Grupo Ill: 75 a 95 pontos=leve e Grupo IV:
100pontos=independéncia funcional; (b) Quanto a agrupamentos funcionais - Grupo
A: auto-cuidados (itens 1 a 7: alimentag&do, banho, apresentacdo pessoal, vestir,
cuidados com intestinos e bexiga, e uso do banheiro) e Grupo B: mobilidade (itens 8
a 10: deambulacéo, transferéncia do leito para cadeira e subir escadas).
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A National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) é uma escala padréo,
validada, e quantitativa da severidade e magnitude do déficit neurolégico apos o
AVE e deve ser realizada antes de eventual terapia fibrinolitica. Esta escala baseia-
se em 11 itens do exame neurologico que sdo comumente afetados pelo AVE,
sendo eles: nivel de consciéncia, desvio ocular, paresia facial, linguagem, fala,
negligéncia/extingdo, funcdo motora e sensitiva dos membros e ataxia. Ela foi
desenvolvida para ser aplicada rapidamente (5 — 8 minutos), no contexto do
tratamento de pacientes com AVC agudo. A NIHSS pode ter sua pontuacéo variando
de O (sem evidéncia de déficit neuroldgico pela esfera testada na escala) a 42
(paciente em coma e irresponsivo) . Dos 42 possiveis pontos na NIHSS, 7 pontos
sao diretamente relacionados com a linguagem (orientacdo 2,comandos 2, afasia 3)
e somente 2 pontos relativos a negligéncia (Martin-Schild, Albright et al., 2011).

A escala de AVE do NIH auxilia no seguimento neurolégico e na decisédo
terapéutica: pacientes com menos de 4 pontos tém déficits leves (ou em melhora),
ndo sendo candidatos a terapia com ativador de plasminogénio tissular
recombinante (rtPA) (excecdo: afasia grave isolada ou hemianopsia completa) e
pacientes com mais de 22 pontos tém um alto risco de desenvolver hemorragia
sintoméatica, requerendo avaliacdo caso a caso. Apesar de criticas ao seu uso,
sugere-se também a utilizacdo da escala de coma de Glasgow para auxilio no
segmento do exame neurolégico (Kwah, Diong, 2014).

A escala de coma de Glasgow (ECG) € uma escala neurolégica que
representa um método confidvel para registrar o nivel de consciéncia de um
individuo, com intuito da avaliacao inicial e continua apds um traumatismo craniano.
Seu valor também é utilizado no progndstico do paciente e é de grande utilidade na
previsdo de seqglelas casuais. Inicialmente usado para avaliar o nivel de consciéncia
depois de trauma encefélico, a escala €é atualmente aplicada a diversas
circunstancias (Barlow, 2012). A interpretacdo desta escala esta aqui descrita: 3 =
Coma profundo; (85% de probabilidade de morte); 4 = Coma profundo; 7 = Coma
intermediéario; 11 = Coma superficial; 15 = Normalidade.

As escalas para analise de hemorragia intracerebral espontanea objetivam o
entendimento fisiopatoldgico da doenga, e determinam a mortalidade e dependéncia
funcional. Modelos matematicos utilizando regressao logistica identificam variaveis

clinicas e tomograficas. As associa¢gbes destas variaveis tornam-se ferramentas



http://pt.wikipedia.org/wiki/Coma
http://pt.wikipedia.org/wiki/Escala
http://pt.wikipedia.org/wiki/Neurologia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Consci%C3%AAncia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Trauma
http://pt.wikipedia.org/wiki/Progn%C3%B3stico
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Trauma_encef%C3%A1lico&action=edit&redlink=1
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Uteis nas unidades de emergéncia para uma compreensédo global de um paciente
portador de doenca cerebrovascular. Em 2001, foi proposta a escala "ICH Score"
gue associa variaveis clinicas e tomograficas. Esta escala apresenta acuracia na
determinacdo da mortalidade como do bom prognéstico funcional. A pontuacdo é
determinada por cinco componentes relacionados ao resultado apdés hemorragia
intracerebral espontanea (SICH): Escala de Glasgow Outcome (GOS), volume ICH,
presenca de hemorragia intraventricular, origem infratentoriais e idade. A pontuacao
total ICH é a soma desses pontos, que variam de zero a seis, sendo que um escore

de 6 indica alto risco de mortalidade (Wang, Lu et al., 2013)

4.2 Coleta de material para analise de Patologia Molecular clinica

O unico procedimento a que os participantes foram submetidos foi a coleta de
aproximadamente 10 mL de sangue por meio de puncdo de veia periférica, com
material novo e descartavel. A coleta de sangue foi realizada pela enfermeira chefe
do setor de Neurocirurgia do Hospital de Base de Brasilia, Hélia Sousa, responsavel
pelo projeto de pesquisa.

O material biolégico (sangue) dos participantes foi levado ao Laboratério de
Biologia Molecular do Centro de Bioprospeccdo e Neurociéncias (Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia), onde foi estocado sob a guarda da
Profa. Dra. Marcia Renata Mortari para realizacdo da extracdo do DNA das amostras
e 0s exames para verificacdo dos polimorfismos genéticos, também foi fracionado
com o Laboratério de Analises Clinicas da FCE sob supervisdo da professora Dra
Izabel Cristina Rodrigues da Silva.

4.3 Participantes da pesquisa

Os patrticipantes da pesquisa foram divididos em grupo caso e grupo controle.

O grupo caso teve como critérios de inclusdo pacientes de ambos os sexos, idade
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maior que 18 anos, com diagnostico de AVEH (n = 11) e aneurisma intracerebral (n
= 10) e de ambas patologias (n=5). Os critérios de exclusdo foram menores de 18
anos, individuos que ndo apresentaram diagndstico de AVEH e/ou aneurisma
intracerebral, individuos que ndo desejaram participar da pesquisa ou
representantes legais que ndo consentiram em participar.

O grupo controle teve como critérios de inclusao individuos (n = 26) de ambos
0s sexos, idade maior que 18 anos, sem AVEH e aneurisma intracerebral, ndo
aparentados dos pacientes do grupo caso. Os critérios de exclusdo foram individuos
menores de 18 anos, parentes de individuos com AVEH e/ou aneurisma
intracerebral, individuos que ndo desejaram participar da pesquisa.

4.4 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os
participantes do presente estudo caso tenham condi¢cdes de compreender e assinar
o TCLE Se os pacientes ndo apresentaram condicdes clinicas devido a sua
patologia, foi solicitado o TCLE do responséavel legal dos pacientes. Foi também
obtido um TCLE de individuos sem as patologias a serem estudadas, que fardo
parte do grupo controle (Anexo C).

Antes da coleta do material, ocorreram esclarecimentos sobre o significado e
0 possivel uso dos resultados previstos. Aos sujeitos de pesquisa foi oferecida a
opcdo de escolher entre serem informados ou ndo sobre resultados de seus

exames.

45 Termo de Guarda de Material Bioldgico

O Termo de Guarda de Material Biologico foi obtido de todos os participantes

do presente estudo (Anexo D).
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Aos sujeitos de pesquisa foi dada a possibilidade de autorizar ou néo o
armazenamento de dados e materiais biol6gicos coletados no ambito da pesquisa.
Todo individuo terd acesso a seus dados genéticos, assim como tera o direito de

retird-los do banco onde se encontram armazenados, a qualquer momento

4.6 Procedimentos técnicos e laboratoriais

4.6.1 Extracdo de DNA

O DNA foi extraido de sangue periférico com uso do kit Invisorb Spin Blood
Mini Kit (250) da empresa Invitek (catalogo #CA10-0005, lote #1031100300). A
concentracdo de DNA foi determinada em corrida eletroforética em gel de agarose a

1%, corado com brometo de etideo. O rendimento médio alcancado foi de 20 ng/uL.

4.6.2 PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase) Qualitativo

As sequéncias de oligonucleotideos utilizadas para avaliar o polimorfismo IL-18
A/C (rs549908/ rs1946518, trata-se de um SNP) foram (fabricante: IDT
Technologies):
Senso 5’-TGT-TTA-TTG-TAG-AAA-ACC-TGG-AAT-T-3
Antisenso 5’-CCT-CTA-CAG-TCA-GAA-TCA-GT-3’

As condicbes de termociclagem foram 95°C por 10 minutos (denaturacao
inicial), seguida por 40 ciclos de desnaturagdgo a 95°C por 30 segundos,
acompanhada de 50°C por 60 segundos, para o0 anelamento dos oligonucleotideos e
72°C por 60 segundos para a extensdo dos fragmentos. A extensdo final foi
realizada a 72°C por 10 minutos. O equipamento utilizado foi termociclador Techne
modelo TC-512.
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Em cada reacgéo, foram utilizados 4,0 pL de DNA gendémico na concentragao
de 2,5 ng/uL; 2,5uL de tampéo 10x (10mM de Tris e 50mM de KCI); 0,5 pL de MgClI2
(Fermentas), 0,5 pL de dNTPs (2,5mM; LGC); 0,5 pL de Tag-Polimerase
(Fermentas, 5U/uL); 1,5uL de cada oligonucleotideo foward e reverse (10uM);
completando com agua Milli-Q para um volume final de 25 pL por reagéo.

O produto desta PCR é um fragmento de 148 pb.

4.6.3 Digestao enzimatica

A digestdo enzimatica foi realizada com uso de enzimas de restricao
(endonucleases de restric&o).

O produto da PCR foi digerido com a enzima Taq | (New England Biolabs, Inc.
Beverly, MA, USA). O alelo 1 (C) cria um novo sitio de restricdo, e o fragmento de
148 pb é clivado em dois de 123 pb e 25 pb; e o alelo 2 (A) ndo é clivado pela
enzima, e assim, o polimorfismo foi dividido em genétipo de clivagem (CC),
heterozigoto (AC) e gendtipo de néo clivagem (AA). Para montagem do sistema de
digestado foram utilizados: 10,0 yL da PCR; 2,0uL de tampé&o 10x NEB4 (Biolabs®); 1
uL de enzima Taq | (10U/uL, Biolabs®), completando com &gua Milli-Q para um
volume final de 20 pL por reacdo. O sistema foi mantido a 65°C por 3 horas.

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

minutos.
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Figura 11. Esquema do resultado da digestdo enzimética.

4.7 Anédlise estatistica

4.7.1 Estimativa das frequéncias genotipicas

As frequiéncias genotipicas foram estimadas por contagem direta, por meio do
programa SPSS versao 20.0. Para comparacao das distribuicdes das frequéncias foi
aplicado o teste do qui-quadrado e ANOVA com pés teste de Tukey, de forma a
detectar possiveis associacfes dos genétipos entre os 2 grupos avaliados (caso e
controle). Foram consideradas associa¢cées com probabilidades menores que 5%
(P<0,05).

4.7.2 Andlise dos dados dos sujeitos de pesquisa.

Também foram estimadas as frequéncias de caracteristicas dos sujeitos de

pesquisa, a saber: sexo, tabagismo, etilismo, presenca de hipertenséo arterial
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(HAS), e diabetes; por outro lado, as variaveis quantitativas idade e glicemia foram
descrita em termos de suas estatisticas-resumo (média e erro padréo).

Além disto, caracteristicas clinicas do grupo controle foram descritas
estatisticamente, tais como: as escalas de Glasgow, Rankin e NIHSS; o indice de
Bartel; e exames laboratoriais tais como 0s exames bioquimicos, tomografia e
angiografia.

Para todas estas variaveis, a comparacao das distribuicdes das frequiéncias
foi aplicado o teste do qui-quadrado e ANOVA com pos teste de Tukey, Foram

consideradas associagcdes com probabilidades menores que 5% (P<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas dos sujeitos

Na tabela 2 estdo descritas caracteristicas dos sujeitos de pesquisa
analisados conforme o grupo. Foi observado que, em relacdo ao sexo, 12 sujeitos do
grupo controle (46,2%) eram homens, e que esta distribuicdo percentual ndo era
diferente estatisticamente (P = 0,984) dos demais grupos: AVEH (45,5%), Aneurisma
(40,0%) e AVEH-aneurisma (50%). A diferenca estatistica ndo foi observada
também na distribuicdo da presenca de diabetes (apenas um individuo — 10,0% -
com aneurisma era portador da doenca crénica, P = 0,233); do habito de fumar
(23,1% do grupo controle; 36,4% do grupo AVEH; 40,0% do grupo aneurisma e
66,74% do grupo AVE-H aneurisma; P = 0,410); e da ingestédo de bebidas alcodlicas
(15,4%; 45,5%; 10,0% e 33,3%; respectivamente, P= 0,253). Porém, a presenca de
hipertenséo arterial (HAS) era a diferenca marcante entre 0os grupos, sendo apenas
11,5% dos sujeitos do grupo controle eram portadores desta caracteristica, contra
83,3 % dos sujeitos com AVEH e 100% dos sujeitos pertencentes aos demais
grupos (P = 0,000).

Para a andlise das caracteristicas quantitativas dos sujeitos, construiu-se a
tabela 3. Foi observada uma diferenga significante na proporcéo de individuos com
relacdo a idade (P =0,008), sendo que o0s sujeitos do grupo controle e AVEH
apresentavam, em média, a mesma idade, e eram um grupo com individuos com
idade superior daqueles portadores de Aneurisma ou de ambas as patologias
estudadas. No entanto, todos os grupos ndo se diferenciaram quanto a glicemia
meédia (P = 0,056).

Tabela 2- Distribuicdo da frequéncia e da porcentagem dos grupos estudados
(controle, AVEH, aneurisma, AVEH- aneurisma) segundo o sexo, presenca de HAS
e diabetes, tabagismo e etilismo.
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Grupo
AVEH-
Controle AVEH Aneurisma aneurisma
N % N % N % N % P
Sexo Masculino 12 46,2 5 455 4 40 2 50
0,984
Feminino 14 53,8 6 54,5 6 60 2 50
HAS Nao 23 885 1 16,7 0 0 0 0 0,000*
Sim 3 115 5 833 4 100 2 100
Diabetes Nao 26 100 11 100 9 90 5 100 0,233
Sim 0 0 0 0 1 10 0 0
Tabagismo Nao 16 615 7 63,6 6 60 1 33,3 0,410
Sim 6 23,1 4 364 4 40 2 66,7
Ex- 4 154 O 0 0 0 0 0
Fumante
Etilismo Nao 19 73,1 6 545 9 90 2 66,7 0,253

Sim 4 154 5 455 1 10 1 33,3
Ex-Etilista 3 115 O 0 0 0 0 0
*diferenca estatistica (P<0,005)

Tabela 3: Estatisticas-resumo (média e erro padrdo) da idade e glicemia dos grupos

controle, AVEH, aneurisma e AVEH-aneurisma.

Grupo
AVEH-
Controle AVEH Aneurisma Aneurisma
Erro Erro Erro Erro
Média padrdo Média padrdo Média padrdo Média padrdo P
Idade 56* 1 59* 3 49 3 49 1 0,008*
Glicemia 97 15 116 11 119 9 111 17 0,056

*diferenca estatistica

Na tabela 4, avalia-se a diferenca na propor¢cdo de individuos nas escalas:
Glasgow, Rankin, NIHSS, Barthel e ICH. Também se verifica tomografia e
angiografia. Ndo foi observada diferenca na propor¢cdo de individuos entre o0s
grupos. Em relacdo as escalas, foi possivel verificar que a maioria dos individuos foi
considerada em normalidade, conforme a escala de Glasgow (sendo que apenas um
individuo com AVE apresentava coma intermediario, e outros dois com AVE e com
AVE- aneurisma apresentavam coma superficial; quanto a avaliagdo funcional, em
conformidade com a escala de Rankin, observou-se que mais da metade dos

individuos em cada grupo, apresentavam, no maximo uma incapacidade leve,
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sendo, portanto, capazes de realizar suas necessidades especiais. Porém, pelo
indice de Barthel, para os grupos AVEH e AVEH- aneurisma, mais de 70% dos
individuos apresentou incapacidade severa para realizar aspectos basicos da
atividade diaria relacionada a mobilidade e aos cuidados pessoais. No entanto, pela
avaliacdo na escala NIHSS, independente do grupo caso, 50% ou mais
apresentavam menos de 4 pontos, ou seja, déficits neurolégicos leves ou melhoras
apos AVE. Quanto aos exames de neuroimagem, ha uma ampla variedade de
diagnosticos descritos, sendo digno de nota a auséncia de resultados de angiografia
para o grupo AVEH (81,8%).

Com relacdo aos parametros bioquimicos e celulares, a tabela 5 avalia a
diferenca média de individuos dos grupos caso quanto a glicose, creatinina e

plaguetas. Quanto a creatinina ha uma diferenca significante, ja que P<0,05.
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Tabela 4- Distribuicdo das caracteristicas clinicas (escala de Glasgow, NIHSS,

Barthel, ICH, tomografia e angiografia nos individuos pertencentes aos grupo caso

(AVEH, Aneurisma e AVEH-aneurisma).

Grupo
AVEH-
AVEH Aneurisma aneurisma
Caracteristicas clinicas N % N % N % P
Escala de 8 1 1,6 0 0,0 0 0,0
Glasgow 0,240
12 1 14,3 0 0,0 0 0,0
13 0 0,0 0 0,0 1 33,3
15 5 71,4 7 100,0 2 66,7
Escala de 0 2 18,2 1 10,0 1 25,0 0,348
Rankin
1 4 36,4 8 80,0 2 50,0
2 1 9,1 0 0,0 0 0,0
3 0 0,0 1 10,0 0 0,0
4 1 9,1 0 0,0 1 25,0
5 3 27,3 0 0,0 0 0,0
Escala NIHSS 0 3 30,0 3 30,0 2 50,0 0,674
1 0 0,0 1 10,0 0 0,0
2 0 0,0 2 20,0 0 0,0
3 1 10,0 1 10,0 0 0,0
4 1 10,0 1 10,0 1 25,0
6 0 0,0 1 10,0 0 0,0
9 1 10,0 0 0,0 0 0,0
11 1 10,0 0 0,0 0 0,0
14 0 0,0 1 10,0 0 0,0
18 1 10,0 0 0,0 0 0,0
20 1 10,0 0 0,0 0 0,0
29 0 0,0 0 0,0 1 25,0
34 1 10,0 0 0,0 0 0,0
indice de 0 2 20,0 1 10,0 1 25,0 0,622
Barthel
10 1 10,0 0 0,0 0 0,0
15 1 10,0 0 0,0 0 0,0
20 1 10,0 0 0,0 0 0,0
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25 10,0 0,0 0,0

30 0,0 10,0 0,0

35 10,0 20,0 25,0

40 10,0 0,0 25,0

65 0,0 0,0 25,0

70 10,0 0,0 0,0

80 10,0 20,0 0,0

90 0,0 10,0 0,0

95 0,0 20,0 0,0

105 0,0 10,0 0,0

ICH 0 0,0 60,0 0,0 0,191

1 0,0 0,0 50,0

2 0,0 20,0 0,0

3 100,0 20,0 0,0

4 0,0 0,0 50,0

Tomografia sem informacéo 0,0 60,0 20,0 0,141
ACM 0,0 10,0 0,0
Angioma cavernoso fronto 0,0 10,0 0,0
parietal direito

Clipagem de Aneurisma com 0,0 10,0 0,0
infeccdo pods cirurgia

_ Hemato_ma 9,1 10,0 0,0
intraparenquimatoso

temporal (E)
Hemorragia subaracndide 18,2 0,0 0,0
Hemorragia subaracnoide 9,1 0,0 0,0
difusa

Hemorragia talamica com 91 0,0 0,0
inundacéo ventricular

Leséo expansiva em angulo 91 0,0 0,0

ponto
Leséo expansiva fronto 91 0,0 0,0
basal (E)
nucleo da base 9,1 0,0 0,0
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Angiografia sem informacéo 9 81,8 2 20,0 1 20,0
0,107
AC.E 0 0,0 1 10,0 0 0,0
ACM. D 0 0,0 2 20,0 0 0,0
Aneurisma arteria cerebral 0 0,0 1 10,0 0 0,0

média direita

Aneurisma bilateral em 0 0,0 0 0,0 1 20,0

artéria cerebral

Aneurisma de arteria 0 0,0 1 10,0 0 0,0
cerebral D/E

Aneurisma de artéria 0 0,0 1 10,0 0 0,0
oftalmica

Aneurisma de Scop E 0 0,0 1 10,0 0 0,0

Aneurisma de segmento 0 0,0 0 0,0 1 20,0

oftalmico direito

Aneurisma venoso 0 0,0 1 10,0 0 0,0
Cerebral anterior 0 0,0 0 0,0 1 20,0
Cerebral posterior 0 0,0 0 0,0 1 20,0
Les&o expansiva com sinal 1 9,1 0 0,0 0 0,0
heterogéneo
Pericalosa a direita 1 9,1 0 0,0 0 0,0

Tabela 5- Estatisticas-resumo (média, erro padrdo e mediana) da glicemia,

creatinina e plaquetas dos grupos AVEH, aneurisma e AVEH-aneurisma.

Grupo
AVEH Aneurisma AVEH-aneurisma
erro erro erro
média padrdo mediana Média padrdo mediana média padrdo mediana P
Glicemia 116 11 107 119 9 111 111 17 99
0,503

Creatinina 0,77 0,07 0,80 0,89 0,07 0,85 0,70 0,04 0,70 0.002*
Plaguetas 274 40 268 345 29 346 287 39 260 0,260

*diferenca estatistica
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5.2 Anélise do polimorfismo -607 C/A naregido promotora do gene da IL-18

As frequéncias genotipicas estdo apresentadas na tabela 6. Foi observado
em relacdo genotipo CC, 5 sujeitos do grupo controle (19,2%), 4 do grupo (40%)0
AVEH (36,4%), 4 do grupo aneurisma (40%) e dois sujeitos com ambas patologias .

Essa distribuicdo néo foi estatisticamente relevante (P = 0471).

Tabela 6: Distribuicdo das frequéncias genotipicas do polimorfismo -607 C/A do
gene IL-18 nos diferentes grupos (controle, AVEH, aneurisma ou AVEH-aneurisma).

Grupo
Controle AVEH Aneurisma AVEH-aneurisma
-607C/A N % N % N % N % P
CcC 5 19,2 4 36,4 4 40,0 2 40,0
0,471
CA 13 50,0 6 54,5 5 50,0 3 60,0
AA 8 30,8 1 9,1 1 10,0 0 0,0

A tabela 7 avalia as frequéncias e genotipicas do grupo controle e do grupo
caso em que se enquadram pacientes com AVEH e/ou aneurisma. Nao houve

diferenca na proporcéo de individuos entre 0s grupos.

Tabela 7: Distribuicdo das frequéncias genotipicas do polimorfismo -607 C/A do

gene IL-18 nos diferentes grupos (controle, AVEH, aneurisma ou AVEH-aneurisma).

Grupo
Controle Caso (AVEH e/ou aneurisma)
607 C/A N % N % P
cC 5 19,2 10 38,5
0,071
CA 13 50,0 14 53,8

AA 8 30,8 2 7,7
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6 DISCUSSAO

Os polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs) sdo comuns entre 0s seres
humanos, com uma incidéncia de 1% na populacéo. Estas variantes genéticas séo
influenciadas por muitos fatores, dentre eles, a etnia e meio ambiente (Luan, Zuo et
al., 2013). A identificacdo de associacbes entre SNPs e a presenca de patologia é
critica para o desenvolvimento de novos tratamentos e como medida de prevencéao
(identificacdo de fator de risco genético) para uma série de doencas que acometem
os humanos (Chen, Schwender et al., 2011).

A contribuicdo dos SNPs nas variacOes da expressao da proteina IL-18 e sua
atividade como citocina inflamatéria € um marco para a compreensao das patologias
relacionadas a funcdo imune. Muitos estudos tém clonado e analisado os efeitos da
regido promotora do gene da IL-18 para caracterizar sua expressao génica e
regulacdo. Por meio de uma série de analises, muitos SNPs foram identificados na
regido promotora do gene IL-18, a citar: regido -137, -607 e -605.

O SNP -607 C/A (rs19465180) estd localizada na regido de ligacdo de
resposta do fator nuclear AMPc , elemento de ligacdo de proteinas e histonas H4
fator de transcricdo (Pan, Leng et al., 2011). Esta variante afeta as funcdes
bioldgicas da IL-18, e por isso, esta regido génica é uma das mais estudadas
guando o interesse é investigar polimorfismos no gene da IL-18. Estudos recentes
sobre a influéncia deste polimorfismo genético analisou associa¢cdo entre a variacao
e 0 surgimento de doencas alérgicas, infec¢des virais, doengas autoimunes e
canceres (Huang, Xu et al., 2010; lzakovicova Holla, Hrdlickova et al., 2010;
Palomino-Morales, Vazquez-Rodriguez et al., 2010). Os resultados indicam que a
variante -607 C/A (rs19465180) est4 associada a presenca de asma alérgica, rinite
alérgica, cancer nasofaringeo, hepatite B cronica, infeccdo pelo HIV e outras
doencas (Taheri, Hashemi-Shahri et al., 2012; Li, Wu et al., 2014; Yamada, Aoyama-
Ishikawa et al., 2014).

No tocante a ao acidente encefalico isquémico, foi associado que o paciente
que possui o alelo C tem risco aumentado de desenvolver a patologia em 1,6 vezes,
e a explicacdo possivel disto foi devido ao fato do alelo C conferir um aumento da

expressdo da citocina IL-18 (Lu, J. X., Lu, Z. Q. et al., 2013). Estes referidos
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pacientes eram de uma regido do norte da China, e foram investigados, ao todo, 386
individuos no grupo caso. No presente estudo, apesar do foco ter sido aneurisma e
acidente encefalico hemorragico, teve-se uma amostra de tamanho pequeno (n=26),
oriunda de uma populacdo extremamente miscigenada, que é a populacdo
brasileira, em que as flutuacbes génicas sdo marcadamente maiores que um grupo
especifico chinés; portanto, isto poderia explicar a inexisténcia de associagdo do
polimorfismo com a presenca da patologia, no estudo atual.

Quanto aos aspectos clinicos e epidemiolégicos, é importante ressaltar
pontos encontrados neste trabalho. Por exemplo, o sexo masculino tem sido
considerado um fator de risco para o AVE, no entanto, por conta da maior
expectativa de vida do sexo feminino, as mulheres tém sofrido maior risco,
principalmente na oitava década de vida (Gibson, 2013; Arboix, Blanco-Rojas et al.,
2014). Estima-se que para o ano de 2050, 60% dos AVEs serdo em mulheres.
Contudo, no presente estudo nédo houve diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao sexo, assim como em alguns estudos. Conforme um estudo realizado no
Congo, ndo houve diferenca estatistica entre a incidéncia de AVE em homens e
mulheres na cidade de Brazzvile (Ossou-Nguiet, Gombet et al., 2014).

No presente estudo, o tabagismo e etilismo n&o tiveram frequéncias
diferenciadas entre os grupos. Porém, um estudo em mulheres japonesas mostrou
gue o consumo exagerado do alcool esta associado com a incidéncia de AVEH e
aneurisma intracerebral (Ikehara, Iso et al., 2013). Autores observaram a importancia
de fatores ambientais e de estilo de vida como contribuintes para ocorréncia de tais
patologias. Além disto, o tabagismo é tdo severo nesta contribuicdo para AVE, que
estudos mostram que os fumantes passivos tém risco aumentado para esta doenca
(Oono, Mackay et al., 2011).

Atualmente, os critérios de diagnéstico da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
para diabetes sao: glicose no plasma em jejum = 7,0 mmol / | (126mg/dl) ou 2-h
glicose plasmatica = 11,1 mmol / | (200mg/dl). Tais critérios tém como objetivo
distinguir um grupo com um significativo aumento de risco microvascular e
complicagbes cardiovasculares (Dinardo, Donihi et al., 2011)

A glicemia média dos sujeitos nos grupos néo se encontra acima dos valores de
referéncia para risco de diabetes, e também ndo demonstra diferenca significante

entre 0s grupos.
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Estudos demonstram que o nivel elevado de glicose esta associado a um
aumento da mortalidade e prognéstico desfavoravel nos pacientes com AVEH e
aneurisma intracerebral (Putaala, Liebkind et al., 2011).

A glicemia elevada € comum na fase inicial do AVEH. A prevaléncia de
hiperglicemia tem sido observada em dois tergos de todos os subtipos de AVE e em,
pelo menos, 50% em cada subtipo. Autores defendem que a hiperglicemia tem
efeitos adversos sobre o tecido, e uma associacdo entre a glicose no sangue e 0
resultado funcional do tecido tem sido encontrada em um numero crescente de
estudos clinicos (Skali, Parving et al., 2011).

A HAS é duas vezes mais freqliente nos diabéticos do que na populacdo em
geral, afetando 30 a 80% destes doentes (sendo que esta presente em 60% dos
individuos com acidente vascular encefalico agudo) e também é considerada um dos
maiores fatores de risco para a ocorréncia do AVEH e do aneurisma intracerebral
(Miller, Kinni et al., 2014). Tal achado se confirma nesse estudo, considerando que
houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos considerando a HAS
(P =0,000).

Outro fator marcante foi a diferenca da média sérica da creatinina dos
individuos portadores de aneurisma e daqueles com AVEH- aneurisma. Este fato,
digno de nota, segue em desfavor das perspectivas descritas na literatura, que um
nivel elevado de creatinina esta fortemente associado com um prognaostico ruim de

pacientes desta natureza (Schrock, Glasenapp et al., 2012).
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7 CONCLUSAO

Verificou-se, no presente estudo, que a distribuicdo do polimorfismo genético
na regido promotora do gene IL-18 em sujeitos com ao AVEH e aneurisma
intracerebral, comparados com o grupo controle ndo diferenciava estatisticamente.
Porém, quanto aos aspectos clinicos, havia diferenca na presenca de hipertenséo
arterial (quando os casos sdo comparados com 0S controles) e creatinina
(observando apenas o0 grupo caso, 0s pacientes portadores de aneurisma cerebral
tiveram niveis séricos de creatinina aumentada).

Devido a amostragem reduzida, a presenca do polimorfismo -607 C/A do
gene da IL-18 deve ter melhor detalhamento da associacdo com AVEH e ao
aneurisma intracerebral, em estudos caso-controle com este mesmo delineamento
experimental, com um numero maior de individuos no grupo controle e no grupo
caso, dado que este fator de risco aumentado ja foi identificado em acidentes

vasculares encefalicos de outra natureza.
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ANEXOS
ANEXO A - Aprovacéo do projeto pelo comité de ética em pesquisa/SES-DF.

GOVERNO DO DISTRITO FEDER.AL
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
Fumuaaqmommcmmm
m'..;ﬁ

W0 o

BRASILIA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA/SES-DF

PARECER N° 0095/2010

PROTOCOLO N©°-PQ FROJETO. 3g0/9040 — POLIMORFISMOS GENETICOS
ASSOCIADOS AO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO HEMORRAGICO
E AO ANEURISMA INTRACEREBRAL.

Instituicao Pesquisada: Secretaria de Saude do Distrito Federal/SES-DF.

Area Temitica Especial: Grupo Ill (ndo pertencente a area tematica especial),
Ciéncias da Satde.

Validade do Parecer: 15/12/2012

Tendo como base a Resolugdo 196/96 CNS/MS, que dispde sobre as
diretrizes e normas regulamentadoras em pesquisa envolvendo seres
humanos, assim como as suas resolugdes complementares, o Comité de Etica
em Pesquisa da Secretaria de Estado de Salde do Distrito Federal, apos
apreciagéo ética, manifesta-se pela APROVAGAO DO PROJETO.

Esclarecemos que o pesquisador devera observar as responsabilidades
que lhe sdo atribuidas na Resolugdo 196/96 CNS/MS, inciso 1X.1 e IX.2, em
relacdo ao desenvolvimento do projeto. Ressaltamos a necessidade de
encaminhar o relatério parcial e final, além de notificagées de eventos
adversos quando pertinentes.

Brasilia, 16 de dezembro de 2010.

Maria Rita Carvalhd Garbi Novaes
Comité de Etica em Hesquisa/SES-DF

Coordenadora
AL/CEP/SES.DF

Fundagdo de Ensing e Pesquiss Qiéncias da Saode - SES
Comié de Etica ¢m Pesguisa
Fone: 3254955 - FonefFax: 326-011 emad copsesdi@saude. df gov, br
SMHN - Q. 501 - Bloco "A* — Brasiia - OF — CEP: 70.710-907
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ANEXO B - Ficha de identificagc&o dos participantes da pesquisa.

Ficha de identificacdo dos participantes da pesquisa: Polimorfismo genético da
interleucina-18 associado ao acidente vascular encefalico hemorragico e ao
aneurisma intracerebral.

Nome do participante:

Nome do representante legal (se houver):

Idade:
Sexo: [ ] Masc. [ ] Fem.

Cor:

Estado Civil:

Data do acidente vascular encefalico hemorragico e/ou do aneurisma
intracebral:

Hipertensdo arterial: [ ] Sim [ | N&o

Pressao Arterial:

Diabetes: [ ]Sim [ ]Né&o

Glicemia:

Tabagismo:[ ] Sim [ ]N&o Se sim, quantos macos por dia:

Etilismo:[ ] Sim [ ]N&do Se sim, quanto por dia:

Uréia:

Creatinina:

Plaquetas:

Escala de Glasgow:

Escala de Rankin:

Escala NIHSS:

Indice de Barthel:

ICH:
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Tomografia:

Angiografia:

Observacoes:
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ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) de todos

participantes da pesquisa.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE - Individuos “saudaveis”

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo “Polimorfismos genéticos
associados ao acidente vascular encefalico e ao aneurisma intracerebral”. Antes de
decidir se deseja participar (de livre e espontanea vontade) vocé devera ler e
compreender todo o contetdo. Antes de assinar faca perguntas sobre tudo o que
nao tiver entendido bem. A equipe deste estudo responderd as suas perguntas a
gualquer momento (antes, durante e apés o estudo).

Natureza e objetivos do estudo:

O objetivo do presente estudo € o de verificar a frequéncia de determinadas
variantes do DNA (material genético que informa como nosso corpo é formado) em
uma populacdo de individuos que ndo apresentam auneurisma cerebral
diagnosticado ou acidente vascular encefalico.

Procedimentos do estudo:

Sua participacao consiste em responder uma ficha de identificacdo e autorizar
uma unica vez, a coleta de aproximadamente 10 ml (uma seringa) de sangue,
através de uma puncao de veia periférica no antebraco.

O procedimento é o mesmo utilizado para realizacdo de diversos outros tipos
de exame de sangue. Serdo utilizados equipamentos novos, estéreis e descartaveis.

N&o haverd nenhuma outra forma de envolvimento ou comprometimento
neste estudo.

Riscos e beneficios:

Este estudo possui desconfortos inerentes a coleta de sangue, como dor no
local e formacédo de um hematoma (mancha roxa).

Podera haver pequeno incébmodo de dor no momento da introducdo da agulha
para a retirada do sangue e, eventualmente, a formacédo de um pequeno hematoma
(mancha roxa) no local. Caso haja algum problema vocé recebera a atencdo
necessaria e o ressarcimento de alguma eventual despesa.

Sua participacdo poderd ajudar no maior conhecimento sobre qual a
frequéncia na populacdo saudavel de determinadas caracteristicas genéticas que
podem causar doencas e deste modo na melhor compreenséo do fator genético de
determinadas doencas.

Participacéo, recusa e direito de se retirar do estudo:

Sua participacdo é voluntaria. Vocé néo tera nenhum prejuizo se néo quiser
participar. Vocé podera se retirar desta pesquisa a qualquer momento, bastando
para isso entrar em contato com um dos pesquisadores responsaveis.

Conforme previsto pelas leis brasileiras vocé ndo receberd nenhum tipo de
compensacao financeira pela sua participacao neste estudo.
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Confidencialidade:

Seus dados serdo identificados com um ndmero e somente os pesquisadores
saberdo que numero pertence a cada individuo.

Os resultados de seus exames serdo acessiveis somente aos pesquisadores
envolvidos. Os resultados dos seus exames poderdo ser entregues pela
pesquisadora responsavel mediante a sua solicitagdo, a qualquer momento, desde
gue as amostras ja tenham sido processadas e analisadas. Esta solicitacdo podera
ser feita agora durante a assinatura deste TCLE, por email ou telefone, presentes
neste TCLE, e a pesquisadora agendara uma reunido para a entrega do resultado.

Toda nova pesquisa a ser feita com o material guardado sera submetida para
aprovacdo de um Comité de Etica em Pesquisa e, quando for o caso, da Comiss&o
Nacional de Etica em Pesquisa.

Os resultados deste trabalho poderdo ser apresentados em encontros ou
revistas cientificas, entretanto, ele mostrara apenas os resultados obtidos como um
todo, sem revelar seu nome, instituicdo a qual pertence ou qualquer informacéo que
esteja relacionada com sua privacidade.

Eu, RG
, apos receber uma explicacdo completa dos objetivos do estudo
e dos procedimentos envolvidos concordo voluntariamente em fazer parte deste
estudo.

Assinatura do participante

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Paciente

Polimorfismos genéticos associados ao Acidente Vascular Enceféalico Hemorragico
e ao Aneurisma Intracerebral

Este documento que vocé esta lendo é chamado de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Ele contém explicacdes sobre o estudo que vocé esta
sendo convidado a participar. Antes de decidir se deseja participar (de livre e
espontanea vontade) vocé devera ler e compreender todo o conteudo. Ao final, caso
decida participar, vocé sera solicitado a assina- lo e recebera uma cépia do mesmo.
Antes de assinar faca perguntas sobre tudo o que né&o tiver entendido bem. A
equipe deste estudo responderd as suas perguntas a qualquer momento (antes,
durante e apds o estudo).

Natureza e objetivos do estudo:

Vocé estd sendo convidado a participar de um estudo pelo fato de ter
apresentado um aneurisma ou um acidente vascular encefalico (“derrame”). Vocé
podera decidir participar ou ndo. A decisao € sua.
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Existe uma possibilidade de associacdo de fatores genéticos com o
aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”), assim, este estudo tem o
objetivo geral de conhecer um pouco melhor como “funciona” estas doencgas, do
ponto de vista genético.

O objetivo especifico deste estudo € o de conhecer se determinadas
sequéncias do DNA (material genético que informa como nosso corpo é formado)
pode aumentar o risco de pessoas apresentarem aneurisma ou acidente vascular
encefalico (“derrame”).

Procedimentos do estudo:

Sua participacdo consiste em responder um questiondrio e autorizar que seu
0S pesquisadores possam ver seu prontuario, para que tenham maior conhecimento
de seus exames, tratamento e da histdria da sua doenca.

ApoOs isso sera coletado de vocé, uma Unica vez, aproximadamente 10 ml
(uma seringa pequena) de sangue, através de uma puncdo da veia do seu
antebraco. O procedimento € o mesmo utilizado para realizacdo de diversos outros
tipos de exame de sangue. Serdo utilizados equipamentos novos, estéreis e
descartaveis.

N&o haverd nenhuma outra forma de envolvimento ou comprometimento
neste estudo.

Riscos:

Este estudo possui riscos minimos que sdo inerentes do procedimento de
coleta de sangue. Medidas preventivas durante a coleta serdo tomadas para
minimizar qualquer risco ou incobmodo.

Podera haver pequeno incobmodo de dor no momento da introducdo da agulha
para a retirada do sangue e, eventualmente, a formacdo de um pequeno hematoma
(mancha roxa) no local.

Beneficios:

A sua participacdo neste estudo podera proporcionar, no ambito pessoal, a
identificacédo de algum problema ndo antes conhecido.

Os resultados estardo sempre disponiveis a vocé. Caso seja de seu desejo,
os resultados serdo discutidos com vocé pela equipe deste trabalho.

Sua participacdo poderd ainda ajudar no maior conhecimento sobre o
aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”), principalmente em relagao
as causas genéticas da doenca.

Participacéo, recusa e direito de se retirar do estudo:

Sua participacdo € voluntaria e ndo alterara o seguimento e tratamento da
doenca que vocé ja esta fazendo.

Vocé poderéa se retirar desta pesquisa a qualguer momento, bastando para
isso entrar em contato com um dos pesquisadores responsaveis.

Caso vocé decida nao participar, isto ndo afetara o seguimento e tratamento
normal nem o seu relacionamento com seu meédico.

Conforme previsto pelas leis brasileiras vocé ndo receberd nenhum tipo de
compensacao financeira pela sua participacao neste estudo.
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Confidencialidade:

Os seus registros meédicos serdo sempre tratados confidencialmente.

Seus dados serdo identificados com um nimero e somente os pesquisadores
saberdo que numero pertence a cada individuo.

Os resultados de seus exames, bem como as informacdes de seu prontuario,
serdo acessiveis somente aos pesquisadores envolvidos.

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficara guardado no Centro de
Neurociéncias, no Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia, no banco de
amostras “Aneurisma- AVE”, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Renata
Mortari.

Toda nova pesquisa a ser feita com o material guardado sera submetida para
aprovagdo de um Comité de Etica em Pesquisa e, quando for o caso, da Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa.

Os resultados deste trabalho poderdo ser apresentados em encontros ou
revistas cientificas, entretanto, ele mostrara apenas os resultados obtidos como um
todo, sem revelar seu nome, instituicdo a qual pertence ou qualquer informacéo que
esteja relacionada com sua privacidade.

Se o Senhor(a) tiver qualquer duvida em relacdo a pesquisa, por favor entre
em contato com a enfermeira Hélia Carla de Souza, no setor de Neurocirurgia, do
Hospital de Base de Brasilia, no horario matutino. Este projeto foi Aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da SES/DF. Qualquer divida com relacédo & assinatura
do TCLE ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do
telefone: (61) 3325-4955. Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara
com o pesquisador responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Eu, RG
, apos receber uma explicagdo completa dos objetivos do
estudo e dos procedimentos envolvidos concordo voluntariamente em fazer parte
deste estudo.

Brasilia, de de

Participante

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Representante Legal

Polimorfismos genéticos associados ao Acidente Vascular Encefalico Hemorragico e
ao Aneurisma Intracerebral

Este documento que vocé esta lendo é chamado de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Ele contém explicacbes sobre o estudo que o paciente
sob sua responsabilidade esta sendo convidado a participar. Antes de decidir se
deseja aceitar que o paciente sob sua responsabilidade (de livre e espontanea
vontade) participe, vocé devera ler e compreender todo o conteddo. Ao final, caso
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decida aprovar a participacdo, vocé sera solicitado a assina-lo e recebera uma cépia
do mesmo. Antes de assinar faga perguntas sobre tudo o que néo tiver entendido
bem. A equipe deste estudo responderd as suas perguntas a qualquer momento
(antes, durante e apés o estudo).

Natureza e objetivos do estudo:

O paciente sob a sua responsabilidade esta sendo convidado a participar de
um estudo pelo fato de ter apresentado um aneurisma ou um acidente vascular
encefalico (“derrame”). Vocé podera decidir que ele participe ou ndo. A deciséo é
sua.

Existe uma possibilidade de associacdo de fatores genéticos com o
aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”), assim, este estudo tem o
objetivo geral de conhecer um pouco melhor como “funciona” estas doencgas, do
ponto de vista genético.

O objetivo especifico deste estudo € o de conhecer se determinadas
sequéncias do DNA (material genético que informa como nosso corpo € formado)
pode aumentar o risco de pessoas apresentarem aneurisma ou acidente vascular
encefalico (“derrame”).

Procedimentos do estudo :

A participacdo do paciente sob sua responsabilidade consiste em autorizar
que seu 0s pesquisadores possam ver o prontuario do paciente, para que tenham
maior conhecimento dos exames, tratamento e da histéria da sua doenca do
paciente que esta sob sua responsabilidade.

ApoOs isso sera coletado do paciente sob sua responsabilidade, uma Unica
vez, aproximadamente 10 ml (uma seringa pequena) de sangue, através de uma
puncdo da veia do seu antebraco. O procedimento € o mesmo utilizado para
realizacdo de diversos outros tipos de exame de sangue. Serdo utilizados
equipamentos novos, estéreis e descartaveis.

N&o havera nenhuma outra forma de envolvimento ou comprometimento
neste estudo.

Riscos:

Este estudo possui riscos minimos que sdo inerentes do procedimento de
coleta de sangue. Medidas preventivas durante a coleta serdo tomadas para
minimizar qualquer risco ou incobmodo.

Podera haver pequeno incobmodo de dor no momento da introducdo da agulha
para a retirada do sangue e, eventualmente, a formacdo de um pequeno hematoma
(mancha roxa) no local.

Beneficios:

A participacédo do paciente sob sua responsabilidade podera proporcionar, no
ambito pessoal, a identificagdo de algum problema nédo antes conhecido.

Os resultados estardo sempre disponiveis a vocé. Caso seja de seu desejo,
os resultados serdo discutidos com vocé pela equipe deste trabalho.
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A participagdo do paciente sob sua responsabilidade podera ainda ajudar no
maior conhecimento sobre o aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”),
principalmente em relagdo as causas genéticas da doenca.

Participagao, recusa e direito de se retirar do estudo :

A participacdo do paciente sob sua responsabilidade € voluntaria e nao
alterara o seguimento e tratamento da doenca que vocé ja esta fazendo.

Vocé podera retirar a autorizacdo de participacdo do paciente sob sua
responsabilidade desta pesquisa a qualquer momento, bastando para isso entrar em
contato com um dos pesquisadores responsaveis.

Caso vocé decida ndo concordar com a participacdo, isto ndo afetard o
seguimento e tratamento normal nem o relacionamento do paciente sob sua
responsabilidade com a equipe médica.

Conforme previsto pelas leis brasileiras vocé ndo havera nenhum tipo de
compensacao financeira pela participacdo neste estudo.

Confidencialidade:

Os registros médicos serdo sempre tratados confidencialmente.

Os dados do paciente sob sua responsabilidade serdo identificados com um
namero e somente 0s pesquisadores saberdo que numero pertence a cada
individuo.

Os resultados dos exames, bem como as informac6es do prontuario, serdo
acessiveis somente aos pesquisadores envolvidos.

O sangue do paciente sob sua responsabilidade, coletado no presente
estudo, ficara guardado no Centro de Neurociéncias, no Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia, no banco de amostras “Aneurisma-AVE”, sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Renata Mortari. - Toda nova pesquisa a ser
feita com o material guardado sera submetida para aprovacdo de um Comité de
Etica em Pesquisa e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa.

Os resultados deste trabalho poderdo ser apresentados em encontros ou
revistas cientificas, entretanto, ele mostrara apenas os resultados obtidos como um
todo, sem revelar seu nome, instituicdo a qual pertence ou qualquer informacéo que
esteja relacionada com sua privacidade.

Se o Senhor(a) tiver qualquer duvida em relacdo a pesquisa, por favor entre
em contato com a enfermeira Hélia Carla de Souza, no setor de Neurocirurgia,
doHospital de Base de Brasilia, no horario matutino. Este projeto foi Aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da SES/DF. Qualquer divida com relagdo & assinatura
do TCLE ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do
telefone: (61) 3325-4955. Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara
com o pesquisador responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Eu, RG
, apos receber uma explicacdo completa dos objetivos do
estudo e dos procedimentos envolvidos concordo voluntariamente em permitir a
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participagao do paciente sob minha responsbilidade, o]
Sr(a) Brasilia,

de de

Responsavel pelo Participante da pesquisa
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ANEXO D - Termo de guarda de material biol6gico de todos os participantes
da pesquisa.

Termo de Guarda de Material Bioldgico — Individuos “saudaveis”

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

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficard guardado no Centro de
Bioprospecc¢éo e Neurociéncias, no Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia,
no banco de amostras “Aneurisma-AVE”, sob a responsabilidade da Profa. Dra.
Marcia Renata Mortari e sera utilizado somente para verificar os polimorfismos
genéticos do presente estudo.

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

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

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

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

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

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

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

Eu, RG
, apbs receber uma explicagdo completa dos procedimentos
envolvidos na guarda de material biolégico, venho através deste termo consentir a
guarda de meu material bioldgico (sangue) decorrente da presente pesquisa.

Assinatura do participante
Brasilia, de de
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Termo de Guarda de Material Bioldgico — Paciente

Este documento é chamado é chamado Termo de Guarda de Material
Biolégico. Ele contém explicacdes sobre a guarda de seu material bioldgico
(sangue). Vocé podera autorizar ou ndo a guarda de seu material biolégico. A
decisao é sua.

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficara guardado no Centro de
Bioprospeccéao e Neurociéncias, no Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia,
no banco de amostras “Aneurisma-AVE”, sob a responsabilidade da Profa. Dra.
Marcia Renata Mortari. - O sangue sera utilizado somente em pesquisas que tenham
como objetivos verificar se determinadas sequéncias no DNA (material genético que
informa como nosso corpo € formado) pode aumentar o risco de pessoas
apresentarem aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”).

As amostras de sangue serdo identificadas com um numero e ndo com seu
nome. Somente 0s pesquisadores saberdo a quem pertence cada numero. Os
trabalhos resultantes destas pesquisas mostrardo apenas os resultados e nunca seu
nome ou qualquer outra informacéo que ponha em risco sua privacidade.

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

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

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

Eu, RG
, apos receber uma explicagdo completa dos procedimentos
envolvidos na guarda de material biol6gico, venho através deste termo consentir a
guarda de meu material biol6gico (sangue) decorrente da presente pesquisa.

Assinatura do participante
Brasilia, de de

Termo de Guarda de Material Bioldgico — Representante Legal

Este documento € chamado €& chamado Termo de Guarda de Material
Bioldgico. Ele contém explicacbes sobre a guarda do material biologico (sangue) do
paciente sob sua responsabilidade. Vocé podera autorizar ou ndo a guarda do
material biolégico do paciente sob sua responsabilidade.

Toda nova pesquisa a ser feita com o material guardado serd submetida para
aprovacao do CEP da instituicdo e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa.
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A qualquer momento vocé terd acesso aos dados do paciente sob sua
responsabilidade e de seus dados genéticos, assim como terd o direito de retirar o
material biolégico do banco onde se encontra armazenado.

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

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

As amostras de sangue serdo identificadas com um nimero e ndo com o
nome do paciente sob sua responsabilidade. Somente os pesquisadores saberéo a
guem pertence cada numero.

O sangue sera utilizado somente em pesquisas que tenham como objetivos
verificar se determinadas sequéncias no DNA (material genético que informa como
nosso corpo é formado) pode aumentar o risco de pessoas apresentarem aneurisma
ou acidente vascular encefalico (“derrame”).

O sangue do paciente sob sua responsabilidade, coletado no presente
estudo, ficara guardado no Centro de Bioprospeccao e Neurociéncias, no Instituto de
Biologia da Universidade de Brasilia, no banco de amostras “Aneurisma-AVE”, sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Renata Mortari.

Eu, RG
, apbs receber uma explicagdo completa dos procedimentos
envolvidos na guarda de material biologico, venho através deste termo consentir a
guarda do material bioldgico (sangue) do paciente sob minha responsabilidade.

Paciente sob minha responsabilidade:

Assinatura do participante
Brasilia, de de




