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Resumo

O acidente vascular encefédlico (AVE) é uma doenca grave, caracterizada pela
desintegracdo, destruicdo ou interrupcdo do fluxo sanguineo nas regibes do
encéfalo. Caracteristicas como tabagismo, hipertensdo arterial, idade avancada e
colesterol elevado, sdo descritos como fatores de risco para o desenvolvimento
dessa patologia. Buscando descobrir novas origens da doenca, estudos de genética
humana sdo desenvolvidos no intuito de compreender mecanismos que possam
culminar no desfecho e formacdo do AVE. Sendo assim estudos sobre
polimorfismos buscam encontrar marcadores moleculares que estejam associados a
doenca e aplica-los em estudos de genética populacional afim de avalia-los. Em
vista disso, o presente trabalho objetiva avaliar o polimorfismo de 14bp insercéao e
delecdo do gene HLA-G ao AVE e ao aneurisma intracerebral. Para tal, 16
individuos controle e 103 individuos caso (portadores de AVE e/ou aneurisma) foram
selecionados, e contribuiram com amostras de sangue e informacgfes clinicas
(idade, glicemia, sexo, presenca ou auséncia de hipertenséo, tabagismo, diabetes,
etilismo, creatinina e numero de plaquetas). A extracdo de DNA do sangue total
desses pacientes foi realizada, e posteriormente o PCR para amplificacao da regiéo
de interesse foi feito. Em seguida realizou-se a eletroforese em gel de poliacrilamida
10% para identificacdo do tipo de polimorfismo entre os casos e 0s controles, no

intuito de elaborar um perfil para esses grupos.



Abstract

The stroke is a severe disease, characterized by the disintegration, destruction or
interruption of blood flow in encephalic regions. Characteristics such as smoking,
hypertension, advanced age and high cholesterol, are described as risk factors for
the development of stroke. To find new sources of disease, studies of human
genetics are developed in order to understand the mechanisms that may culminate in
the formation and outcome of stroke. Therefore, polymorphisms studies seek to find
molecular markers that are associated with the disease and apply them in studies of
population genetics in order to evaluate them. Indeed, this present study aims to
evaluate the polymorphism 14bp insertion and deletion of the HLA-G gene in stroke
and intracerebral aneurysm. For this, 16 control subjects and 103 case subjects
(patients with stroke and/or aneurysm) were selected. They contributed by blood
samples donation and clinical information (age, blood glucose, sex, presence or
absence of hypertension, smoking, diabetes, alcoholism, creatinine and platelets).
DNA from whole blood of these patients was extracted, and subsequently for PCR
amplification of the region of interest was performed. Finally, electrophoresis in 10%
polyacrylamide gel was performed to identify the type of polymorphism between

cases and controls, in order to develop a profile for these groups.



Introducéo

Acidente Vascular Encefalico

Mais incapacitante que fatal, o AVE € a principal causa de incapacidade
neuroldgica grave e acarreta custos enormes, medidos tanto em gastos com
cuidados de saude, como em perda de produtividade (Rowland, 2002). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude o AVE é a terceira causa de morte mais comum nos
paises desenvolvidos e a maior causa de dependéncia funcional no Brasil e no
Mundo (GO et al.,, 2014; HOWARD et al, 2011) (FURUKAWA; MATHIAS;
MARCON, 2011).

O AVE caracteriza-se como um déficit neurolégico focal, ndo convulsivo e
repentino, evidencia-se por uma lesdo cerebral secundaria e um mecanismo
vascular ndo traumatico (KERNAN et al., 2014). Em suma, o acidente vascular
encefalico € uma doenca neuroldgica causada pela reducdo subita do aporte
sanguineo em uma determinada regido cerebral, desencadeada pela obstrucéo ou
rompimento de uma artéria cerebral (JAUCH et al., 2013), sendo, portanto,
subdivididida em hemorragico e isquémico.

Os Acidentes Vasculares Encefalicos Hemorragicos (AVEH) s&o um
importante problema de salude publica, e ocorre quando ha ruptura de um vaso
intracraniano e consequentemente extravasamento do sangue para o ceérebro
(hemorragia intracerebral) (SCHAEFER, 2014). No processo hemorragico os vasos
sanguineos de pequeno calibre se contraem, resultando em uma baixa perfuséo
sanguinea para algumas regifes cerebrais. Existe ainda a possibilidade do sangue
extravasar e lesionar células e estruturas nervosas proximas (NOUH; REMKE;
RULAND, 2014). Além disso, o AVE pode iniciar-se a partir de outra condicao
patolégica dos vasos intracranianos conhecida como aneurisma intracerebral, no
gual o enfraguecimento anormal da parede dos vasos com maior incidéncia em
zonas de bifurcacdo ou intersecdo de vasos, por ser uma regidao de fluxo mais
turbulento, facilita sua ruptura. A ruptura desses aneurismas podem levar a uma
hemorragia no espaco subaracnoéide que envolve o cérebro e em algumas vezes no

parénquima cerebral ((FROSEN et al.,, 2012); (JAJA et al., 2013); (LARSEN;
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ASTRUP, 2013)). O aparecimento de aneurismas ocorre independentemente das
paredes das artérias serem mais resistentes que as das veias (artérias possuem
camadas musculares), pois essa resisténcia ndo € suficiente para suportar a tensao
naguela regido, fator este que ocasiona o aneurisma. As razdes que levam a ruptura
e desencadeiam AVE séo diversas, mas a espessura da parede arterial, auséncia de
constituinte celular, deformidades morfoldgicas, fatores hemodinamicos (relacédo
entre a perfusdo sanguinea) como hipertensdo e lesdes na parede da arterial
(traumas, tumores, infeccbes) sao fatores considerados importantes no
aparecimento da AVE (ADAMCZYK et al., 2013). A classificacdo dos aneurismas €
dada a partir da causa da fragilidade ou da lesdo da parede do vaso que provoca
esse aparecimento. Baseados nesses aspectos, 0S aneurismas podem ser
classificados em os aneurismas arteriosclerdticos (resultado de complicagbes em
casos de aterosclerose avancada), aneurismas congénitos e aneurismas infecciosos
(debilidade da parede arterial por diferentes tipos de infec¢des) (JAJA et al., 2013).

No processo de AVE isquémico, ha interrupcéao do fluxo sanguineo, que pode
ser devido a embolia ou trombose em areas especificas do encéfalo. Na
fisiopatologia do processo trombotico, o coagulo é formado no interior da artéria
cerebral (normalmente artérias estreitadas por aterosclerose) bloqueando o fluxo
sanguineo, enquanto que no embolico, o coagulo sanguineo (émbolo) circula até o
cérebro e blogueia a artéria. Em alguns casos, a interrupcéo de fluxo sanguineo
pode ocorrer de forma temporéaria, condicdo esta conhecida como Acidente
Isquémico Transitério (AIT). O AIT consiste em um déficit neurologico focal originario
de uma instalacéo subita, que dura menos de 24 horas e desaparece sem sequelas
(FAN et al., 2014).

De um modo geral, os sinais e sintomas do AVE estdo associados a
alteracdes neurologicas nas regibes do cérebro afetadas e que podem estar
relacionadas a fala, coordenacéo, equilibrio, movimento, entre outros (SORITA et al.,
2014). O diagnostico da doenca € baseado na historia clinica e diagndsticos
diferenciais, como a tomografia computadorizada de cranio (BIESBROEK et al.,
2013).
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Fatores de risco

A hipertensdo é o principal fator de risco de AVE (MILLER et al., 2014). No
Brasil, a hipertensdo arterial € o fator de risco mais importante para doencas
cerebrovasculares, sendo que 85% dos individuos com AVE apresentam hipertesao
(LOTUFO; BENSENOR, 2013). Outro fator importante que estd relacionado ao
infarto cerebral (AVE) é a diabetes, que constitui risco para AVE devido a interacéo
direta com a hipertensé@o e hiperlipidemia (LUITSE et al., 2012); em diabéticos de
ambos 0s sexos, o risco de desenvolver um AVE é duas vezes maior (BRUNO et al.,
2010). Em relacéo a etnias, estudos afirmam que o AVE atinge todas elas, mas com
maior incidéncia nas de origem hispanicas e africanas (KOCH et al., 2013; WANG,
Y.; RUDD; WOLFE, 2013). Além disso, outros fatores como o tabagismo pode
influenciar no aparecimento do AVE, uma vez que estudos mostram que tabagismo
aumenta ocorréncia de AVE entre duas a quatro vezes em mulheres (SLEIMAN et
al., 2013). Além disso, o tabagismo também tem influéncia no risco e gravidade do
AVE e infarto cerebral (BEJOT et al., 2014);(XU et al., 2013).

Ja em relacdo ao AVEH, estudos estabelecem que a hipertenséo, tabagismo,
diabetes, indice de massa corporal anormal e a idade, geram riscos maiores para o
seu desenvolvimento. Entretanto, esses fatores ndo contam integralmente para o
risco total da doenca, pois diversas vias fisiologicas, desde o metabolismo de
lipidios, regulacdo e controle da pressédo arterial, coagulacdo e adesdo celular,
possuem papéis criticos na fisiopatologia desta comorbidade (WANG, X. et al.,
2009). Evidéncias apontam que o AVEH é uma doenca multifatorial complexa
resultante de uma interacdo entre fatores genéticos e varios fatores ambientais
(YAMADA et al., 2008). Portanto, no cuidado e prevencdo do AVEH é crucial a
identificacdo e controle dos fatores de risco como medidas de prevencdo primaria,
enquanto que a prevencdo secundaria tem a caracterizacdo de determinantes de
recorréncia e mortalidade apés um evento isquémico (WAGSTAFF et al., 2014).

Outros fatores estdo relacionados com o risco de desenvolvimento de AVE,
como idade, niveis de colesterol, uso de alcool e de anticoncepcionais. Estudos
indicam que a idade também € levada em consideracdo quando relacionada com o

fator de risco, uma vez que a incidéncia aumenta drasticamente apos os 55 anos de
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idade (CHRYSANT; CHRYSANT, 2014; GIANG et al., 2013). Outros trabalhos
sugerem a interacéo direta do colesterol e que a sua baixa concentracdo no sangue
aumenta o risco de hemorragia cerebral, enquanto em altos niveis predizem infarto
cerebral (LIU et al., 2013). J& o uso abusivo de alcool predispde a formacédo do AVE
e AVEH (IKEHARA et al., 2013; RANTAKOMI et al., 2013).

Quando considerado o uso de anticoncepcionais associado ao tabagismo,
estudos apontam um aumento da incidéncia de AVE isquémico e hemorragico
principalmente em mulheres fumantes com idade superior aos 35 anos de idade,
gue possuam hipertensao arterial e apresentam enxaqueca (ZAKHAROVA et al.,
2011). Entretanto, o tabagismo associado ao uso de baixas doses de
anticoncepcionais a base de estrogeno como fator de risco ainda é controverso na
literatura (RYAN et al., 2014)O’'SULLIVAN; SCHMITZ, 1993).

Por fim, as taxas de incidéncia de AVE variam completamente entre
diferentes populagbes, devido as diferencas de prevaléncia de fatores de risco,
portanto, como existem popula¢cdes com incidéncia maiores que outras, sugere-se
gue caracteristicas genéticas possam ser responsaveis por esse fator (ROGER et
al., 2011).

HLA-G

Os genes do complexo HLA sao subdivididos em classicos IA (HLA-A, HLA-B
e HLA-C) e nao classicos IB (HLA-E, HLA-F e HLA-G). Esses genes séo
considerados de grande variacdo e seu papel de apresentacdo de antigenos ja é
bem descrito e conhecido (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002). Portanto, o HLA-G
(antigeno leucocitario humano) € uma molécula de HLA néo classica codificada pelo
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), que consiste em um grupo de
moléculas do sistema imunolégico o qual a principal funcao é apresentar fragmentos
peptidicos de agentes patogénicos na superficie celular e assim induzir a resposta
imune (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002).

O gene do HLA-G localiza-se no braco curto do cromossomo 6, na banda
6p21.31 e apresenta 4396 pares de base, com oito éxons, sete introns e uma regiao

3’ UTR, é caracterizado por baixas taxas de polimorfismo na regidao codificadora,
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possui 47 alelos descritos (até o ano de 2012) com padréo de expressao limitado em
condicdes saudaveis (Figura 1). O HLA-G tem uma caracteristica Unica, dentre as
moléculas de HLA, que é a de formar multimeros (BRENOL, et AL 2012).

A. Long arm Short arm

C Rl )

Chromosome 6 )o

]
HLA region 6p21.2-21.3

class i class li | class | |
B B C E AGF
' I
I 1
Cytoplasmic
Signal ol a2 o3 Trans-  domain
peptide domain domain domain membrane 3-UTR
i —— —
AATAA
Exon 1 2 3 4 5 6 8
Intron 1 2 3 4 5 6 7

Figura 1. Estrutura e localizacdo do gene do HLA-G (Atlas de Genética e Citogenética em
Oncologia e Hematologia)

O HLA-G é uma molécula de classe IB, cuja estrutura assemelha-se as
moléculas classicas do HLA de classe |, apresentando uma cadeia alfa constituida
por ate trés dominios ndo covalentemente, associado a uma cadeia de

B2microglobulina.

Isoformas ligadas a membrana Isoformas Secretadas
AT =
- Tt ¥
Treny TR T S
LU il 1Ll
HLA-G1 HLA-G2  HLA-G4 HLA-G3 HLA-G5 HLA-G6 HLA-G7

Figura 2: Isoformas HLA-G. Fonte: (ZILBERMAN et al., 2012)
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Por meio de splincing alternativo podem ser geradas sete isoformas diferentes
da molécula, sendo quatro de proteinas de membrana (HLA-G1, HLA-G2, HLA-G3 e
HLA-G4) e trés isoformas sollveis (HLA-G5, HLA-G6 e HLA-G7) ((CAROSELLA et
al., 2003); (DONADI et al., 2011)) (Figura 2). Além disso a forma HLA-G1 pode sofrer
acdo proteolitica e tornar se livre igual as isoformas sollveis. Essas isoformas
secretadas sao descrita como sHLA-G (ALEGRE et al., 2014).

As proteinas codificadas pelo HLA-G possuem baixa variabilidade,
modulacdo do sistema imune e expressao restrita a alguns tecidos (DONADI et al.,
2011). Fisiologicamente a expressdo de HLA-G esta restrita a alguns 6rgaos e
tecidos em funcéo da sua acgéo na tolerancia imunolégica. Essa acao foi descoberta
estudando a sua expressao nas células trofoblasticas, e na sua correlagéo entre feto
e mae. Consequentemente, sabe se que em células embrionarias, especificamente
as do trofoblasto, apresentam aumento da expresséo de HLA-G (CAROSELLA et al.,
2008). Esse aumento de expressao ocorre para que o sistema imune da mae nao
rejeite o feto e permite assim que o feto se desenvolva. Estudos descreveram que o
HLA-G estad envolvido na inibicdo dos linfocitos T citotoxicos e das células NK
(natural killer) o que permite o desenvolvimento do feto e uma relacdo com a
modulacado do sistema imune como demonstrado da figura 4 (LeMaout et al. 2004).

Além de ter a expressao restrita a tecidos saudaveis, a superexpressao de HLA-
G pode ser induzida em condi¢des patoldgicas (Figura 3), onde a sua funcéo pode
ser a de gerar tolerancia para o individuo ou desencadear efeitos prejudiciais,
dependendo da natureza da doenca (CAROSELLA, et al 2008). Estudos
demonstram que o HLA-G € expresso em baixas quantidades em tecidos
especificos em adultos saudaveis, como em eritrocitos, células precursoras
endoteliais, cornea, timo e células de Langerhans (CAROSELLA, et al 2008).
Células dendriticas e macrofagos também podem expressar HLA-G (PARK GM et al.
2004) e a expressdo anormal de HLA-G ja foi descrita em condi¢des nao fisioldgicas,
como em infecgdes virais, cancer, transplantes, além de doencas autoimunes, o que
sugere a importancia do HLA-G como crucial para diferentes patologias (ALEGRE et
al., 2014). Tomando como exemplo, pacientes submetidos a alotransplantes e que

apresentam HLA-G super expresso, possuem uma maior taxa de sucesso, enquanto
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gue em céanceres esta associado ao desenvolvimento de tumores mais avancados
(MENIER et al., 2010) .

HLA-G apresenta funcdo imunotolerante e de inibicGo em células
imunocompetentes diferentes. Esse efeito é mediado pela acdo direta das isoformas
circulantes e ligado a membrana. Sendo assim HLA-G interage diretamente com
diferentes sub-populacdes de células imunitarias, incluindo células NK, células T e
células apresentadoras de antigeno. Essa interacdo é acompanhada da geracédo a
manutencdo da tolerancia em diferentes fases da resposta imunitaria, desde
atividades de diferenciacdo, proliferacdo e secrecao citosinas (AMIOT et al., 2011).
A inducdo da tolerancia induzida pelo HLA-G consiste em direcionar a ligacdo com
receptores inibitérios de células imunoldgicas tais como as NK, linfocitos T e células
dendriticas (CANTONI et al., 1998), (LEMAQULT et al. 2004). O efeito de interacéo
de HLA-G com os receptores inibitérios depende do seu estado de multimerizacao,
ainda assim foi demonstrado uma acéo direta na resposta imune desde inibicdo da
atividade proliferativa de linfocitos T e células NK, até mesmo na inibicdo da

maturacao de células dendriticas e linfocitos citotoxicos (CAROSELLA, et al , 2011).

Sabendo da atividade reguladora de HLA-G, e ainda que alguns tumores podem
apresentar HLA-G expresso, foi sugerido que ele desencadeia um papel prejudicial
para a resposta imunologica do individuo contra o seu proprio tumor (PANGAULT et
al., 2002), onde de fato a expressdo de HLA-G pode inibir a atividade de linfécitos T
citotoxicos e ainda induzir a diferenciacdo para a formacdo de linfécitos T
regulatérios (LEMAOQULT et al., 2004). Uma vez que 0s tumores passam a expressar
HLA-G eles conseguem escapar da acdo imunoldgica através de diversos
mecanismos, como induzindo a apoptose por interacdo de sHLA-G com receptores
CDS8, pela interacéo célula-célula (onde as moléculas de HLA-G ligadas a membrana
das células tumorais “passam” por meio de trogocitose as moléculas de HLA-G para
as células NK), células T e células dendriticas ativas, resultando na supresséo da
resposta imune de diversos mecanismos como € demonstrado na figura 4
(CURIGLIANO et al.2013). Mais especificamente, no mecanismo de trogocitose,

uma célula adquire o contetdo citoplasmatico ou fragmentos da membrana celular
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de uma outra célula com quem interagiu e assim passa a expressar o antigeno da
outra célula, como por exemplo o HLA-G.

Expressdo em condigdes fisioldgicas - Tolerancia

(3] (0] [#

Coérnea  Endotélio Eritroblasto Célula

Dendritica
! @iifﬁ’ X o ‘ e

o NK ey
Trofoblasticas @

Timo Ilhotas Pancreaticas Macrofagos

Liquido amnidtico | Tecido Fetal | Orgaos Adultos

\/ - Isoforma de 4

\. Membrana
(HLA G 1-2-3-4)

Decidua  Artérias Espirais Uterinas
Placenta

Trofoblasto Fungdo de Inibigdo
Citolitica

Isoforma
secretada

' %(3 (sHLA-G 5-6-7)

4
\&lky i

Doengas autoimune  Infecgdes virais Doencas Transplantes Cancer
inflamatdrias

Expressdo aberrante—> Fuga imunolégica

Figura 3: HLA-G e isoformas presente nos tecidos: € encontrado fisiologicamente no feto,
derivado de células placentarias e em adultos em células de 6rgdos imuno-privilegiados, tais
como a cornea, timo, ilhotas pancreéticas, eritroblastos, macrofagos, e precursores de células
endoteliais. A expressdo de HLA-G pode ser induzida em condi¢gdes patolégicas como em
doencas autoimunes, inflamatadrias, infec¢des virais e cancer ou em pacientes transplantados.
Sendo que a expressdo de HLA-G faz com que canceres e virus consigam escapar da resposta
imune do organismo. Fonte: (CURIGLIANO et al., 2013)
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Figura 4. Mecanismo de escape imunoldégico dependente de HLA-G em tumores. A)
Interacdo entre os receptores das células NK e células CD8+, com sHLA-G expresso no tumor
faz com que as células CD8+ entrem em apoptose e as NK ativas sejam bloqueadas; B) Células
NK ativas sendo bloqueadas diretamente pela interacdo com as células tumorais que
expressam sHLA-G; C) Na presenca de sHLA-G as células CD4+ e CD8+ perdem a capacidade
de reagir a estimulos antigénicos e estimulos diferencias de células T regulatérias; D) Durante
ainteracao célula-célula, as moléculas de HLA-G ligadas a membrana das células tumorais séo
“adquiridas” pelas células NK ativas, células T e células dendriticas, através de trogocitose, o

gue resulta na supresséo da atividade imune. Fonte: (CURIGLIANO et al., 2013)

A producdo de HLA-G é regulada por vérios sitios, tanto na regido promotora
quanto na regidao nao traduzida (3’'UTR) que modifica a afinidade das sequéncias pré

e pos-transcricional (SOLIER et al.,, 2001). Essa regulagdo ocorre através
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modificacdo da regido promotora, que faz com que aumente a afinidade das
sequéncias do gene e direcionem os fatores de transcricdo, aumentando assim a
expressdo desse gene. Ou ainda através de modificagcbes pos transcricionais
(ROUSSEAU et al.,, 2003). Tém sido demonstrado que polimorfismos na regiao
promotora 3’ ndo traduzida (3’'UTR) do gene HLA-G,é relacionado com diferencas de
expressdo da proteina codificada por ele. Dentre os polimorfismos presentes nessa
regido, destaca-se um polimorfismo de fragmento que pode ser de delecdo ou
insercdo de 14 pares de bases (pb); a insercdo de 14 (pb) esta associada a niveis
reduzidos de RNA mensageiro. Foi demonstrado que as transcricbes com a
sequéncia 14 pb (ins) podem sofrer uma etapa adicional de splicing que retira 92 pb
da regido em que esta sequéncia esta localizada, tornando este RNA mensageiro
mais estavel em relacdo a isoformas completas (ROUSSEAU et al., 2003). Dessa
forma o polimorfismo de insercao/delecao de 14 pb localizado na posicdo +2960 no
exon 8 (rs1704) tem se mostrado importante devido ao seu papel potencial de
splicing alternativo e na estabilidade do RNA mensageiro (ROUSSEAU et al., 2003).

Outros polimorfismos também tem sido descritos como importantes na regulacao
dos niveis de expressao génica do HLA-G. O polimorfismo posicao 3187 do exon 8
esta relacionado com a estabilidade do RNA mensageiro e consequentemente com
a expressdo de HLA-G no tecidos ((HVIID et al., 2003)). Nesta posicao (3187) a
delecdo em um dos alelos garante uma estabilidade maior, enquanto que a insercao
de uma adenina diminui a estabilidade do RNA mensageiro (Estibaliz Alegre et al
2014). Os polimorfismos de um unico nucleotideo (SNP) como a de citosina por
guanina na posicao 3142 bp tém demonstrado influencia direta na expressao desse
gene, uma vez que essa mudanca aumenta a afinidade dessa regido por microRNAs

e que posteriormente tem um efeito supressor sobre o0 RNA mensageiro.

Problema a ser abordado

Desde a década de 70, estudos vem demonstrando que fatores intrinsecos do
préprio organismo humano como idade, condi¢fes fisiologicas, doencas crénicas,

estilo de vida, infec¢cbes oportunistas, caracteristicas genéticas individuais, entre
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outros, podem influenciar na susceptibilidade, gravidade e desfecho de doencas
(CHAPMAN; HILL, 2012; STANKIEWICZ; LUPSKI, 2010). Os polimorfismos
consistem em variacdes na sequéncia de pares de bases do DNA que faz com que
os individuos sejam diferentes entre si, mesmo com 99% da informacédo genética
sendo similar para todos os individuos da espécie humana (ABECASIS et al., 2010;
PANG et al.,, 2010). Estatisticamente estima-se que ocorram variagcbes no DNA
humano na média de 1 a cada 300 a 500 pares de base, ou seja, aproximadamente
10 milhdes de polimorfismos em 3 bilhdes de pares de base que compreendem o
genoma humano (FEERO; GUTTMACHER; COLLINS, 2010; LANDER, 2011).
Nesse contexto diversos tipos de polimorfismos estdo descritos e as variagdes séo
decorrentes de eventos como as delecdes (perda de um segmento nucleotideo
parcial ou completo), inser¢des (adicdo de um ou mais nucleotideos a sequéncia),
transicOes (substituicAo de uma purina por outra purina ou de uma pirimidina por
outra pirimidina) ou duplicacdes (adicdo de um segmento nucleotideo homologo) de
um par de bases a centenas ou milhares de pares de base do DNA (MARDIS, 2011),
modificando assim a matriz de leitura de todas as trincas de pares de bases.
(KORNMAN et al., 1997).

Os polimorfismos sé@o elementos chave em estudos de pesquisa e genética
humana. Tanto para relacionar o funcionamento normal quando para entender os
processos de saude e doenca. Sendo assim, quando um determinado genaotipo esta
relacionado a uma patogenia, estudos funcionais sdo realizados no intuito de
encontrar a funcdo do polimorfismo na patogénese da doenca. Portanto, 0s
polimorfismos séo utilizados como marcadores para localizar genes associados a
doencas em estudos genéticos populacionais de ligacdo e associacdo, a partir de
célculos das frequéncias alélicas e observacéo da diferenca genotipica entre casos
e controles (SCHNEIDER; SCHMIDTKE, 2014). Dessa forma é imprescindivel a
identificacdo das relacdes entre esses polimorfismos e a fisiopatologia da doenca,
para o desenvolvimento de medidas preventivas e novos tratamentos (HART;
MUENKE, 2014); LU et. al., 2013).

Em relacdo ao HLA-G, ja foi demonstrado que o HLA-G atua como regulador da

resposta imune em diversas condi¢gbes inflamatérias (Carosella ED, et al. 2001)
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como as vasculites, que por sua vez afetam a estrutura histologica das paredes dos
vasos e frequentemente podem desencadear processos tromboéticos e lebes
isquémicas, associadas com doencas sistémicas. A ocorréncia concomitante de
arterite cerebral, doencas infecciosas e vasculites de etiologia imunolégica sao
amplamente conhecidas (Younger et al, 1997), (Guimardes Rocha et al, 2001). Além
disso, estudos demonstram que o HLA-G esta relacionado com hemorragia cerebral
(Enrico Fainardi., et al 2011).

A regido 3’'UTR do gene do HLA-G possui diversos elementos regulatérios,
como o sitio responsavel pela sinalizacdo de poliadenilacdo do RNA mensageiro,
gue é fundamental para a estabilidade do transcrito primario. Esse transcrito deve
ser processado onde liga se a proteinas estabilizadoras antes de migrar para o
citoplasma (Aguilera et al 2005). As proteinas ligadas ao RNA mensageiro
influenciam diretamente na traducéo e degradacao, assim como 0s polimorfismos da
regiao 3’'UTR. Estudos mostraram que diferentes gendtipos na regido 3'UTR podem
influenciar diretamente no prognéstico de pacientes. Como exemplo, foi
demonstrado que mulheres homozigotas para a Ins/Ins de 14pb apresentam menor
fertilidade e maiores riscos de abortos recorrentes (O'BRIEN et al., 2001;HVIID,
2004a; HVIID et al., 2004; HYLENIUS et al., 2004). Somado a importancia do padrao
polimorfico do HLA-G no prognostico de diferentes processos fisiologicos e
patolégicos, sabe-se que variantes polimorficas em genes envolvidos em funcdes
endoteliais, inflamacdo, metabolismo lipidico e trombose estdo associados a
doencas circulatérias (GURURAJAN et al., 2011; LEKAKIS et al., 2008). Além disso,
indicios indicam que o HLA-G pode desempenhar um importante papel na
remodelacdo vascular (CARTWRIGHT; WAREING, 2006; LE BOUTEILLER et al.,
1999) pois o0 sHLA-GL1 inibe a proliferacdo de células endoteliais através de ativacao
de mecanismos apoptoticos. Essa atividade é desejavel em condicfes onde exista
formacdo de canais microvasculares formados em regifes de deposicdo de placas
de aterosclerose (LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2011).

Um estudo recente demonstrou que polimorfismos localizados no gene do
HLA-G estdo associados com a doenga de Kawasaki, um vasculite aguda de carater

auto-limitante e que afeta criancas e adultos (KIM et al., 2008). Além disso, foi
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demonstrado que genotipo Ins/Ins esta associado com o desenvolvimento de
hipertensdo em pacientes diabéticos (GARCIA-GONZALEZ et al.,, 2014). A
hipertensdo é uma variavel clinica que esta associada com o polimorfismo de 14pb.
Constatou se que pacientes com o gendtipo Ins/Ins no grupo com diabetes melitus
sdo quase duas vezes mais suscetivel a apresentar hipertensdo do que individuos

homozigoto para delecéo (Del/Del).

Em suma, a participacdo do HLA-G em processos fisioldgicos e patoldgicos
incluindo eventos relacionados a diversos aspectos como a remodelacéo vascular, e
a presenca de associacao de polimorfismos de seu gene com doencas relacionadas
a vasos sanguineos, torna importante o presente estudo, principalmente por abordar

especificamente um polimorfismo que leva a alteracdes nos niveis de HLA-G.
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Justificativa

A Organizagdo Mundial de Saude considera o acidente vascular encefalico

(AVE) como uma doenga grave, sendo a terceira causa de morte mais comum em

paises desenvolvidos (GO et al., 2014; HOWARD et al., 2011) e que esta frequénte

em servigos hospitalares.

Sua incidéncia estd associada a fatores de risco modificaveis e nao

modificaveis, onde o0s principais sdo hipertensdo e a idade, respectivamente
(SUNDSETH et al., 2014)(tabela 1). As rupturas de vasos (NOUH et al., 2014) e/ ou
a interrupcao do fluxo sanguineo por embolia ou trombose (OVERGAARD, 2014)

sédo os fatores associados. Dessa forma, o presente estudo foca se na causa da

doenca por ruptura de vasos, conhecida como AVE do tipo hemorragico.

Tabela 1: Fatores de risco estabelecidos AVE

Riscos modificaveis Riscos nao Outros
modificaveis
Hipertensdo |dade Alcool
Diabetes Sexo Infeccao
Fumo Raca Homocisteina elevada
Fibrilacao atrial Etnia Processo Inflamatério

Outras doencas

cardiacas
Hiperlipidemias
Sedentarismo

Estenose carotidea

assintomatica

Hereditariedade

Anticorpo

antifosfolipideo
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Ataques isquémicos

transitorios

Fonte:( Chaves, 2000)

Com a finalidade de descobrir novas origens da doenca, principalmente em
relacdo a genética humana, estudos sobre polimorfismos sdo realizados, pois 0s
mesmos sado utilizados como marcadores para localizar genes associados a
doencas em estudos genéticos populacionais (SCHNEIDER; SCHMIDTKE, 2014).

Portanto com base em pesquisas e estudos, sabe se que o polimorfismo 14bp
do HLA-G estd relacionado a infec¢des virais, doencas autoimunes, doencas
inflamatorias, canceres (Haddad, et al 2011; Donadi E.A, et al 2011; Brenol C.V.
2012; Curigliano et al.2013).

Sendo assim, o presente trabalho objetiva avaliar a associacdo do
polimorfismo 14bp do HLA-G ao AVE hemorragico e ao aneurisma intracerebral,
gerando assim informacgdes para o desenvolvimento de medidas preventivas e de

novos tratamentos para a doenga.

26



OBJETIVOS

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

intracerebral.

Objetivos Especificos:

e Identificar a frequéncia do polimorfismo na regido 14bp do HLA-G em
individuos portadores de acidente vascular encefalico hemorragico e/ou
aneurisma intracerebral atendidos no Hospital de Base do Distrito Federal-
Brasil;

e Comparar as frequéncias génicas com aquelas observadas em individuos
nao portadores de doencas cronicas, habitantes da mesma regido, e
promover, desta forma, um estudo de caso-controle;

e 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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Metodologia

Aprovacao em comité de ética de pesquisa e ficha de avaliacédo clinica

Submeteu se o projeto junto ao comité de ética (ANEXO A), e apos
aprovacéo, coletou se os dados pessoais dos participantes da pesquisa e através do
preenchimento de uma ficha de identificacdo especifica (ANEXO B) onde cada

paciente foi avaliado e caracterizado.

Ficha Individual dos pacientes

Na ficha individual de cada paciente foi descrito as seguintes variaveis: idade,
sexo, cor, estado civil, data do registro da patologia estudada, presenca de
hipertenséo arterial, diabetes, tabagismo, etilismo. Além disso, exames laboratoriais
como parametros bioquimicos e celulares como uréia, creatinina e plaquetas foram
observados. Foram obtidas também informacdes sobre a escala de Glasgow, Escala
de Rankin, Escala de NIHSS, indice de Bartel, ICH. Além disso, a investigacdo por
neuroimagem por tomografia e angiografia também foram adquiridas dos
prontuarios, sendo que a angiografia pode ser (til para investigar as causas

vasculares.

Classificacao dos pacientes em escalas (Glasgow, Rankin, NIHSS, Bartel, ICH)

Nos servicos de emergéncia, a avaliagdo neurolégica deve abranger
principalmente a gravidade do AVC, o seu tipo e sua localizacao.

A escala de Rankin (ERm) é usado para avaliar a incapacidade (disability).
Utiliza-se na avaliacdo da recuperacdo neurolégica e como end-point primario
(prognéstico) em estudos clinicos para o tratamento do AVC (acidente vascular
cerebral). A versdo utilizada da escala modificada de Rankin consiste de 6
categorias que variam de 0 a 5, sendo que o0 escore 6 consiste em Obito nos
estudos clinicos. A escala visa avaliar a capacidade do individuo em desempenhar
as atividades cotidianas, baseada na incapacidade global (em particular a
incapacidade fisica), na assisténcia para realizar atividades instrumentais e basicas
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da vida com énfase no comprometimento motor. E um instrumento que pode ser
aplicado por qualquer profissional da area da saude, e que possui moderada
confiabilidade entre diferentes observadores (BRUNO; SWITZER, 2013).

O indice de Barthel (IB) assim com a escala de Rankin, consiste na avaliagdo
da incapacidade (Disability) mensurada em 10 aspectos basicos da atividade diaria.
Relacionadas a mobilidade, cuidados pessoais (alimentagcdo, higiene pessoal,
controle dos esfincteres vesical e intestinal, independéncia no banheiro,
transferéncia da cadeira, marcha e capacidade para subir escadas). E um
instrumento que vem sendo bastante utilizado como medida de progndstico pos-
AVE. Utiliza também para a avaliacdo de outras desordens neuroldgicas. O escore
varia de 0 a 100 (com intervalos de 5 pontos) onde 100 (maximo) consiste em
independéncia total e O dependéncia total. As pontuacfes abaixo de 50 caracterizam
dependéncia. (CIONCOLONI et al., 2012). O IB avalia de duas diferentes maneiras:
(a) Quanto a classificacdo prognostica - Grupo I: 0 a 45 pontos= incapacidade
severa; Grupo Il: 50 a 70 pontos=moderada; Grupo lll: 75 a 95 pontos=leve e Grupo
IV: 100 pontos=independéncia funcional; (b) Quanto aos agrupamentos funcionais
Grupo A: auto-cuidados (itens 1 a 7: alimentacdo, 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).

A National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) consiste de uma escala de
padronizacdo, validacdo, e quantificacdo da severidade e magnitude do déficit
neurolégico apés o AVE. A escala baseia-se em 11 itens do exame neurologico
como nivel de consciéncia, desvio ocular, paresia facial, linguagem, fala,
negligéncia/extincdo, funcdo motora e sensitiva dos membros e ataxia. A pontuacéo
de NIHSS varia de 0 (sem evidéncia de déficit neurolégico pela esfera testada na
escala) a 42 (paciente em coma e irresponsivo). Dos 42 pontos na NIHSS, 7 pontos
estdo diretamente relacionados com a linguagem (orientacdo 2,comandos 2, afasia
3) e somente 2 pontos relativos a negligéncia (MARTIN-SCHILD et al., 2011).

A escala de AVE do NIH auxilia no seguimento neurolégico e na deciséo
terapéutica, sendo que pacientes com menos de 4 pontos apresentam déficits leves,
enquanto que pacientes com mais de 22 pontos tém um alto risco de desenvolver

hemorragia sintomética, necessitando assim avaliacdo caso a caso. Apesar disso,
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sugere-se a utilizacdo da escala de coma de Glasgow para auxilio no segmento do
exame neurologico (KWAH; DIONG, 2014).

A escala de coma de Glasgow (ECG) consiste em um método confidvel para
registrar o nivel de consciéncia de um individuo, portanto avalia-se na etapa inicial e
de forma continuada. Esses valores séo utilizados no progndstico do paciente e na
previsdo de sequelas casuais. Inicialmente avalia-se o nivel de consciéncia logo
apos o trauma encefélico. A interpretacdo desta escala consiste da seguinte
maneira: 3 = Coma profundo; (85% de probabilidade de morte); 4 = Coma profundo;
7 = Coma intermediério; 11 = Coma superficial; 15 = Normalidade (BARLOW, 2012).

Outra escala utilizada foi a "ICH Score", que consiste da andlise de variaveis
clinicas e tomogréaficas de forma associada, propiciando assim acuracia na
determinacdo da mortalidade e no bom prognostico funcional. Nessa analise, leva-se
em conta a pontuacdo de cinco componentes relacionados a hemorragia
intracerebral espontanea (SICH): Escala de Glasgow Outcome (GOS), volume ICH,
presenca de hemorragia intraventricular, origem infratentoriais e idade. Onde 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, W. et al., 2013)

As escalas para analise de hemorragia intracerebral espontanea possibilitam
o entendimento fisiopatologico da doenca, além de auxiliar na determinacdo da

mortalidade e dependéncia funcional.

Procedimentos técnicos e laboratoriais

Coleta de material para anéalise de Patologia Molecular clinica

Os participantes foram submetidos a coleta de aproximadamente 10 mL de
sangue por meio de puncdo de veia periférica, utilizando materiais estéreis e
descartaveis. 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.

As amostras de sangue dos participantes foi encaminhada ao Laboratério de

Biologia Molecular do Centro de Bioprospeccdo e Neurociéncias (Instituto de
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Ciéncias Biologicas, Universidade de Brasilia), onde |4 foram estocados sob a
guarda da Profa. Dra. Méarcia Renata Mortari para posterior etapa de extracdo do
DNA das amostras. As amostras foram fracionadas com o Laboratorio de Analises
Clinicas da FCE sob supervisdo da professora Dra lzabel Cristina Rodrigues da

Silva.

Participantes da pesquisa

Os participantes da pesquisa foram divididos em grupo caso e grupo controle.
O grupo caso teve como critérios de inclusdo pacientes de ambos os sexos, idade
maior que 18 anos, com diagnostico de AVEH e aneurisma intracerebral.

Os critérios de exclusdo foram menores de 18 anos, individuos sem
diagnostico de AVEH e/ou aneurisma intracerebral, ou individuos que néo
desejavam participar da pesquisa ou representantes legais que ndo consentiram em
participar.

O grupo controle consistia de individuos de ambos 0s sexos, idade maior que
18 anos, sem AVEH e aneurisma intracerebral, que néo tivessem parentesco com 0s
pacientes do grupo caso, sendo que os critérios de exclusdo foram individuos
menores de 18 anos, parentes de individuos com AVEH e/ou aneurisma

intracerebral, individuos que ndo desejavam participar da pesquisa.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os
participantes do presente estudo no intuito de informa-los sobre o intuito do estudo e
em condicbes de compreender e assinar o TCLE. Os pacientes que néo
apresentavam condicdes clinicas de compreender o termo de consentimento devido
a sua patologia, tiveram suas solicitacdes do TCLE encaminhada ao responséavel
legal dos pacientes. Foi também obtido um TCLE de individuos sem as patologias a
serem estudadas, que fazem 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
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opcao de escolher entre serem informados ou ndo sobre resultados de seus

exames.

Termo de Guarda de Material Bioldgico

O Termo de Guarda de Material Biolégico foi obtido de todos os participantes
do presente estudo (Anexo D).

Aos individuos participantes da pesquisa foi dada a possibilidade de autorizar
ou ndo o armazenamento de dados e materiais bioldgicos coletados no ambito da
pesquisa. Todo individuo possui acesso a seus dados genéticos, assim como o
direito de retira-los do banco onde se encontram armazenados, a qualquer

momento.

Extracdo de DNA

O DNA foi extraido de sangue periférico com uso do kit Invisorb Spin Blood
Mini Kit (250) da empresa Invitek (catdlogo #CA10-0005, lote #1031100300). A
concentracdo de DNA foi determinada pela quantificacdo no NanoDrop, onde
posteriormente ajustou-se a concentragdo de DNA para cada amostra nas reacdes

de amplificacao.

PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase) Qualitativo

As sequéncias de oligonucleotideos utilizadas para avaliar o polimorfismo HLA-G

Toda a regido 3'UTR do gene HLA-G foi amplificada por PCR, conforme

descrito Bermingham et al. 2000, utilizandos os primers HLAG8R -
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GTCTTCCATTTATTTTGTCTCT e HLAGB8F — TGTGAAACAGCTGCCCTGTGT. As
condigbes de termociclagem foram 94°C por 3 minutos (desnaturacdo inicial),
seguida por 31 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, acompanhada de
58°C por 25 segundos, para o anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 25
segundos para a extensao dos fragmentos. A extenséo final foi realizada a 72°C por
5 minutos. O equipamento utilizado foi termociclador Techne modelo TC-512.

Em cada reacdao, foram utilizados 5,0 pL de DNA gendémico na concentragcao
de (15%) ng/uL; 2,5uL de tampao 10x (10mM de Tris e 50mM de KCI); 0,75 uL de
MgCI2 (Fermentas), 2,0 pL de dNTPs (2,5mM; LGC); 0,4 pL de Tag-Polimerase
(Fermentas, 5U/uL); 1,0uL 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 €& um fragmento de 345-pb quando delecdo e 359-pb
guando insercdo. Essa identificacao € feito por eletroforese em gel de poliacrilamida
10% e corado por impregnacdao pela prata, conforme exemplo a seguir (Figura 5).
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359pb
345pb

Figura 5 - Gel de eletroforese da amplificacdo da regido 3'UTR do HLA-G. (DD)
Homozigoto para delecdo dos 14 pb; (DI) Heterozigoto para delecédo e inserc¢éo;
(I Homozigoto para insercédo de 14 pb; (M) Marcador.

Na figura 5 esta representada a eletroforese, em gel de poliacrilamida a 10%
e corado com prata, das amplificagdes da regido 3’'UTR do HLA-G. Os fragmentos
de 345 pb e 359 pb indicam que um alelo de 14 pb estd ausente na sequéncia
menor e presente na maior. Os individuos que apresentam os fragmentos nos dois
alelos sdo homozigotos para insergéo (ll), os individuos que apresentam apenas um
fragmento sdo heterozigotos (DI) e os individuos que tem auséncia do fragmento

nos dois alelos sdo homozigotos para delecgéo.
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Andalise estatistica

Estimativa das frequéncias genotipicas e alélicas

As frequéncias genotipicas e lélicas foram contabilizadas através de
contagem direta, utilizando o programa SPSS versao 20.0. A comparagdo das
distribuicbes dessas frequéncias foi feita através das aplicacbes dos testes qui-
guadrado e ANOVA com pos teste de Tukey, de forma a detectar possiveis
associacdes dos gendtipos entre os grupos avaliados, grupo caso e grupo controle.

Foram consideradas associagdes com probabilidades menores que 5% (P<0,05).

Analise dos dados dos sujeitos de pesquisa.

Também foram estimadas as frequéncias de caracteristicas dos sujeitos de
pesquisa, considerando: sexo, tabagismo, etilismo, presenca de hipertenséo arterial
(HAS), e diabetes; por outro lado, as variaveis quantitativas idade e glicemia foram
descrita em termos de suas estatisticas-resumo (média e erro padrao).

Subsequente a isso, as caracteristicas clinicas do grupo controle foram
descritas estatisticamente, seguindo como exemplo 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 comparacado das distribuicdes das frequiéncias
foi aplicado o teste do qui-quadrado e ANOVA com pés teste de Tukey, Foram

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

Caracteristicas dos sujeitos

Na tabela 2 estdo descritas caracteristicas dos sujeitos de pesquisa
analisados conforme o grupo. Foi observado que, em relagdo ao sexo, 8 sujeitos do
grupo controle (50,0%) eram homens, e que esta distribuicdo percentual ndo era
diferente estatisticamente (P = 0,740) dos demais grupos: AVEH (45,0%), Aneurisma
(39,5%). A diferenca estatistica ndo foi observada também na distribuicdo da
presenca individuos com habito de fumar (31,3% do grupo controle; 40,0% do grupo
AVEH e 39,5% do grupo aneurisma; P = 0,807); e da ingestado de bebidas alcodlicas
(25,0%; 35,0%; e 16,3%; respectivamente, P= 0,105). Porém, a presenca de
hipertenséo arterial (HAS) era a diferenca marcante entre 0s grupos, sendo apenas
12,5% dos sujeitos do grupo controle eram portadores desta caracteristica, contra
75,0% dos sujeitos com AVEH e 72,1% dos sujeitos pertencentes do grupo
aneurisma (P = 0,000). Também em relacdo ao diabetes, quatro sujeitos do grupo
aneurisma eram portadores da patologia, e assim, proporcionalmente o grupo
aneurisma diferia estatisticamente dos demais (P=0,026).

Para a analise das caracteristicas quantitativas dos sujeitos, construiu-se a
tabela 3. Nao observada uma diferenca significante na proporcéo de individuos com
relacdo a idade (P =0,054), e, portanto, os sujeitos do grupo controle, AVEH e
aneurisma apresentavam, em média, a mesma idade. Por outro lado, neste tipo de
analise foi possivel notar que, os grupos se diferenciavam quanto a glicemia média,

e 0 grupo aneurisma era portador da maior glicemia média (120+4 mg/dL).

Tabela 2- Distribuicdo da frequéncia e da porcentagem dos grupos estudados
(controle, AVEH, aneurisma, AVEH) segundo o sexo, presenca de HAS e diabetes,

tabagismo e etilismo.

Grupo

AVEH Aneurisma Controle Total

36



N % N % N % N % P

masculino 27 45,0 17 39,5 8 50,0 52 43,7

Sexo feminino 33 550 26 60,5 8 50,0 67 56,3 0,740
Total 60 100,0 43 100,0 16 100,0 119 100,0
sim 45 75,0 31 72,1 2 125 78 65,5

HAS nao 15 25,0 12 279 14 87,5 41 34,5 0,000*
Total 60 100,0 43 100,0 16 100,0 119 100,0
sim 0 0,0 4 93 0 0,0 4 34

Diabetes  néo 60 100,0 39 90,7 16 100,0 115 96,6 0,026*
Total 60 100,0 43 100,0 16 100,0 119 100,0
sim 24 40,0 17 39,5 5 31,3 46 38,7

Tabagismo néao 36 60,0 26 60,5 11 68,8 73 61,3 0,807
Total 60 100,0 43 100,0 16 100,0 119 100,0
sim 21 350 7 16,3 4 250 32 269

Etilismo nao 39 65,0 36 83,7 12 /50 87 73,1 0,105
Total 60 100,0 43 100,0 16 100,0 119 100,0

*diferenca estatistica (P<0,005); teste qui-quadrado

Tabela 3- Estatisticas-resumo (média e erro padrédo) da idade e glicemia dos

grupos controle, AVEH e aneurisma.

Grupo
AVEH Aneurisma Controle Total
Erro Erro Erro Erro
Média Média Média Média
Padrao Padrao Padrao Padrao
Idade 55 1 52 1 56 2 54 1 0,054
Glicose
120 4 99 2 114 3 0,045*
(mg/dL)

#Conforme o teste estatistico ANOVA.
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Na tabela 4, avalia-se a diferenca na proporcdo de individuos nas escalas:
Glasgow, Rankin, NIHSS e Barthel. Nao foi observada diferenca na proporcéo de
individuos entre os grupos na Escala de Glasgow (P=0,066), e somente nesta
escala, dado que proporcionalmente, os individuos do grupo AVEH diferiam
estatisticamente do grupo Aneurisma. Em relacdo as escalas, foi possivel verificar
gue a maioria dos individuos foi considerada em normalidade, conforme a escala de
Glasgow (sendo que seis individuos com AVE apresentava coma intermediario;
guanto a avaliacdo funcional, em conformidade com a escala de Rankin, observou-
se que mais de trés quartos dos individuos em cada grupo, apresentavam no
maximo uma incapacidade leve, sendo portanto capazes de realizar suas
necessidades especiais). Porém, pelo indice de Barthel, para os grupos AVEH.
18,3% 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 neuroldgicos leves ou melhoras
apos AVC.
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Tabela 4- Distribuicdo das caracteristicas clinicas (escala de Glasgow, Rankin,
NIHSS, Barthel, nos individuos pertencentes aos grupo caso (AVEH e

Aneurisma).
Grupo
AVEH Aneurisma Total
N % N % N % P
8 3 5,0% 0 0,0% 3 2,9%
3 5,0% 0 0,0% 3 2,9%
Escala de
12 3 5,0% 0 0,0% 3 2,9% 0,066
Glasgow
13 2 3,3% 0 0,0% 2 1,9%
15 49 81,7% 43 100,0% 92 89,3%
0 18 30,0% 4 9,3% 22 21,4%
1 25 41,7% 35 81,4% 60 58,3%
Escala de 2 3 5,0% 0 0,0% 3 2,9% 0,000*
Rankin 3 3 5,0% 4 9,3% 7 6,8%
4 5 8,3% 0 0,0% 5 4.9%
5 6 10,0% 0 0,0% 6 5,8%
0 22  36,7% 18 41,9% 40 38,8%
1 0 0,0% 5 11,6% 5 4 9%
2 9 15,0% 8 18,6% 17 16,5%
3 12 20,0% 4 9,3% 16 15,5%
Escala NIHSS
4 8 13,3% 4 9,3% 12 11,7% 0,003*
6 0 0,0% 4 9,3% 4 3,9%
18 6 10,0% 0 0,0% 6 5,8%
20 3 5,0% 0 0,0% 3 2,9%
) 0 3 5,0% 0 0,0% 3 2,9%
Indice de
3 5,0% 0 0,0% 3 2,9%
Barthel
10 3 5,0% 0 0,0% 3 2,9%
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1,9% 0,000*
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15,5%

10,7%

7,8%

43,7%

*diferenca estatistica (P<0,005); teste qui-quadrado

Com relacdo aos parametros bioquimicos e celulares, a tabela 5 avalia a

diferenca média de individuos dos grupos caso quanto a glicose, creatinina e

plaquetas. Quanto as plaquetas e a creatinina ha uma diferenca significante, ja que

P<0,05, mostrando que em relacéo a estes dois parametros, os individuos do grupo

aneurisma apresentavam as maiores medias.

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

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

Grupo
AVEH Aneurisma Total
erro erro erro
o padréo o padréo o padréao
média média média
da da da
média média média
Glicose (mg/dL) 114 4 120 4 116 3 0,328
Creatinina(mg/dL) 0,78 0,02 1,72 0,40 1,16 0,17 0,006*
Plaquetas ( x
300 11 334 12 314 8 0,037*

100.000 mm®)

*Diferenca estatistica, teste ANOVA.
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Anédlise do polimorfismo -14 pb naregido 3'UTR do gene do HLA-G

As frequéncias genotipicas estdo apresentadas na tabela 6. Foi observado
qgue nao houve diferenca proporcional entre os grupos em relacdo genoétipo, com
P=0,845. Em relagdo ao gendtipo DD, verificou-se que 26,7% dos individuos com
AVEH eram portadores desta caracteristica, contra 34,9% dos individuos com
aneurisma e 30,3% daqueles do grupo controle. Quando divide-se 0s sujeitos em
grupos caso (aneurisma ou AVEH) e controle ainda ndo se observa a diferenca
proporcional (P= 0,788; tabela 7). Quando analisada as frequéncias alélicas,
também nao foi observada diferenca nas proporcdes dos alelos ente 0os grupos caso
e controle (P=0,775; tabela 8).
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Tabela 6- Distribuicdo das frequéncias genotipicas do polimorfismo 14 pb do

gene HLA-G nos diferentes grupos (controle, AVEH e aneurisma)

Grupo
AVEH Aneurisma Controle Total
N % N % N % N % p*
DD 16 26,7 15 34,9 5 31,3 36 303
HLA-G DI 33 55,0 20 46,5 7 438 60 50,4 0,845
14pb I 11 18,3 8 18,6 4 250 23 19,3
Total 60 100,0 43 100,0 16 100,0 119 100,0

"teste qui-quadrado

A tabela 7 avalia as frequéncias genotipicas, do grupo controle e do grupo caso

em que se enquadram pacientes com AVEH ou aneurisma.

Tabela 7- Distribuicdo das frequéncias genotipicas do polimorfismo 14 pares

de base do gene HLA-G nos diferentes grupos (controle e caso- AVEH e

aneurisma).
Grupo
Caso
(AVE/Aneurisma) Controle Total
N % N % N % P
HLA-G DD 31 30,1% 5 31,3% 36 30,3%
14pb DI 53 51,5% 7 43,8% 60 50,4% 0,788
I 19 184% 4 25,0% 23 19,3%
Total 103 100,0% 16 100,0% 119 100,0%
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Tabela 8- Distribuicdo das frequéncias alélicas do polimorfismo 14 pares de

base do gene HLA-G nos diferentes grupos (controle e caso- AVEH e

aneurisma).
Grupo
Caso . Controle Total
(AVE/Aneurisma)
N % N % N % P
HLA-G D 115 55,83 17 53,13 132 55,46
14pb | 91 44,17 15 46,87 106 44,54 0,775
Total 206 100 32 100 238 100
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DISCUSSAO

Os polimorfismos de (STRs) (short tandem repeats) (sequéncias curtas de
repeticbes em tandem) estdo amplamente distribuidos no genoma humano e
constituindo aproximadamente 3% do genoma (Lander et al., 2001). A identificagao
e associacdo desse tipo de polimorfismo com condi¢des fisiopatologicas séo
fundamentais para entendermos e direcionarmos a pesquisa, o desenvolvimento de
marcadores moleculares diagnésticos, além da elaboracdo de medidas preventivas

e tratamento.

Dentro desses tipos de polimorfismo o presente trabalho destaca o
polimorfismo do gene HLA-G que ja vem sendo estudado e descrito em algumas
condicdes fisioldgicas e patoldgicas. Diversos trabalhos associam esse polimorfismo
ao sucesso de alo transplantes, a suscetibilidade a infec¢des virais, a doencas
autoimunes e a canceres (ARUNA et al., 2011; BOUKOUACI et al., 2011; BRENOL
et al., 2012; CHEN et al., 2012; CRISPIM et al., 2008; DONADI et al., 2011;
FABRIS et al., 2011; HADDAD et al., 2011).

No presente estudo pudemos observar que ndo houve variacdo estatistica
significativa entre o grupo controle e os portadores da patologia, como observado na
tabela 7, em que a frequéncia genotipica entre os individuos caso e controle nao
diferem estatisticamente. Com base em dados da literatura pode-se associar o0 HLA-
G com doencas circulatorias como hipertensdo arterial mas no presente estudo néo
observou-se correlacdo direta entre o genoétipo do polimorfismo de 14 pb HLA-G com
aneurisma e AVEH.(DONADI et al., 2011). Apesar de ndo ser encontradas
diferencas entre 0s grupos outros trabalhos ja demonstraram a importancia desse
polimorfismo nas chances de desenvolvimento de algumas patologias e no desfecho
de outras. Estudos demonstraram que mulheres com o gendtipo homozigoto para
delecdo apresentam maiores riscos de desenvolver cancer de mama (ESKANDARI-
NASAB et al., 2013). Outro trabalho mostra que criancas com o genétipo homozigoto
para delecdo apresentam efeito protetor com relacdo a infeccdo perinatal do HIV
(FABRIS et al., 2009). Ja em pacientes com diabetes mellitos tipo 2, o gendtipo
homozigoto para inser¢cao pode contribuir para o desenvolvimento de hipertenséo

arterial (GARCIA-GONZALEZ et al., 2014).
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Mais de 65% de pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 morrem de
doencas cardiovasculares e AVE (FERNANDEZ-VELASCO et al., 2014). Por outro
lado, Pacientes sem caso clinico de diabetes tem menores riscos de desenvolver
aneurisma ((SHANTIKUMAR et al.,, 2010), fato este também demonstrado no
presente estudo.

A HAS é duas vezes mais frequente em individuos diabéticos do que na
populacdo em geral, afetando 30 a 80% destes doentes, sendo que em 60% dos
individuos com acidente vascular encefalico agudo apresentam hipertensao e que é
um dos maiores fatores de risco para a ocorréncia do AVEH e do aneurisma
intracerebral (MILLER et al., 2014). Sendo assim o presente estudo confirma essa
informacé&o, considerando que houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos considerando a HAS (P = 0,000).

Observou-se também que o grupo de pacientes com aneurisma possuiam o
parametro de glicose proximo do limite maximo, isso ocorreu pois dentro do grupo
analisado haviam alguns pacientes diabéticos. Deve-se ressaltar também que a
diabetes € um fator de risco para o desenvolvimento de doencas circulatorias e
consequentemente aneurisma (CLARKE, 2008; SHANTIKUMAR et al., 2010)

Apesar dos parametros de creatinina e plaquetario estarem dentro do
intervalo de normalidade, os valores de AVEH e aneurisma diferem, sendo que o
aneurisma apresenta valores maiores desses parametros. Esta constatacdo é
importante pois esta descrito na literatura que o nivel elevado de creatinina e altas
taxas plaquetéarias sao indicadores de prognaéstico ruim para o aneurisma (BROOKS
et al., 2011; DAVIES et al., 2011; LEVITT et al., 2013; SCHROCK; GLASENAPP;
DROGELL, 2012).
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Conclusao

No presente estudo, observou-se que a distribuicdo do polimorfismo genético
de 14 pb na regido 3’'UTR do gene HLA-G em sujeitos com ao AVEH e aneurisma
intracerebral, quando comparados com o0 grupo controle, ndo apresentaram
diferencas estatisticas.

Quanto aos aspectos clinicos, havia diferenca nos valores da glicemia nos
pacientes com aneurisma em relacdo ao AVEH e controle, além disso na presenca
de hipertensdo arterial (quando os casos sao comparados com 0s controles) e
creatinina (observando apenas 0 grupo caso, 0s pacientes portadores de aneurisma
cerebral tiveram niveis séricos de creatinina aumentada) haviam diferencgas clinicas.

Até o momento o polimorfismo de 14 pb do HLA-G n&o se apresenta como
um bom marcador molecular que indica risco para as patologias estudadas no

presente trabalho.
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ANEXOS

ANEXO A - Aprovacdao do projeto pelo comité de ética em pesquisa/SES-DF.

GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
Fundagio de Ensfno e Pequisa em Ciéncias da Sadde

/?

Pesquisa

de e
cias da Seinfo
COMITE DE ETICA EM PESQUISA/SES-DF

PARECER N2 0095/2010

PROTOCOLO Ne=2-PROEIC: 38012010 — POLIMORFISMOS GENETICOS
ASSOCIADOS AO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO HEMORRAGICO
E AO ANEURISMA INTRACEREBRAL.

Instituicdo Pesquisada: Secretaria de Satde do Distrito Federal/SES-DF.,

Area Tematica Especial: Grupo Ill (nao pertencente a area tematica especial),
Ciéncias da Saude.

Validade do Parecer: 15/1 2/2012

Tendo como base a Resolugédo 196/96 CNS/MS, que dispée 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 Saude do Distrito Federal, apos
apreciagao ética, manifesta-se pela APROVAGAO DO PROJETO.

Esclarecemos que o pesquisador devera observar as responsabilidades
que lhe séo atribuidas na Resolugdo 196/96 CNS/MS, inciso IX.1 e IX.2, em
relagdo 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.

Atenciosatnente,

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

Coordenadora
AL/CEP/SES-DF

Comité de Etica §m Pesquisa
Fone: 325-4955 - Fone/Fax: 326-011¢~ e-mail- cepsesdf@saude.df. gov.br
SMHN — Q. 501 - Bloco "A” — Brasilia—~ DF — CEP.: 70.710-907

Fundag3o de Ensino e Pesquis?m Ciéncias da Saude - SES

BRASILIA - PATRIMONIO CULTURAL DA HUMANIDADE



ANEXO B - Ficha de identificacdo dos participantes da pesquisa.
Ficha de identificacdo dos participantes da pesquisa: Polimorfismo genético ctla4 -

318 (c/t) associado ao acidente vascular encefalico hemorragico e ao aneurisma

intracerebral.

Nome do participante:

Nome do representante legal (se houver):

Idade:
Sexo: [10Masc. [0Fem.

Cor:

Estado Civil:

Data do acidente vascular encefalico hemorragico e/ou do aneurisma

intracebral:

Hipertensao arterial: [1 Sim [ Nao

Pressao Arterial:

Diabetes: [1 Sim [J Nao

Glicemia:

Tabagismo: (1 Sim [1 Nao Se sim, quantos magos por dia:

Etilismo: [ Sim [ Nao Se sim, quanto por dia:

Uréia:

Creatinina:

Plaquetas:
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Escala de Glasgow:

Escala de Rankin:

Escala NIHSS:

indice de Barthel:

ICH:

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
ndo tiver entendido bem. A equipe deste estudo respondera as suas perguntas a
gualquer momento (antes, durante e apos o estudo).

Natureza e objetivos do estudo:

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

Procedimentos do estudo:

Sua participacdo 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. Serao utilizados equipamentos novos, estéreis e descartaveis.

N&do haver4d 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 incobmodo de dor no momento da introducdo da agulha
para a retirada do sangue e, eventualmente, a formag¢do de um pequeno hematoma
(mancha roxa) no local. Caso haja algum problema vocé recebera a atencéo

necessaria e o ressarcimento de alguma eventual despesa.
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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.

Participagéo, recusa e direito de se retirar do estudo:

Sua participacé@o é voluntaria. Vocé ndo tera nenhum prejuizo se nédo quiser
participar. Vocé podera se retirar desta pesquisa a qualguer 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.

Confidencialidade:

Seus dados serao identificados com um numero e somente 0s 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 solicitacdo, 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 Comissio
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 informacao 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.
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Assinatura do participante

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Paciente

Polimorfismos genéticos associados ao Acidente Vascular Encefélico Hemorragico

e ao Aneurisma Intracerebral

Este documento que vocé esta lendo € 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 contetdo. Ao final, caso
decida patrticipar, 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 apods o estudo).

Natureza e objetivos do estudo:

Vocé esta 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 decisédo € 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 doencas, 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:

Sua participacdo consiste em responder um questionario e autorizar que seu
0S pesquisadores possam ver seu prontuario, para que tenham maior conhecimento

de seus exames, tratamento e da histéria da sua doenca.
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ApOs isso serd 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 realizagdo de diversos outros
tipos de exame de sangue. Serdo utilizados equipamentos novos, estéreis e
descartaveis.

N&o haver4d nenhuma outra forma de envolvimento ou comprometimento
neste estudo.

Riscos:

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

Podera haver pequeno incomodo de dor no momento da introdugéo 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
identificacdo de algum problema néao 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 relagéao
as causas genéticas da doenca.

Participacdo, 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 poderd se retirar desta pesquisa a qualquer momento, bastando para
iSso entrar em contato com um dos pesquisadores responsaveis.

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

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

Confidencialidade:
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Os seus registros médicos serdo sempre tratados confidencialmente.

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

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

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficard 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 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 informacao que
esteja relacionada com sua privacidade.

Se o Senhor(a) tiver qualquer davida 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 relacéo a assinatura
do TCLE ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do
telefone: (61) 3325-4955. Este documento foi elaborado em duas vias, uma 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 fazer parte
deste estudo.

Brasilia, de de

Participante
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Representante Legal

Polimorfismos genéticos associados ao Acidente Vascular Encefalico Hemorragico e

ao Aneurisma Intracerebral

Este documento que vocé esté lendo € chamado de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Ele contém explicacdes 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 conteuddo. Ao final, caso
decida aprovar a participacao, vocé sera solicitado a assina-lo e recebera uma cépia
do mesmo. Antes de assinar faca perguntas sobre tudo o que néo tiver entendido
bem. A equipe deste estudo respondera as suas perguntas a qualquer momento
(antes, durante e apos 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 doengas, 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 :

A participacdo do paciente sob sua responsabilidade consiste em autorizar
gue 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.
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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 sao inerentes do procedimento de
coleta de sangue. Medidas preventivas durante a coleta serdo tomadas para
minimizar qualquer risco ou incémodo.

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

Beneficios:

A participacao do paciente sob sua responsabilidade podera proporcionar, no
ambito pessoal, a identificacdo de algum problema n&o antes conhecido.

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

A participacdo do paciente sob sua responsabilidade podera ainda ajudar no
maior conhecimento sobre o aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”),
principalmente em relacéo as causas genéticas da doenca.

Participacdo, 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.
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Conforme previsto pelas leis brasileiras vocé ndo haverd nenhum tipo de
compensacao financeira pela participagao neste estudo.

Confidencialidade:

Os registros médicos serdo sempre tratados confidencialmente.

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

Os resultados dos exames, bem como as informa¢des do prontudrio, 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 informacao que

esteja relacionada com sua privacidade.

Se o Senhor(a) tiver qualquer davida em relagdo 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 relacéo a assinatura
do TCLE ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do

telefone: (61) 3325-4955. Este documento foi elaborado em duas vias, uma 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

participagao do paciente sob minha responsbilidade, o]
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Sr(a)

de de

Brasilia,

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 Biolégico — Individuos “saudaveis”

Este documento é chamado é chamado Termo de Guarda de Material
Biolégico. Ele contém explicacbes sobre a guarda de seu material bioldgico
(sangue). Vocé podera autorizar ou ndo a guarda de seu material biolégico. A
deciséo € 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 tera acesso aos resultados dos seus exames.

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

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

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

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

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

Etica em Pesquisa.
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Eu, RG

, apbs receber uma explicacdo 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

Termo de Guarda de Material Biolégico — Paciente

Este documento & chamado é 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, 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.
Méarcia Renata Mortari. - O sangue sera utilizado somente em pesquisas que tenham
como obijetivos 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 serao 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 informacdo que ponha em risco sua privacidade.

Todas as informacdes estardo sempre a sua disposicao, bastando para isso

entrar em contato com um dos pesquisadores.
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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 Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa.

Eu, RG
, apbs receber uma explicacdo completa dos procedimentos

envolvidos na guarda de material biolégico, venho através deste termo consentir a

guarda de meu material biolégico (sangue) decorrente da presente pesquisa.

Assinatura do participante

Brasilia, de de

Termo de Guarda de Material Biol6gico — Representante Legal

Este documento & chamado & chamado Termo de Guarda de Material
Biologico. Ele contém explicacdes sobre a guarda do material biolégico (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 sera submetida para
aprovacao do CEP da instituicdo e, quando for o caso, da Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa.

A qualquer momento vocé tera acesso aos dados do paciente sob sua
responsabilidade e de seus dados genéticos, assim como tera o direito de retirar o
material biolégico do banco onde se encontra armazenado.

Todas as informacdes estardo sempre a sua disposicao, 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.
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As amostras de sangue serdo identificadas com um nimero e ndo com o
nome do paciente sob sua responsabilidade. Somente os pesquisadores saberédo a
quem pertence cada namero.

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 encefélico (“derrame”).

O sangue do paciente sob sua responsabilidade, coletado no presente
estudo, ficara 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.

Eu, RG

, apos receber uma explicagdo completa dos procedimentos

envolvidos na guarda de material biologico, venho através deste termo consentir a
guarda do material biolégico (sangue) do paciente sob minha responsabilidade.

Paciente sob minha responsabilidade:

Assinatura do participante

Brasilia, de de
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