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RESUMO

O acidente vascular encefélico (AVE) tem sido cada vez mais observado na
populacao e ja é ocorréncia frequente em ambiente hospitalar. Os fatores de risco
para 0 acontecimento podem ser modificaveis e/ou ndo modificaveis, onde o0s
principais sao hipertensdo e a idade, respectivamente. Os polimorfismos sé&o
estudados com a finalidade de descobrir novas origens de doencas que até entédo
sdo desconhecidas, uma ferramenta para isso € estudar a origem genética, nesse
ponto, estudos sobre origens e apresentacdo dos polimorfismos sdo desenvolvidos,
pois estes sdo utilizados como marcadores para localizar genes associados a
doencas em estudos genéticos populacionais. A vista disso, o presente trabalho tem
como objetivo avaliar a associacdo do polimorfismo -174 G/C da interleucina-6 ao
AVE hemorragico e ao aneurisma intracerebral. O grupo estudado foi composto por:
16 individuos controle, e 42 individuos caso (portadores de AVE ou aneurisma
intracerebral). Os grupos foram recrutados, e contribuiram com amostras de sangue,
informacgdes clinicas, dentre elas idade, glicemia, sexo, presenca de hipertenséo,
diabetes, tabagismo, etilismo, glicemia, creatinina e nimero de plaquetas. Foi feita a
extracdo de DNA e uma PCR, seguida de perfil de restricdo enziméatica para estudo
do polimorfismo. Foi verificado que a distribuicdo do polimorfismo genético na regido
promotora do gene IL-6 em sujeitos com ao AVEH e aneurisma intracerebral,
comparados com o grupo controle apresentou diferenca estatistica, e o alelo G foi
observado como fator de risco para a ocorréncia de AVEH e aneurisma
intracerebral, conforme ja observado em outros estudos. Quanto aos aspectos
clinicos, havia diferenca na presenca de hipertensao arterial (quando os casos sao
comparados com os controles) e numero plaquetas (observando apenas o grupo
caso, 0S pacientes portadores de aneurisma apresentaram elevado numero de

plaguetas, mas que ainda estdo dentro da normalidade segundo a literatura).

Palavras chave: polimorfismo; interleucina- 6; citocinas; acidente vascular

encefalico; aneurisma.



ABSTRACT

Stroke has been increasingly observed in the population and it is frequently occurring
in hospitals. Risk factors for the event can be modified and / or non-modifiable, which
are the main hypertension and age, respectively. The polymorphisms are studied in
order to find new sources of diseases which are hitherto known, it is a tool to study
the genetic origin at this point sources and studies show polymorphisms are
developed, as these are used as markers to locate genes associated with diseases
in population genetics studies. In view of this, the present study aims to evaluate the
association of the polymorphism -174 G / C interleukin-6 to hemorrhagic stroke and
intracerebral aneurysm. The study group was composed of 16 control subjects and
42 case subjects (patients with stroke or intracerebral aneurysm). The groups were
recruited, and contributed blood samples, clinical information, among them age,
blood glucose, gender, presence of hypertension, diabetes, smoking, alcohol
consumption, blood glucose, creatinine and platelet count. DNA extraction was
performed and PCR, followed by restricion enzyme profile to study the
polymorphism. It was found that the distribution of genetic polymorphism in the
promoter region of the IL-6 gene in subjects with the Aveh and intracerebral
aneurysm, compared with the control group showed statistical difference, and the G
allele was observed as a risk factor for the occurrence of Aveh and intracerebral
aneurysm, as observed in other studies. Regarding clinical features, there was a
difference in the presence of arterial hypertension (when cases are compared with
the controls) and platelet number (just watching the case group, the patients with
aneurysm showed a high number of platelets, but are still within the normal range

according to the literature).

Key words: polymorphism; interleukin- 6; cytokines; stroke; cerebral aneurysm.
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1 INTRODUCAO

1.1 Respostaimunolodgica

A resposta imune ocorre por meio de diversas formas e em diversos niveis de
complexidade, a depender do agente invasor. Tanto a supra como a super resposta
imune pode vir a ser nociva para o hospedeiro. A resposta imune se da por meio de
células especificas e com funcdes definidas. A primeira linha de defesa da resposta
imune se faz presente com neutréfilos, macréfagos, células natural killers (NK) e

células dendriticas (Montalvillo, Garrote et al., 2014).

Os neutrodfilos sdo células que possuem diametro entre 9 a 14 um, e tem em
sua constituicdo citoplasma granulado. Apresentam vida curta e sdo importantes
fagocitadores de bactérias. Constituem a maior porcentagem das células de defesa

do sistema imune (Lazarou, 2014).

Macrofagos sdo células fagociticas de relevante longevidade e tem como
funcdes béasicas: a fagocitose; a apresentacao de antigenos a células T para inicio
da resposta imune especifica; e a liberacdo de citocinas para desencadeamento de
resposta imune inata. Sao importantes para inicio da resposta inflamatéria e de fase
aguda. Um possivel local de armazenamento de macréfagos é o baco (Schulert e
Grom, 2014).

As células NK sado parte fundamental da resposta imune inata. Sao
responsaveis pela resposta precoce a infeccao viral, além de possuirem atividade
antitumoral e aumentar a resposta inflamatéria apds infecgcbes bacterianas. Séo
linfécitos granulares grandes e que possuem muitas caracteristicas semelhantes
com as células T. Ao contrario das células T, as células NK ndo reconhecem

antigenos especificos e ndo desenvolvem meméoria (Ortaldo, Wiltrout et al., 2014).

Células dendriticas podem ser de origem mieloide ou linfoide. Sdo capazes de
produzir citocinas. As células dendriticas podem se apresentar na forma madura ou
imatura. As células dendriticas imaturas se encontram no sangue e nos tecidos,
atuam nas respostas de citocinas a inflamacéo, processando o antigeno. Ja as

células dendriticas maduras ou, simplesmente, células dendriticas podem ser
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encontradas nos linfonodos e nos tecidos, sao eficientes apresentadoras de
antigeno (Haniffa, Gunawan et al., 2014).

Os linfécitos sdo expressos em dois grandes tipos que se subdividem em
especificidades, esses grandes grupos sdo B e T. E caracteristica comum dos
linfécitos ter de 6 a 10 um de didmetro, possuir nucleo grande e citoplasma menor
(Li e Ley, 2014).

As células do tipo B, ou linfécitos B, tem como principal funcdo produzir
anticorpos, mas além dessa funcéo principal ainda acumulam as funcdes de
internalizar o antigeno, processa-lo e apresenta-lo a célula T para que a resposta
imune seja aumentada. Essas células podem ser identificadas pela presenca de
imunoglobulinas, moléculas de MHC classe Il e receptores dos produtos C3b e C3
da cascata de complemento em sua superficie celular. O nome “B” vem do inglés
“‘bonemarrow” que significa “medula 6ssea” e também do seu sitio de diferenciagao
nas aves, a Bursa de Fabricius. Sdo células que quando ativadas se desenvolvem

em células de memoria (Stunz e Bishop, 2014).

As células T, que recebem esse nome por se desenvolverem no timo, tem
como principais funcdes em resposta a antigenos estranhos: controlar, suprimir,
guando necessario, e ativar a resposta imune e inflamatéria, fazendo isso por meio
da liberacdo de citocinas e da comunicacdo célula-célula; e comabater células
infectadas por virus, identificadas como estranhas e tumores. Essas células
compreendem cerca de 60 a 80% de todos os linfécitos do sangue. No inicio foram
diferenciadas das células B devido a sua capacidade de se ligar a hemacias de
carneiro por meio da molécula CD2 e formar roseta (Lintermans, Stegeman et al.,
2014).

1.2 Citocinas

As citocinas séo proteinas secretadas por células de defesa, atuando tanto na
imunidade inata quanto na imunidade adquirida. Sd&o uma forma de resposta a
antigenos e microrganismos, além de serem importantes no crescimento e na

diferenciacdo de linfocitos. Normalmente tem seu nome baseado nas células que
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Ihes originaram, um exemplo s&o as linfocimas, que s&o citocinas advindas dos
linfocitos. As citocinas que sédo advindas de leucdcitos e que também atuam sobre

eles recebem o nome de interleucinas (Endele, Etzrodt et al., 2014).

As citocinas apresentam caracteristicas proprias. Sao polipetideos originados
nas respostas a antigenos e microrganismos, e regulam reacdes inflamatéria e
imunes. Uma peculiaridade dessas moléculas é que elas ndo sao produzidas e
armazenadas por um longo periodo, a producéo e liberacdo de citocinas atende as
demandas pontuais e momentaneas, sua ativacao se da por processo transcricional

realizado por RNAs mensageiros (Sundberg, Xavier et al., 2014).

As citocinas tem a capacidade de agir sobre um grande numero de células,
iSso é extremamente interessante na atuacdo em virtude e prol da resposta imune,
mas pode inviabilizar seu uso terapéutico. Além disso as citocinas se auto regulam,
hora agindo sobre as proprias células que Ihes deram origem, hora agindo sobre as

demais células (Tao, Wang et al., 2014).

Outro papel dual das citocinas € que hora estas se comportam como
mediadoras da imunidade imune e inata e hora como reguladoras dessas mesmas

respostas (Bashashati, Rezaei et al., 2014).

1.3 Ainterleucina 6

A interleucina 6 (IL-6) € uma importante citocina na resposta inflamatéria. Tem
papel importante na ativacdo de linfécitos B e age em conjunto com outros
reguladores da resposta imune, inclusive outras citocinas, como por exemplo a
interleucina 3. A IL-6 é constituinte tanto da imunidade adquirida como da imunidade
inata, nesta a IL-6 estimula a producdo de proteinas hepéticas como a amildide A e
o fibrinogénio, enquanto que na imunidade adquirida o papel da IL-6 & mais de
estimular os linfocitos B. Em contraposicdo ao exercicio, a IL-6 foi importante para a

sensacao de fadiga em pessoas que se exercitavam (Tanaka, Narazaki et al., 2014).

A IL-6 possui atividade sistémica e esta relacionada com mais de um fator e

com mais de uma resposta a determinado estimulo, condi¢do ou ambiente. J& existe
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relacdo da IL-6 com o niveis de exercicio praticado pelas pessoas, com a fadiga,
com o tecido adiposo, cérebro e também com a musculatura esquelética (Calabrese
e Rose-John, 2014).

Quando se fala em exercicio e IL-6, o segundo esta para o primeiro em forma
de resposta e regulacdo de componentes da fase aguda, inclusive na sintese
proteica hepatica e na liberacdo de glicocorticéides. Foi observado que em
exercicios concéntricos, como é o caso do ciclismo, a liberacdo de IL-6 aconteceu
de forma menos pronunciada que apdés a pratica de exercicios excéntricos, como é o

caso da corrida (Bienso, Knudsen et al., 2014).

A constatacdo elucidada entre a IL-6 e o tecido adiposo é que este ultimo
também secreta essa citocina durante o exercicio e ndo sé células imunes, como por
muito tempo foi pensado. A IL-6 nesse caso foi importante na modulacdo do
metabolismo lipidico, ajudando na oxidacdo de gorduras e reesterificacdo de acidos

graxos (Krautbauer, Eisinger et al., 2014).

No cérebro em repouso ou situacdo de homeostasia, entenda como a nao
presenca de inflamacdo, hipoxia ou lesdo cerebral, no ha liberagdo de IL-6,
entretanto quando ndo ha essa situacdo homeostasica ou apés exercicio prolongado
h&a uma pequena quantidade de IL-6 liberada no cérebro, no caso de exercicios se
ha uma segunda sessdo ou rotina essa liberacdo pode ser até cinco vezes maior
que a primeira, apesar disso esses valores ainda ndo se assemelham aos liberados

na musculatura esquelética(Li, Liu et al., 2014).

A musculatura esquelética é a principal fonte secretora de IL-6 durante o
exercicio, aumentando as concentracfes plasmaticas desta interleucina. O nivel
maximo de IL-6 € atingido logo apds o exercicio e antes do comeco das
microrupturas das miofibrilas que sao induzidas pelo exercicio (Bienso, Knudsen et
al., 2014).

A IL-6 é uma citocina que esta intimamente relacionada com a resposta
inflamatoria, principalmente com a sintese da proteina C reativa durante o processo
de inflamacéo, e que tem acgdes e fungdes difundidas, podendo variar a depender do
local averiguado e da situacdo a ser analisada. E relevante deixar claro que a IL-6

nao desenvolve suas acdes sozinhas, mas que ela pode ser vista como uma ponte
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entre um aparato ou maquinario celular que a antecedeu e as respostas que irdo

surgir depois que as sinalizacdes forem feitas e concluidas (Puchner e Bluml, 2014).

1.4 Polimorfismo e gene da IL-6

Tanto a genética quanto os fatores ambientais poderdo exercer algum tipo de
influéncia sobre os niveis basais de citocinas. Cada vez mais € avaliado se essas
variacfes podem estar ou nao relacionadas com o surgimento e/ou desenvolvimento
de algumas doencas. Dentro dessas variagcbes genéticas, os polimorfismos
presentes nas regibes codantes e ndo codantes tem cada vez mais feito parte de
tais estudos (Ataie-Kachoie, Pourgholami et al., 2014).

O comportamento do gene sob a presenca do polimorfismo e a distribuicéo
desse polimorfismo na populacédo estudada sdo o foco da pesquisa sobre variacéao
genética. No estudo do polimorfismo genético, as formas de polimorfismo que mais
se destacardo sao: o polimorfismo de base uUnica (SNPs - Single Nucleotide
Polymorphism), o polimorfismo de numero variavel de repeticbes em tandem (VNTR
- Variable Number Tandem Repeat) e os microssatélites (STRs - Short Tandem
Repeat) (Filoglu, Bulbul et al., 2014).

Em alguns dos tipos de polimorfismos citados acontece a substituicdo de um
aminoacido na cadeia proteica, no caso das citocinas essa substituicdo é ainda mais
especifica, ela acontece preferencialmente na regido promotora do gene, que € a fita
3', 0 que quer dizer que mesmo as regides nao traduzidas podem exercer influéncia
sobre a expressdo génica. Dentro das citocinas, as interleucinas quando na
presenca de polimorfismo podem ter desregulacdo em seus niveis basais,
modulando assim a resposta inflamatoria (Tillmar e Mostad, 2014).

A IL-6 ja foi estudada e relacionada com o aumento dos lipideos do sangue e
da presséo arterial, com a regulagdo do metabolismo 6sseo (Ni, Li et al., 2014) e
estimulacdo de osteoclastos, doencas reumaticas, com a doenca de Castleman,
sindrome de Sjorgen, esclerose sistémica associada a fibrose pulmonar, linfoma de

Hodgkin, tuberculose e doencas cardiovasculares (Sun, Wu et al., 2014).
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Quando se fala de IL-6, o polimorfismo mais estudado é o polimorfismo da
regido promotora, na altura do par de base -174. Dentro desses estudos ainda ha
controvérsias sobre qual genodtipo exerce maior influéncia sobre as patologias
estudadas, fato curioso € que apesar de tanto o genétipo GG quanto o genétipo CC
ja terem sido considerados fatores de risco para tais patologias, o genétipo GG
exerce esse papel na maior parte dos casos (Ni, Li et al., 2014).

15 Acidente Vascular Encefalico

Vive-se hoje uma mudanca no cenario mundial quando se fala em doencas ou
males que atingem a populacdo. Apesar de atualmente existirem registros de
mortalidade associada as questbes de vigilancia ambiental estes se restringem a
poucos lugares em que as estratégias de saneamento ambiental ainda nédo foram
efetivas, e portanto infecgcbes dos mais diversos tipos e devido as mais diversas
causas e doencas que ao longo dos anos vem sendo erradicadas e controladas
(Tucker Edmonds, Mckenzie et al., 2014).

Sendo assim, hoje as pessoas vivem mais, tém uma melhor qualidade de
vida, um acesso mais amplo a saude, e esses fatos tornam as doencas crénicas

cada vez mais comuns.

Habitos de vida, alimentacdo, a hostilidade do ambiente e a genética séo
fatores que podem contribuir ou ndo para o desenvolvimento de doencas nos
individuos. O acidente vascular encefalico (AVE) ndo representa excecdo a essa
regra e hoje tenta-se desvendar quais os fatores que podem contribuir e 0os que
podem diminuir a chance desse acontecimento. Atualmente, os acidentes vasculares
encefélicos sdo rotineiramente presenciados em ambiente emergencial em hospitais

e € a primeira causa de morte no Brasil (Fernandes, Bensenor et al., 2014) .

Resumidamente, o AVE ¢ a falta de subsidio sanguineo em uma dada regiéao
cerebral que pode ser ocasionada pela ruptura ou obstrucao arterial. Classifica-se o
AVE em dois tipos, e sao eles: isquémico e hemorragico. O AVE isquémico é
caracterizado pela interrupcdo do fluxo sanguineo a determinada regido cerebral,

agui essa interrupcdo vai acontecer devido a presenca de um trombo, que € um
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processo inadequado de coagulacdo sanguinea, na artéria ou na veia, pela
presenca de um émbolo, coagulo de sangue com agregados bacterianos e células

inflamatorias(Bath e Krishnan, 2014) .

O AVE hemorragico é quando ha rompimento de vasos sanguineos
localizados no cérebro e nesse tipo de AVE h& hemorragia cerebral e contracdo dos
vasos remanescentes, tornando deficiente o subsidio sanguineo para manutencao

da homeostase em determinadas regides cerebrais (Vagal, Khatri et al., 2014).

Atualmente, o diagnéstico de AVE € dado com base no historico clinico do
paciente e com o auxilio da tomografia computadorizada. Os sintomas do AVE
podem ser varios e estéo relacionados com diferentes areas do cérebro, é comum
que haja alteracdo neuroldgica podendo interferir na fala, visdo, cognicéo,

sensibilidade, no equilibrio e nos movimentos (Neto, Neville et al., 2014).

Embora ainda n&o seja um conhecimento muito disseminado, existe a
prevencdo para o AVE e ela é tdo importante quanto o diagndstico. A prevencgao
acontece em duas frentes: a frente primaria € composta pela avaliacdo, identificacéo
e controle dos fatores de risco para o AVE; a secundéria esta mais relacionada com
a elucidacdo de possiveis determinantes para a recorréncia e mortalidade do evento
(Bath e Krishnan, 2014).

Os casos de AVE nado séo distribuidos uniformemente pelo mundo, o0s
nameros variam de regido pra regido, de sociedade pra sociedade, de costume pra
costume, de habitos de vida para habitos de vida. O AVE esté4 relacionado com uma
série de fatores que influenciam no evento, dentro desses fatores existem aqueles
que os individuos ndo exercem influéncia, como por exemplo sexo e idade, e fatores
que podem ser controlados pelo individuo, como a hipertensédo arterial (Baczko,
Lepran et al., 2014).

Vérios sdo os fatores de risco para o acontecimento do AVE, dentre eles
pode-se citar: a hipertensdo arterial, o fumo, o diabetes, o colesterol e o uso de
anticoncepcionais. A hipertensao arterial € a primeira causa associada ao evento do
AVE e é ainda mais importante se associada a doencas de grandes e pequenas
artérias (El-Koussy, Schroth et al., 2014).
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O fumo é o segundo fator de risco mais importante relacionado ao evento do
AVE, aumentando a chance do acontecimento de infarto intracerebral. Ja os
anticoncepcionais orais estédo relacionados com populacdo de mulheres acima dos
35 anos fumantes, que tem histérico de enxaqueca ou hipertensdo arterial anos e o
evento mais comum nesses casos € o AVE isquémico. E importante falar de fumo e
de anticoncepcionais a0 mesmos tempo pois na propria literatura ha controversas se
0 uso de anticoncepcionais com baixa dosagem de estrogeno e o fumo séo

realmente fatores de risco para esse evento (Cai, Cui et al., 2014).

O colesterol se apresenta como fator de risco a medida que ndo esta
extremamente ajustado dentro de suas concentracdes limites, isto que significa que
tanto se presente em valores abaixo do recomendado como acima do recomendado
pode interferir e influenciar no evento do AVE. Concentracdes muito baixas de
colesterol atuam como fator de risco para a hemorragia cerebral, enquanto que
concentracfes altas séo fatores de risco para o infarto cerebral (Sultan, Schupf et
al., 2014).

Ha um tipo particular de AVE, o subaracnoide, que também é muito estudado,
o aneurisma. O aneurisma €, grosseiramente, a ma formacéao arterial, fazendo com
gue a parede da artéria seja mais grossa e fraca, ocasionando o rompimento da
mesma. Apesar dessa definicdo, aneurismas também podem acontecer em veias e
o local mais suscetivel ao acontecimento dos aneurismas sdo as bifurcacdes de
artérias e veias. Estima-se que até 80% dos AVEs tem como evento primario os

aneurismas (Wiwanitkit, 2014).

Os aneurismas podem ser classificados quanto a sua causa, lesdo que 0s
originaram ou quanto a sua conformacao geomeétrica. Quanto a lesdo os aneurismas
sdo subdivididos em: arterioscleréticos, que sao 0s aneurismas decorrentes de
casos de arteriosclerose avancada; e congénitos e infecciosos, esses sao 0sS
aneurismas que a fragilidade na parede arterial ou vascular é fruto de infeccbes
diversas (Haji, Van Adel et al., 2014).

Quanto a conformacdo volumétrica, a classificacdo dos aneurismas é:
saculares, sdo os aneurismas em que ocorre a dilatacdo das trés camadas do setor
da parede, em que ha presenca de um pequeno globo, esse tipo de aneurisma é

comum nas bifurcacbes e nas areas curvilineas; fusiformes, aneurismas em que ha
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dilatagéo nas trés camadas da parede em forma de losango; e dissecantes, que sao
os aneurismas formados quando ha um distanciamento da camada mais interna da
parede da artéria, a tdnica intima, da camada média e o sangue se infiltra nesse

espaco por um tipo de canal paralelo (Bansal, Chaudhary et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

O acidente vascular encefalico (AVE) é considerado pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) a terceira causa de morte no mundo. No Brasil muitos sé&o
0s casos de entradas de pacientes nos devido ao AVE.

A hipertensdo e a idade sdo os dois maiores fatores de rico para o AVE,
sendo este um fator de risco ndo modificavel e aquele um fator de risco modificavel.
A principal causa para a ocorréncia do AVE é pela ruptura e/ou interrupcdo do fluxo
de sangue nos vasos, entre outros fatores devido a trombose ou embolia. Tendo
isso como fator motivador, tal trabalho se atentar4d ao AVE oriundo da ruptura de
vasos, que € chamado de hemorragico, e uma de suas variacoes, a subaracnéide,
gue € oriunda da formacado dos vasos e é popularmente conhecida como aneurisma.

A genética tem conquistado cada vez mais espaco na area de diagndstico e
de elucidacdo das doencas. Estudar polimorfismos génicos € uma das formas de
caracterizar uma doenca em determinada amostra populacional.

Aqui este trabalho se lanca a investigar e tentar elucidar se ha ou ndo algum
tipo de relagdo entre o polimorfismo da interleucina-6 e o AVE, ou esta citocina e o
aneurisma intracerebral. Os fins deste estudo podem contribuir para o
desenvolvimento de diagndsticos, tratamento e provavel identificacdo de um

possivel grupo de risco.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Identificar polimorfismos no gene da IL-6 e sua possivel associagdo com

acidente vascular encefélico hemorragico e ao aneurisma intracerebral.

3.2 Objetivos Especificos:

3.2.1. Identificar a frequéncia do polimorfismo na regido promotora -174 em
individuos portadores de acidente vascular enceféalico hemorragico e/ou aneurisma

intracerebral atendidos por um hospital do Distrito Federal- Brasil;

3.2.2. Comparar estas frequéncias génicas com aquelas observadas em individuos
nao portadores de doencas crénicas, habitantes da mesma regido, e promover,

desta forma, a partir dai desenvolver um estudo de caso-controle;

3.2.3. Investigar aspectos epidemiolégicos 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 Aprovacao em comité de ética de pesquisa e ficha de avaliacao clinica

Apés a aprovacdao do projeto (ANEXO A), os dados pessoais dos
participantes da pesquisa foram obtidos por meio do preenchimento de uma ficha de
identificacdo especifica (ANEXO B). Esta ficha abrangia as seguintes variaveis:
idade, sexo, cor, estado civil, data do registro da patologia estudada, presenca de
hipertensdo arterial, diabetes, tabagismo, etilismo. Parametros bioquimicos e
celulares foram anotados, exemplos: uréia, creatinina e plaquetas. Foram
armazenados também a informacédo 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 Gtil para investigar as causas
vasculares.

E importante elucidar o que s&o tais escalas e como s&o usadas. No ambiente
da emergéncia, a avaliacdo neurologica deve abranger principalmente a gravidade
do AVC, o seu tipo e sua localizacdo, dado que exames neurologicos extensos sao
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 AVC (acidente vascular cerebral). A versdo mais atual dessa escada é
uma adaptacdo da escala de Rankin e consiste de 6 categorias que vao do 0 a 5,
sendo que, eventualmente, agrega-se o escore 6 (6bito) em estudos clinicos.
Resumidamente, a escala avalia a capacidade do individuo em realizar as atividades
de vida diaria. A escala € 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. Na figura 1, tem-se a graduacao da

respectiva escala.
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Score Classificagdo 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, masé 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 1- A escala de Rankin (ERm)- Score; classificacao; descricao
Fonte: http://www.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: alimentacao, 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
prognéstico pés-AVC, porém também é utilizada para avaliacdo de outras desordens
neurolégicas. O escore normal é de 100 (maximo), com pontuac¢des indicando o
grau de dependéncia sendo que abaixo de 50 significa dependéncia.

O IB pode ser avaliado de duas maneiras: (a) Quanto a classificacédo
prognéstica - Grupo I: 0 a 45 pontos= incapacidade severa; Grupo Il: 50 a 70
pontos=moderada; Grupo Illl: 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).


http://www.einstein.br/Hospital/neurologia/indicadores/Paginas/escala-modificada-de-rankin.aspx
http://www.einstein.br/Hospital/neurologia/indicadores/Paginas/escala-modificada-de-rankin.aspx
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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 apds o
AVC e deve ser realizada antes de eventual terapia fibrinolitica. Esta escala baseia-
se em 11 itens do exame neuroldgico que sdo comumente afetados pelo AVC,
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 pontuacao 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 AVC do NIH auxilia no seguimento neurolégico e na decisdo
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
sintomética, 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 neuroldgico (Kwah e Diong, 2014).

A escala de coma de Glasgow (ECG) é uma escala neurologica que
representa um método confiavel para registrar o nivel de consciéncia de um
individuo, com intuito da avaliac&o inicial e continua apés um traumatismo craniano.
Seu valor também é utilizado no progndstico do paciente e é de grande utilidade na
previsdo de sequelas casuais. Inicialmente usado para avaliar o nivel de consciéncia
depois de trauma encefédlico, a escala € atualmente aplicada a diversas
circunstancias (Barlow, 2012). A interpretacdo desta escala estd 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 visam o
entendimento fisiopatoldgico da doenca, determinam a mortalidade e dependéncia
funcional. Modelos matematicos utilizando regressao logistica identificam variaveis

clinicas e tomograficas. As associacfes destas variaveis constituem ferramentas
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Uteis nas unidades de emergéncia para uma compreensdo 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 progndstico funcional. A pontuacdo é
determinada por cinco componentes relacionados ao resultado apds 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 puncédo 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, no caso o 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 realizagdo da extracdo do DNA
das amostras e os exames para verificacdo dos polimorfismos genéticos, também foi
fracionado com o Laboratério de Andlises Clinicas da FCE sob supervisdao da

professora Dra Izabel Cristina Rodrigues da Silva.

4.3 Participantes da pesquisa

Os participantes da pesquisa foram divididos em dois grupos, grupo caso e
grupo controle. O grupo caso teve como critérios de inclusdo pacientes de ambos os
sexos, idade maior que 18 anos, com diagndstico de AVEH (n = 22) e aneurisma
intracerebral (n = 20). Os critérios de exclusao deste grupo foram idade, neste caso

individuos menores de 18 anos, individuos que ndo apresentaram diagnostico de
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AVEH e/ou aneurisma intracerebral, individuos que ndo desejaram participar da
pesquisa ou representantes legais que nao consentiram em participar.

O grupo controle teve como critérios de inclusdo individuos (n = 16) de ambos
0S sexos, idade maior que 18 anos, sem historico de AVEH e aneurisma
intracerebral, ndo aparentados dos pacientes do grupo caso. Os critérios de
exclusédo foram idade, aqui individuos menores de 18 anos, parentes de individuos
com AVEH e/ou aneurisma intracerebral, individuos que néo 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 condi¢cdes clinicas devido a sua
patologia, foi solicitado o TCLE do responsavel 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
o possivel uso dos resultados previstos. Aos sujeitos de pesquisa foi oferecida a
opcao de escolher entre serem informados ou ndo sobre resultados de seus

exames.

4.5 Termo de Guarda de Material Bioldgico

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

Aos sujeitos de pesquisa foi dada a possibilidade de autorizar ou ndo o
armazenamento de dados e materiais biologicos coletados no ambito da pesquisa.
Todo individuo ter4 acesso a seus dados genéticos, assim como terd o direito de

retird-los do banco onde se encontram armazenados, a qualquer momento.
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4.6 Procedimentos técnicos e laboratoriais

4.6.1 Extracdo de DNA

O kit usado para a extracdo do DNA foi o 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-6
G/C (rs549908/ rs1946518, trata-se de um SNP) foram (fabricante: IDT
Technologies):

Senso 5-ATGCCAAAGTGCTGAGTCAC-3’
Antisenso 5’-TCTTTGTTGGAGGGTGAGGG-3’

A amplificacéo foi realizada com o seguinte protocolo: desnaturacao inicial a
94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos constituidos por desnaturacéo a 94°C por
60 segundos, anelamento a 55°C por 60 segundos e extensdao a 72°C por 50
segundos, além de uma extensdo final a 72°C por 7 minutos. O equipamento
utilizado foi termociclador Techne modelo TC-512.

Em cada reacgéo, foram utilizados 4,0 pL de DNA gendémico na concentracao
de 2,5 ng/uL; 2,5uL de tampéo 10x (10mM de Tris e 50mM de KCI); 0,5 uL de MgCl2
(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 € um fragmento de 208 pb.
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4.6.3 Digestdo enzimatica

O produto da PCR foi digerido utilizando a enzima de restricdo Nlalll
(BioLabs, New England) (4 Ul) a 37°C por 12 horas. A digestéo foi evidenciada em
gel de agarose a 3% com BE. A presenca do alelo 1 (-174G) produziu um fragmento
de 208bp e do alelo 2 (-174C) dois fragmentos de 123 e 85bp cada.

Os produtos da digestdo 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.

4.7 Andlise estatistica

4.7.1 Estimativa das frequéncias genotipicas

As frequéncias genotipicas foram contabilizadas por meio da contagem direta,
utilizando o programa SPSS versdo 20.0. A comparacao das distribuicbes dessas
frequéncias foi feita por meio das aplicagOes dos testes qui-quadrado e ANOVA com
pos teste de Tukey, de forma a detectar possiveis associacées dos genotipos entre
0S grupos avaliados, grupo caso e grupo controle. Foram consideradas associacdes

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

4.7.2 Analise dos dados dos sujeitos de pesquisa.

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

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 os exames

bioguimicos, tomografia e angiografia.
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Para todas estas variaveis, a comparacao das distribuicbes das frequéncias,foi
aplicado o teste do qui-quadrado; ANOVA com p0s teste de Tukey, e teste T de
Student, para comparacdo de médias, observadas as pressuposicoes de
normalidade. Foram consideradas associacdes e diferencas 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, 8 sujeitos do
grupo controle (50,0%) eram homens, e que esta distribuicdo percentual ndo era
diferente estatisticamente (P = 0,833) dos demais grupos: AVEH (45,5%), Aneurisma
(40,0%). A diferenca estatistica ndo foi observada também na distribuicdo da
presenca de diabetes (apenas dois individuos — 10,0% - com aneurisma eram
portadores da doenca crbnica, P = 0,140); do habito de fumar (31,3% do grupo
controle; 45,5% do grupo AVEH e 40,0% do grupo aneurisma, P = 0,676); e da
ingestao de bebidas alcodlicas (25,0%; 36,6%; e 10,0%; respectivamente, P= 0,136).
Porém, a presenca de hipertenséo arterial (HAS) era a diferenca marcante entre os
grupos, sendo apenas 12,5% dos sujeitos do grupo controle eram portadores desta
caracteristica, contra 72,7% dos sujeitos com AVEH e 75% dos sujeitos
pertencentes do grupo aneurisma (P = 0,000).

Para a andlise das caracteristicas quantitativas dos sujeitos, construiu-se a
tabela 3. Ndo observada uma diferenca significante na proporcao de individuos com
relacdo a idade (P =0,057), e, portanto, os sujeitos do grupo controle, AVEH e
aneurisma apresentavam, em media, a mesma idade. Neste tipo de analise foi
possivel notar que, todos 0s grupos ndo se diferenciaram quanto a glicemia média
(P =0,069).
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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
Controle AVEH Aneurisma Total
N % N % N % N % P
Sexo masculino 8 50,0 10 45,5 8 40,0 26 44,8
feminino 8 50,0 12 54,5 12 60,0 32 55,2 0,833
Total 16 100,0 22 100,0 20 100,0 58 100,0
HAS sim 2 12,5 16 72,7 15 75,0 33 56,9
nao 14 87,5 6 27,3 5 25,0 25 43,1 0,000*
Total 16 100,0 22 100,0 20 100,0 58 100,0
Diabetes sim 0 0,0 0 0,0 2 10,0 2 34
nao 16 100,0 22 100,0 18 90,0 56 96,6 0,140
Total 16 100,0 22 100,0 20 100,0 58 100,0
Tabagismo sim 5 31,3 10 455 8 40,0 23 39,7
nao 11 68,8 12 54,5 12 60,0 35 60,3 0,676
Total 16 100,0 22 100,0 20 100,0 58 100,0
Etilismo sim 4 25,0 8 36,4 2 10,0 14 24,1
nao 12 75,0 14 63,6 18 90,0 44 75,9 0,136
Total 16 100,0 22 100,0 20 100,0 58 100,0

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

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

controle, AVEH e aneurisma.

Grupo
Controle AVEH Aneurisma Total
Erro Erro Erro Erro
Média Padrao Média Padrao Média Padrao Média Padrao p*
Idade 56 2 56 2 51 2 54 1 0,057
Glicose 99 2 113 6 119 6 111
(mg/dL) 0,069

#Conforme o teste estatistico ANOVA.

Na tabela 4, avalia-se a diferenca na propor¢cao de individuos nas escalas:
Glasgow, Rankin, NIHSS e Barthel. Nao foi observada diferenca na proporcao de
individuos entre os 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 dois individuos com AVE apresentava coma

intermediario; quanto a avaliagdo funcional, em conformidade com a escala de
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Rankin, observou-se que mais da metade 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. 22,5% dos individuos apresentou incapacidade severa para realizar
aspectos basicos da atividade diaria relacionada a mobilidade e aos cuidados
pessoais. No entanto, pela avaliagcado na escala NIHSS, independente do grupo caso,
50% ou mais apresentavam menos de 4 pontos, ou seja, déficits neuroldgicos leves

ou melhoras apos AVC.

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
Caracteristicas clinicas N % N % N % P

Escala de Glasgow 8 1 45 0 0,0 1 2,4
9 1 45 0 0,0 1 2,4

12 2 9,1 0 0,0 2 4.8 0,271
13 1 4,5 0 0,0 1 2,4
15 17 77,3 20 100,0 37 88,1
Escala de Rankin 0 6 27,3 2 10,0 8 19,0
1 9 40,9 16 80,0 25 59,5

2 1 45 0 0,0 1 2,4 0,069
3 1 4,5 2 10,0 3 7,1
4 2 9,1 0 0,0 2 4,8
5 3 13,6 0 0,0 3 7,1
Escala NIHSS 0 8 36,4 8 40,0 16 38,1
1 0 0,0 2 10,0 2 4,8
2 3 13,6 4 20,0 7 16,7
3 4 18,2 2 10,0 6 14,3

4 3 13,6 2 10,0 5 11,9 0,257
6 0 0,0 2 10,0 2 4,8
18 2 9,1 0 0,0 2 4,8
20 2 9,1 0 0,0 2 4,8
Indice de Barthel 0 1 4,5 0 0,0 1 2,4
1 4,5 0 0,0 1 2,4
10 2 9,1 0 0,0 2 4.8

40 1 45 0 0,0 1 2,4 0,053
70 2 9,1 0 0,0 2 4,8
73 2 9,1 0 0,0 2 4,8
80 1 4,5 6 30,0 7 16,7
90 2 9,1 2 10,0 4 9,5
95 0 0,0 4 20,0 4 9,5
100 10 45,5 8 40,0 18 42,9
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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 as plaguetas ha uma diferenca significante, ja que P<0,05.

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

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

Grupo
AVEH Aneurisma Total
Média Erro Padrao Média Erro Padrao Média Erro Padrao P

Glicose

(mg/dL) 113 6 119 6 115 4 0,530
Creatinina

(mg/dL) 0,77 0,04 1,79 0,62 1,24 0,29 0,085
Plaquetas
(X100.000 284 22 345 20 312 16 0,049*

mm?)

*Diferenca estatistica, teste ANOVA

5.2 Andlise do polimorfismo -174 G/C na regido promotora do gene da IL-6

As frequéncias genotipicas estdo apresentadas na tabela 6. Foi observado
em relacdo gendtipo GG, auséncia de sujeitos no grupo controle, mas 63,6% no
grupo AVEH e 35,0% no grupo aneurisma. Quando se divide 0s sujeitos em grupos
caso (aneurisma ou AVEH) e controle, é possivel checar a forte associacéo
estatistica de GG e os portadores de distarbio circulatério, com 50,0% dos casos

sendo portadores deste gendtipo (tabela 7)
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Tabela 6- Distribuicdo das frequéncias genotipicas do polimorfismo -174 G/C do
gene IL-6 nos diferentes grupos (controle, AVEH e aneurisma)

Grupo
Controle AVEH Aneurisma Total
N % N % N % N % P
IL6 -174G/C GG 0 0,0 14 63,6 7 35,0 21 36,2
GC 6 37,5 7 31,8 8 40,0 21 36,2 0,000*
CC 10 62,5 1 4,5 5 25,0 16 27,6
Total 16 100,0 22 100,0 20 100,0 58 100,0

* Associacao estatistica, teste qui-quadrado

A tabela 7 avalia as frequéncias e 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 -174 G/C do

gene IL-6 nos diferentes grupos (controle e caso- AVEH e aneurisma).

Grupo
Caso
(AVEH/Aneurisma) Controle Total
N % N % N % P
IL6 - GG 21 50,0 0 0,0 21 36,2
1r4c/c GC 15 35,7 6 37,5 21 36,2 0,000*

CcC 6 14,3 10 62,5 16 27,6

Total 42 100,0 16 100,0 58 100,0

* Associacado estatistica, teste qui-quadrado
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6 DISCUSSAO

O aneurisma cerebral é descrito como patologia de origem multifatorial, e
acredita-se que a inflamagdo dos vasos tem contribuicdo substancial para o
desenvolvimento deste acometimento. Uma citocina pode ter papel fundamental
nessa histéria, a IL-6 , ja que participa da sintese de proteinas na fase aguda da
inflamacé&o (Puchner e Bluml, 2014).

Pontualmente, a IL-6 € um potente vasoconstritor local na artéria canina.
Assim a IL-6 pode causar isquemia indireta associada a vasoespasmos em resposta
ao aneurisma intracerebral, podendo causar danos cerebrais, jA que possui potentes
efeitos citotoxicos na massa branca do cérebro. Provavelmente essa citocina
influencia no resultado do aneurisma intracerebral, niveis altos de IL-6 estdo
relacionados com desfechos neurolégicos ruins. Em pacientes no periodo pés
operatorio a IL-6 foi encontrada na veia jugular de pacientes até 14 dias apds a
intervencdo cirargica (Bharosay, Saxena et al.,, 2011; Ayzenberg, Kleiter et al.,
2013).

Os polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNPs) sdo comuns entre 0s seres
humanos, com uma incidéncia de 1% na populacdo. Estas variantes genéticas sao
influenciadas por muitos fatores, dentre eles, a etnia e meio ambiente (Weng, Huang
et al., 2014). A identificacao de associacdes entre SNPs e a presenca de patologia é
critica para o desenvolvimento de novos tratamentos e como medida de prevencao
(identificacao de fator de risco genético) para uma série de doencas que acometem
os humanos (Besiroglu, Sahin et al., 2014, Cai, Zeng et al., 2014)

No atual estudo, um polimorfismo da IL-6, o -174G/C foi fortemente
associados com a presenca de aneurisma e AVEH.

Um estudo mostrou que os alelos -174G/572C foram associados como fatores
de risco para o aneurisma cerebral, enquanto que os alelos -174C/572G foram
associados como fatores de protecdo. Até entdo dois polimorfismos foram
identificados na IL-6, -174G.C e -572G.C, ambos sdo polimorfismos de nucleotideo
unico. Os dois alelos tém sido relacionados com a IL-6 no quadro inflamatério

(Jeremic, Alempijevic et al., 2014). O alelo -174C tem sido associado com um maior
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risco de doencas cardiovasculares (Tuttolomondo, Di Raimondo et al., 2012; Yin, Li
et al., 2013).

Os polimorfismos da IL-6 tém sido estudados em desordens cerebrais
decorrentes de processos inflamatérios. O alelo -174G tem sido relacionado com a
doenca de Alzheimer(Dai, Liu et al., 2012). E os alelos -174 da IL-6 tem sido
relacionados com o acidente vascular encefalico (Chakraborty, Chowdhury et al.,
2013). O alelo G tem sido relacionado com o aumento no risco de acidentes
vasculares (Potaczek, Undas et al., 2007). Como fortemente associado na literatura,
estudar a presenca de polimorfismos na regido promotora da IL-6 pode contribuir
para melhor compreensao do fenébmeno.

Por outro lado, a expresséo da IL-6 ndo esta relacionada apenas ao tamanho
ou gravidade do AVE, mas também a sua origem genética, isto €, pelo local
polimérfico relacionados com os oito haplotipos comuns. Por outro lado, sabe-se que
h& limitacbes em avaliar somente o polimorfismos nesta regido génica (Latkovskis,
Licis et al., 2012).

Estudos de associacdo anteriores concentraram-se em um U(nico
polimorfismo, -174 da regido promotora da IL-6, mas n&o avaliaram outras possiveis
combinacdes de haplotipos. Os quatro polimorfismos, no entanto, exercem um efeito
cooperativo na producao de IL-6 do gene transcrito no polimorfismo presentes em
haplétipos B, D, E, C, X, e G (Rivera-Chavez, Peters-Hybki et al., 2003). O seu efeito
na transcricdo de IL-6 depende fortemente da regido promotora. No entanto, dada a
raridade do haplotipo(Holla, Musilova et al., 2008) A, haplétipo F deve estar presente
em individuos com o polimorfismo -174C. Estudos genéticos anteriores relataram
niveis iguais ou mais baixos de individuos saudaveis controles com polimorfismos -
174C. Em outras condicbes médicas, o polimorfismo -174C foi associado com
concentracdes séricas iguais ou maiores de IL-6 (Sen, Paine et al., 2011; Lin, Feng
et al., 2014).

Os polimorfismo da IL-6 tém sido estudados em desordens cerebrais
decorrentes de processos inflamatérios. O alelo -174G tem sido relacionado com a
doenca de Alzheimer. E os alelos -174 tem sido relacionados com o acidente
vascular encefalico. O alelo G tem sido relacionado com o aumento no risco de

acidentes vasculares.
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O estudo apresenta algumas limitagcbes. Para melhorar isso 0os grupos a
serem estudados deveriam ser compostos de pacientes de diversas regides do
brasileiras e com frequéncias génicas variadas, em relacdo aos alelos estudados. A
baixa estratificacdo populacional fica evidenciada pelo grande numero de

polimorfismo em um Unico gene.

Quanto a outros aspectos clinicos, no presente estudo, o tabagismo e etilismo
nao tiveram frequéncias diferenciadas entre os grupos. Um estudo sobre o impacto
da legislagédo anti-tabaco na Escdcia verificou que a diminuicdo do habito de fumar
s6 teve impacto preventivo conta infarto cerebral, mas ndo em outros tipos de
acidentes encefalicos (Mackay, Haw et al., 2013). Em contrapartida, um estudo de
acompanhamento por 20 anos, mostrou que o0 excesso de bebida pode estar
fortemente associado ao AVE(Rantakomi, Kurl et al., 2014).

Atualmente, os critérios de diagnostico 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 t€m como objetivo
distinguir um grupo com um significativo aumento de risco microvascular e
complicacBes cardiovasculares (Dinardo, Donihi et al., 2011) A glicemia média dos
sujeitos nos grupos ndo se encontra acima dos valores de referéncia para risco de
diabetes, e também ndo demonstra diferenca significante entre os grupos.

Estudos demonstram que o nivel elevado de glicose estd associado a um
aumento da mortalidade e prognéstico desfavoravel nos pacientes com AVEH e
aneurisma intracerebral (Ward, 2014)

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 o
resultado funcional do tecido tem sido encontrada em um numero crescente de
estudos clinicos (Yoo, Chang et al., 2014)

A HAS é duas vezes mais frequente 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
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houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos considerando a HAS
(P =0,000).

Outro fator marcante foi a diferenca média do numero de plaquetas dos
pacientes com aneurisma. Em recente estudo, analisou-se que o aumento da
presséao arterial pode provocar ultra tenséo de cisalhamento sangue e procar poros
nos vaso , 0 que poderia potencialmente ativar as plaguetas como um mecanismo

de trombose do aneurisma (Xiang, Ma et al., 2014).
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7 CONCLUSAO

Verificou-se, no presente estudo, que a distribuicdo do polimorfismo genético
na regido promotora do gene IL-6 em sujeitos com ao AVEH e aneurisma
intracerebral, comparados com o grupo controle diferenciava estatisticamente, sendo
que a frequéncia do alelo G associada a presenca do disturbio no grupo caso,
qguando comparado ao grupo controle. Por outro lado, quanto aos aspectos clinicos,
havia diferenca na presenca de hipertensdo arterial (Quando 0s casos Sao
comparados com os controles) e niumero de plaquetas (observando apenas o grupo
caso, os pacientes portadores de aneurisma cerebral tiveram niveis plaquetas
aumentadas, embora dentro de um critério de normalidade).

Devido a amostragem reduzida, a presenca do polimorfismo -174 G/C do
gene da IL-6 deve ter melhor detalhamento da associagdo 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. Porém é digno de nota que mesmo com a amostragem reduzida, o resultado
encontrado neste trabalho corrobora com dados ja descritos na literatura acerca da
influéncia deste polimorfismo neste tipo de patologia.
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ANEXOS

ANEXO A - Aprovacéo 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

COMITE DE ETICA EM PESQUISA/SES-DF

PARECER N2 0095/2010

PROTOCOLO N°-PQ-PROJEIO. 3g80/5949 _ POLIMORFISMOS GENETICOS
ASSOCIADOS AO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO HEMORRAGIGO
E AO ANEURISMA INTRACEREBRAL.

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

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

Validade do Parecer: 15/1 2/2012

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

Esclarecemos que o pesquisador devera observar as responsabilidades
que lhe sdo atribuidas na Resolugéo 196/96 CNS/MS, inciso 1X.1 e IX.2, em
relagdo ao desenvolvimento do projeto. Ressaltamos a necessidade de
encaminhar o relatério parcial e final, além de notificacdes 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 gm Pesquisa
Fone: 325-4955 - FonefFax: 326-0119- 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
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ANEXO B - Ficha de identificagc&o 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: [ ] Masc. [ ] Fem.

Cor:

Estado Civil:

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

Hipertensdo arterial: [ ] Sim [ |N&o

Pressao Arterial:

Diabetes: [ ]Sim [ ]Néao

Glicemia:

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

Etilismo:[ ] Sim [ ]Ndo Se sim, quanto por dia:

Uréia:

Creatinina:

Plaquetas:

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 conteudo. Antes de assinar faca perguntas sobre tudo o que
nao tiver entendido bem. A equipe deste estudo respondera as suas perguntas a
gualquer momento (antes, durante e apés 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 é formado) em
uma populacao de individuos que ndo apresentam auneurisma cerebral
diagnosticado ou acidente vascular encefalico.

Procedimentos do estudo:

Sua participacao consiste em responder uma ficha de identificacéo 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 € o mesmo utilizado para realizacéo 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 e beneficios:

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

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

Sua participacao podera ajudar no maior conhecimento sobre qual a
frequéncia na populacédo saudavel de determinadas caracteristicas genéticas que
podem causar doencas e deste modo na melhor compreensao do fator genético de
determinadas doencas.

Participacéo, recusa e direito de se retirar do estudo:

Sua participacao € voluntaria. Vocé nao tera nenhum prejuizo se nao 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 n&o recebera nenhum tipo de
compensacao financeira pela sua participacao neste estudo.
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Confidencialidade:

Seus dados seréo identificados com um namero e somente 0s pesquisadores
saberdo que numero pertence a cada individuo.

Os resultados de seus exames serao 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 Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa.

Os resultados deste trabalho poderéo 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 informacgéo que
esteja relacionada com sua privacidade.

Eu, RG

, ap0s 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 Encefalico 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 conteudo. Ao final, caso
decida participar, vocé sera solicitado a assina- lo e receberad uma cépia do mesmo.
Antes de assinar faca perguntas sobre tudo o que né&o tiver entendido bem. A
equipe deste estudo respondera as suas perguntas a qualquer momento (antes,
durante e ap6s 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 decisao € sua.
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Existe uma possibilidade de associacao 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 € formado)
pode aumentar o risco de pessoas apresentarem aneurisma ou acidente vascular
encefalico (“derrame”).

Procedimentos do estudo:

Sua participacao 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 histdria da sua doenca.

Apos isso sera coletado de vocé, uma uUnica vez, aproximadamente 10 ml
(uma seringa pequena) de sangue, através de uma puncéo da veia do seu
antebraco. O procedimento € o mesmo utilizado para realizacédo de diversos outros
tipos de exame de sangue. Serédo 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 incémodo de dor no momento da introducéo da agulha
para a retirada do sangue e, eventualmente, a formacédo de um pequeno hematoma
(mancha roxa) no local.

Beneficios:

A sua participacao neste estudo podera proporcionar, no &mbito 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 participacao podera ainda ajudar no maior conhecimento sobre o
aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”), principalmente em relagcao
as causas genéticas da doenca.

Participacéo, recusa e direito de se retirar do estudo:

Sua participacao é voluntaria e nao alterard o seguimento e tratamento da
doenca que vocé ja esta fazendo.

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

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

Conforme previsto pelas leis brasileiras vocé n&o recebera 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 namero 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
aprovacdo de um Comité de Etica em Pesquisa e, quando for o caso, da Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa.

Os resultados deste trabalho poderéo 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 informacgéo que
esteja relacionada com sua privacidade.

Se o0 Senhor(a) tiver qualquer duvida em relacao 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 davida com relagéo 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 0 sujeito da pesquisa.

Eu, RG

, ap0s receber uma explicacdo 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 € 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 contetdo. Ao final, caso
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decida aprovar a participagdo, vocé sera solicitado a assina-lo e receberd uma copia
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 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 decisao é
sua.

Existe uma possibilidade de associacao 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 € formado)
pode aumentar o risco de pessoas apresentarem aneurisma ou acidente vascular
encefalico (“derrame”).

Procedimentos do estudo :

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

Apos isso sera coletado do paciente sob sua responsabilidade, uma Unica
vez, aproximadamente 10 ml (uma seringa pequena) de sangue, através de uma
puncédo da veia do seu 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 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 incbmodo de dor no momento da introdugéo da agulha
para a retirada do sangue e, eventualmente, a formacgéo de um pequeno hematoma
(mancha roxa) no local.

Beneficios:

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

Participagéo, recusa e direito de se retirar do estudo :

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

Vocé podera retirar a autorizacao 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 nao concordar com a participacédo, isto ndo afetara o
seguimento e tratamento normal nem o relacionamento do paciente sob sua
responsabilidade com a equipe médica.

Conforme previsto pelas leis brasileiras vocé nédo 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 serao identificados com um
namero e somente 0s pesquisadores saberdo que nimero pertence a cada
individuo.

Os resultados dos exames, bem como as informacdes do prontuério, seréo
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 aprovac¢ao de um Comité de
Etica em Pesquisa e, quando for o caso, da Comiss&o Nacional de Etica em
Pesquisa.

Os resultados deste trabalho poderéo 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 informacgéo que
esteja relacionada com sua privacidade.

Se o0 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 davida com relagéo 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



tel:%2861%29%203325-4955

participagéo do paciente sob minha responsbilidade, o
Sr(a)

de de

Brasilia,

Responsavel pelo Participante da pesquisa
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ANEXO D — Termo de guarda de material biolégico de todos os participantes
da pesquisa.

Termo de Guarda de Material Biolégico — Individuos “saudaveis”

Este documento & chamado é chamado Termo de Guarda de Material
Bioldgico. Ele contém explicacdes sobre a guarda de seu material bioldgico
(sangue). Vocé poderd autorizar ou ndo a guarda de seu material biol6gico. A
deciséo é sua.

O seu sangue, 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.
Méarcia Renata Mortari e sera utilizado somente para verificar os polimorfismos
genéticos do presente estudo.

As amostras de sangue serédo identificadas com um niumero e ndo com seu
nome. Somente 0s pesquisadores saberdao 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 sera 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 informacao 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 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
aprovacao do CEP da instituicdo e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa.

Eu, RG

, ap0s receber uma explicacdo completa dos procedimentos
envolvidos na guarda de material bioldgico, 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 Biolégico — Paciente
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Este documento é chamado é chamado Termo de Guarda de Material
Bioldgico. Ele contém explicacdes sobre a guarda de seu material biolégico
(sangue). Vocé podera autorizar ou ndo a guarda de seu material biol6gico. 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 é formado) pode aumentar o risco de pessoas
apresentarem aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”).

As amostras de sangue seréo identificadas com um nimero 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 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
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
aprovacao do CEP da instituicdo e, quando for o caso, da Comissédo Nacional de
Etica em Pesquisa.

Eu, RG

, ap0s receber uma explicacdo completa dos procedimentos
envolvidos na guarda de material bioldgico, 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 Biol6égico — Representante Legal

Este documento € chamado € chamado Termo de Guarda de Material
Bioldgico. Ele contém explicacdes 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 sera submetida para
aprovacao do CEP da instituicdo e, quando for o caso, da Comissdo 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.
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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 informagao que ponha em risco sua
privacidade.

As amostras de sangue serao identificadas com um nimero e ndo com o
nome do paciente sob sua responsabilidade. Somente os pesquisadores saberédo a
quem pertence cada ndamero.

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”).

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

, apos receber uma explicacdo completa dos procedimentos
envolvidos na guarda de material bioldgico, venho através deste termo consentir a
guarda do material biolodgico (sangue) do paciente sob minha responsabilidade.
Paciente sob minha responsabilidade:

Assinatura do participante
Brasilia, de de




