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RESUMO

O estudo da correlagdo entre polimorfismos do gene eNOS e sua influéncia no
desencadeamento de acidente vascular encefalico hemorragico (AVEH) e aneurisma
intracerebral tem sua importdncia quanto ao entendimento da patologia, que é
multifatorial, para se obter dados que auxiliem no desenvolvimento de estudos clinicos
e possivel reversdo e prevengao da situagdo patolégica. Além dos riscos ja
recorrentemente aceitos sobre doencas vasculares, ha uma crescente evidéncia sobre
0 papel genético na patofisiologia do AVEH e aneurisma. O gene eNOS da origem a
enzima oxido nitrico sintase endotelial, uma enzima de alta importancia para a
manutengado da fisiologia do organismo em especial do sistema vascular, sua fungao,
entre outras, é a de disponibilizar Oxido Nitrico (NO) no endotélio. Nas Gltimas décadas,
o NO tem se destacado como um dos mais importantes mediadores bioldgicos,
desempenhando fungdes em processos que variam desde fungao neuronal e tonicidade
vascular a erradicagédo de patégenos. Este trabalho contou com dois grupos de estudos
sendo um grupo de individuos acometidos por AVEH ou aneurisma intracerebral
somando um total de 42 participantes, e um grupo controle composto por 16 individuos
saudaveis. Foram coletadas amostras de sangue destes grupos e por meio de técnicas
laboratoriais de PCR-RFLP pode-se obter o perfil génico desta amostra para o
polimorfismo 894 G/T do gene eNOS. A analise estatistica dos resultados encontrados
comprovou uma auséncia do gendtipo TT (mutacdo em ambos os alelos) nos individuos
sadios em detrimento dos individuos portadores de AVEH e aneurisma (p = 0,007). O
achado deste estudo piloto pode indicar que este gendtipo configura risco ao

desenvolvimento de AVEH e aneurisma intracerebral na populagao do Distrito Federal.

Palavras chave: Acidente Vascular Encefalico Hemorragico (AVEH), Aneurisma
intracerebral, Oxido Nitrico Sintase endotelial (eNOS), Polimorfismos genéticos,

Hemostasia.



ABSTRACT

The correlation of polymorphisms of eNOS gene and its influence on the onset of
hemorrhagic stroke (AVEH) and intracerebral aneurysms has its importance to the
understanding of the pathology, which is multifactorial, to the obtainment of data which
assist in the development of clinical studies and possible reversal and prevention of the
pathological situation. In addition to the risks already accepted for recurrently vascular
disease, there is an increasing evidence for a genetic role in the pathophysiology of
AVEH and aneurysm. The eNOS gene originated the enzyme endothelial nitric oxide
synthase, an enzyme of high importance for the maintenance of the organism's
physiology of the vascular system in particular, its function, among others, is to provide
nitric oxide (NO) in the endothelium. In recent decades, the NO has emerged as one of
the most important biological mediators, playing roles in processes ranging from
neuronal function and vascular tone to the eradication of pathogens. This study included
two groups of people, a group of individuals affected by AVEH or intracerebral aneurysm
with a total of 42 participants and a control group of 16 healthy individuals. Blood
samples were collected from these groups and analyzed followed by laboratory
technigues, PCR-RFLP, in other to obtain the genetic profile of this sample for
polymorphisms 894 G / T of the eNOS gene. Statistical analysis of the results found
demonstrated an absence of TT genotype (mutation on both alleles) in healthy
individuals in detriment of individuals with AVEH and aneurysm (p = 0.007). The finding
of this pilot study may indicate that this genotype configures risk to the development of

AVEH and intracerebral aneurysm in the population of the Distrito Federal.

Keywords: Vascular Brain Hemorrhagic Stroke (AVEH), Intracerebral Aneurysm,
Endothelial Nitric Oxide Synthase (eNOS), Genetic Polymorphisms, Hemostasis.
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1 INTRODUGAO

1.1 Oxido Nitrico, parametros quimicos e seu impacto no processo de
sinalizagao celular

Nas ultimas décadas, o Oxido Nitrico (NO) tem se destacado como um dos mais
importantes mediadores biolégicos, desempenhando fungdes em processos que variam
desde funcao neuronal e tonicidade vascular a erradicagao de patégenos (FULTON et
al 2001). Além disso, o NO pode apresentar agdes distintas e frequentemente opostas
numa situagdo patolégica aparentemente similar (THOMAS et al 2004). Dada esta
questdo, muitas das inconsisténcias podem ser explicadas ao se considerar detalhes
experimentais relacionadas a quimica do NO.

O resultado fisiologico em resposta ao NO ¢é determinado por suas
caracteristicas quimicas. Diferente de uma interagcdo proteina-receptor, o NO é um
radical diatdmico que tende a estabilizar seu grau energético formando ligagdes
covalentes. No entanto, o resultado final da interacdo do NO em um microambiente, e
as condigdes que determinam o resultado bioldgico, vao muito além de uma simples
relacédo entre estrutura e fungdo. (FULTON et al 2001)

As reagodes bioquimicas do NO podem ser classificadas em dois tipos: a) reagbes
mediadas por agdes diretas, b) reagcdes mediadas por agdes indiretas. Os efeitos
diretos ocorrem a baixas concentragdes de NO e referem-se a interagao quimica direta
entre o NO e seu alvo biolégico. Este tipo de reagao inclui interagdes com complexos
metalicos e espécies radicalares. Os efeitos indiretos envolvem Espécies Reativas de
Nitrogénio (RNS) derivadas sob condigbes de concentragdo relativamente alta de NO
(>400 nM). Incluem-se espécies como NO, e N,O3 que sdo derivadas da reacao do NO
com superoxido ou oxigénio molecular. Sao estes intermediarios reativos, € ndo o NO,
que atuam sobre especificos alvos (ESPEY et al 2002).

Ao contrario do que se possa imaginar sobre a formacao de RNS’s ser maléfica

ao organismo, estes intermediarios podem mediar eventos de sinalizagao importantes.
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Por exemplo, a oxidagdo do grupo tiol proporciona efeitos de proteinas regulatorias,
incluindo PTPase, PTEN e PP2A, que mediam uma variedade de processos incluindo a
proliferagdo e sobrevivéncia celular (TURPAEYV et al 2004).

Neste sentido, apds o exame de varias proteinas conhecidas por serem
modificadas em nivel pds-traducional por NO/RNS, foi revelado que ha correlagdo dose-
dependente quanto a concentragcdo de NO e o perfil de sinalizagdo. Ou seja, tais
proteinas sao ativadas por diferentes concentracées de NO e, por conseguinte, ativam
diferentes vias de sinalizagdo. Este e outros estudos ajudam no entendimento da
natureza dicotdmica do NO sobre varios microambientes e sugere que a seu efeito é
dependente do contexto. Observagdes sugerem que baixas concentracées de NO
tendem a ser pro-crescimento celular e anti-apoptose enquanto niveis elevados
favorecem caminhos que levam a inibicdo do crescimento celular e apoptose
(RIDNOUR et al. 2007).

Além da concentragdo, a duragao da exposi¢cao ao NO é igualmente importante.
Enquanto certas proteinas respondem imediatamente ao NO, outras demoram horas ou
mesmo dias para ativagdo. Por exemplo, HIF-1a responde rapidamente ao NO e requer
a manutencao do limiar de concentragao, pois quando os niveis de NO estdo abaixo da
concentragdo minima necessaria para regular HIF-1a, a proteina desaparece.
(VODOVOTZ et al. 1999) Do contrario, a fosforilacdo do gene p53 em resposta ao NO
(>400 nM) leva algumas horas mas € mantida mesmo apds os niveis de NO estarem

baixos.

1.1.1 Meio celular e reacées redox do Oxido Nitrico

O superoxido (O2) e a subsequente formacao de perdxidos estao envolvidos em
muitos processos patoldgicos. O superdxido é gerado sob uma variedade de condicbes
normais e patoldgicas e induz varias vias de transdugao de sinais (FORMAN et al.,
2002). Ele pode ativar complexos metélicos e promover danos por meio de reagbes
redox. De forma similar, peroxidos reagem com complexos metalicos e iniciam cascatas

de fosforilagdo. O 6xido nitrico tem demonstrado ter propriedades antioxidantes por
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meio de reagdo por difusdo controlada com O,- (WINK et al., 2001). Esta reagao
previne o potencial redox de O,- e inibe a formagdo de H»O,. H& uma relagéo
interessante entre O,- e H,O, na sinalizagdo de NO. Enquanto NO inibe os efeitos de
O, o préprio O,-aparenta regular a sinalizacédo de NO (FORMAN et al., 2002).

Por exemplo, a degradagéo/geracado de O,- durante exposi¢cdo ao NO, regula a
concentracdo do oxido nitrico e, portanto, afeta a resposta de seus alvos de maneira
dose-dependente. Como certas proteinas regulatérias respondem a diferentes niveis de
concentracdo de NO, a consequéncia de O, estar presente é a diminuicdo de NO
disponivel, o que efetivamente converte uma resposta citostatica para uma proliferativa,
e estimula a divisédo celular. Estes resultados demonstram uma habilidade mutual entre
espécies reatavas de oxigénio (ROS) e NO na co-regulacdo de mecanismos de
sinalizagdo (FORMAN et al. 2007). Assim sendo, a superoxido desmutase (SOD), pode
reverter estas respostas ao aumentar a biodisponibilidade de NO quando superoxido

esta presente.

1.1.2 Faixa de concentragcdo de NO endégeno

Os macrdéfagos ndo sdao somente uma importante parte do sistema imune, mas
também uma fonte principal de NO. Eles desempenham uma grande variedade de
funcdes, desde o combate a bactérias e supressao do crescimento tumoral a regulagao
do processo de reparo e restauracao tecidual. Os macréfagos podem gerar diferentes
niveis de NO que, por sua vez, mediam diferentes fungbes (ESPEY et al., 2000).
Interessantemente, a quantidade de NO produzida por macrofagos ativados é
dependente da maneira pela qual ele foi ativado. Quando macréfagos de cultura sao
pré-tratados com interferon gama (IFN)-y, seguido de ativacdo por TNF-a ou IL-1-B, a
quantidade de NO mensurada na solugédo é aproximadamente 10 vezes menor do que
macrofagos tratados com IFN- y e o antigeno LPS (lipopolissacarideo), ainda que haja
apenas uma modesta diferenca na atividade da NOS (Oxido Nitrico Sintase). Isto
sugere que estimulagdo dos macréfagos por citocinas leva a uma quantidade baixa de

NO, quando comparado com fatores que ativam a NOS via receptores Toll-like. Estes
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exemplos mostram que as concentragdes geradas de NO por estas células
parcialmente dependem dos agentes que ativam esta célula de defesa.

Evidéncias clinicas sugerem que ocorre alta concentragao micromolar de NO em
humanos durante doengas inflamatérias. Analises imunohistoquimicas tém
demonstrado uma co-localizagdo de um determinado tipo de NOS e P53 fosforilada em
serina-15 em pacientes com colite ulcerativa. E ainda, uma correlagédo entre expressao
da NOS e estabilizagdo de HIF-1a foi reportada em cancer colorretal humano. Estes
artigos sugerem que ocorrem efeitos indiretos do NO durante inflamagdes.
(VODOVOTZ et al. 1999)

O oxido nitrico media uma gama de respostas no sistema nervoso, como a
liberagcdo de dopamina no striatum (HANBAUER et al., 1994). Estudos sugerem que a
liberagcdo local de dopamina mediada por NO, requer um rapido influxo de NO
produzido por células poés-sinapticas, e em grande quantidade (> 200 nM),
ultrapassando o limiar de responsividade. O alto limiar de resposta ao NO para este fim,
sugere que baixos niveis de NO derivado de outras fontes nao irdo aleatoriamente
ativar esta resposta. Assim, no microambiente de fendas sinapticas, as NOS podem
alcancar niveis 100 vezes maiores de NO do que o necessario para estimular
vasodilatagdo, o que sugere que altas concentragdes de NO podem ser usadas para
mediar respostas fisioldgicas especificas em uma area bem restrita por um curto
periodo de tempo.

Pesquisas indicam que a faixa de concentracao de NO que promove respostas
fisioloégicas pode ocorrer a niveis sub nanomolares. Esta faixa de nM a >uM, indica que
o NO pode provocar diferentes, e até opostas, agdes ao longo de um intervalo de
concentracdo 100 vezes maior ou menor, o0 que ajuda a explicar, a0 menos em parte, 0
porque de a complexidade biolégica das respostas ao NO estar em funcdo de sua
concentracdo (HANBAUER et al., 1994).

1.1.3 Formagéo do Oxido Nitrico
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Apesar das vias alternativas para a geragdo de NO (acidificacdo ou redugao de
nitrito), a maioria do NO de mamiferos é derivado enzimaticamente de Oxido Nitrico
Sintases (NOS). Esta familia de enzimas converte arginina a citrulina e NO via
utilizacao de NADPH- e O,. (Figura 1).

Ho N \T..r:: Ny \T:’f ﬁ/
NH O
Ly NADPY "-"-!l ﬂ5 .MI:.‘.'?PH
Ho0

® o @

My coo Hy N
Oxido
L=Argining NC-Hidroxi-L-grgining  L=Cifruling nftrico

Figura 1. Representacao esquematica da biossintese de 6xido nitrico a partir da L-
arginina, catalisada pela enzima NO sintase (NOS). (QUEIROZ et al., 1999)

Existem trés isoformas de NOS, que promovem diferentes gamas de
concentracdo e duracdo de NO. Duas destas isoformas s&o constitutivas (NOS1 ou
neuronal — NNOS e NOS3 ou endotelial — eNOS), enquanto a terceira é induzivel
(NOS2 ou INOS) (STUEHR et al., 2004). As isoformas sao diferentemente reguladas
em varios niveis, incluindo transcricdo, tradugdo, pos-traducdo, assim como
bioquimicamente. As duas maiores distingdes entre as isoformas envolve a duracio da
producdo de NO e a concentracdo local de NO que pode ser gerado. A dependéncia a
calmodulina é importante para as formas constitutivas de NOS em que o influxo de
calcio regula suas atividades para promover curtas explosées de NO (QUEIROZ et al.,
1999).

Em contraste, INOS tém a calmodulina como uma subunidade e é, portanto,
permanentemente ativa e capaz de gerar NO por periodos prolongados. Modificagdes
pos-traducionais, incluindo a fosforilagdo da eNOS, podem converter a isoforma
constitutiva produtora de curtas explosdes controladas a fluxos prolongados de NO
(FULTON et al., 2001).

A atividade da NOS é firmemente controlada e dependente da disponibilidade de

substrato e cofator, assim como da taxa de transferéncia de elétrons. A quantidade de
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enzima e a sua localizagdo celular determina a concentracdo de NO dentro do
microambiente do alvo molecular. O substrato e cofatores que controlam a atividade da
NOS também estdo envolvidos em outras vias metabdlicas dentro da célula, e isto
conecta a atividade da NOS com outras vias metabdlicas.

Na presenca de cofatores e de grupos prostéticos (NADPH, FMN, BH,4, FAD)
(Figura 2), a atividade da NOS ¢ dependente da disponibilidade de arginina e oxigénio
(Figura 1). Trés principais vias da arginina influenciam a atividade da NOS: 1)
competicdo pela arginase, 2) captacdo e metilagdo de arginina, e 3) protedlise para
formar dimetilarginina assimétricas (ADMA) (MORRIS, 2007). A arginase pode ter uma

influéncia significativa na atividade da NOS ao competir pela arginina celular.
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Figura 2. Grupos prostéticos componentes da NOS. (QUEIROZ et al., 1999)

Véarios estudos sugerem que a atividade da NOS ¢é controlada pela
biodisponibilidade de arginina. A captagdao celular de arginina é facilitada pelo
transportador de aminoacidos catiénicos (CAT), o qual é regulado por varios fatores. A
lisina também compete diretamente pela captagdo de arginina. Interessantemente,

nitroxila (HNO), ao invés do NO, tem sido demonstrada como capaz de diminuir a
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atividade de CAT e pode promover um feedback para a atividade da NOS. Uma das
consequéncias de reduzir a disponibilidade de arginina € que a NOS se torna um
gerador de superoxidos ao invés de NO. Isto pode explicar porque a NOS é beneficial
em certas condi¢des e deletéria em outras.

Outro aspecto importante do metabolismo da arginina é a geragao de ADMA, um
conhecido inibidor da NOS, que € derivado da metilagdo de proteinas pela arginina e
subsequente protedlise. Um estudo mostrou que ADMA nao somente inibe nNOS, mas
converte a enzima a produzir superéxidos (CARDOUNEL et al., 2005), o que pode ter
grandes implicancias em varios processos patologicos. Portanto, a produgéo e a
sinalizagao celular de NO ¢é influenciada pela captagdo de arginina, vias metabdlicas
competitivas e a geragao de inibidores enddégenos da NOS. E ainda mudangas na
producdo de arginina podem nao somente afetar a taxa de producdo de NO, mas
também ser importante na producéo de superdxidos.

O oxigénio € um importante substrato na regulacdo da NOS, mudangas na pO.
tem grande influéncia na atividade da enzima. O KyO, de cada isoforma (isto &, a
concentracdo de oxigénio na qual a atividade da enzima é metade da maxima) é
consideravelmente diferente. O Ky da eNOS, iNOS e nNOS é, respectivamente, 23, 135
e 350 uM (STUEHR et al, 2004). Esta vasta diferenca nos valores de Ky, indica que a
taxa de sintese de NO para nNOS, por exemplo, sera substancialmente mais afetada
pela flutuagdo da pO, do que a eNOS. Em contraste a eNOS poderia ter completa
atividade mesmo com baixas concentragdes de O,, permitindo regulacédo rigorosa de
fungdes criticas do sistema cardiovascular, incluindo a tonicidade vascular.

O pO; de tecidos normais varia de 10-20 yM a um maximo de 60 pM. Portanto, a
atividade enzimatica vai depender da localizagdo em tecidos especificos de cada
isoforma. Uma complicagdo adicional envolve a inibicdo da respiracdo mitocondrial
mediada por NO, que é o primeiro mecanismo de consumo tecidual de O, (MASON et
al., 2006).

Para este fim, NO aumentado leva ao aumento da concentragdo de O,, 0 que
mais a frente aumenta a atividade da NOS. Enquanto estes mecanismos celulares
sugerem que a produgdo de NO pode se tornar descontrolada, existem dois

mecanismos de feedback negativo que limitam este ciclo. Assim que os niveis de NO
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atingem um certo limite, a NOS limita a sua prépria atividade enzimatica para suprimir a
producdo de NO (STUEHR et al., 2004). E ainda, o consumo celular de NO é
dependente de O,, e proporcional ao pO,; enquanto os niveis de O, aumentam,
também aumenta a taxa de metabolismo do NO.

Contudo, existe uma intima relagdo entre estes dois gases diatébmicos, que é
crucial na regulagdo na regulagdo da oxigenacdo e perfusdo tecidual. Um fator
igualmente importante na regulacdo da NOS é a sua localizagdo dentro da célula. Por
exemplo, certos gases (NO, CO e O2) sdo mais soluveis em regides hidrofobicas e séo,
portanto, cerca de 10 vezes mais concentradas naquelas regides de uma célula (como
membranas) quando comparadas a regides aquosas. Enquanto a NOS pode existir no
citosol e na membrana, sua presenca em ambientes com diferentes concentragbes de

oxigénio podem alterar sua atividade e resposta fisiolégica de forma dramatica.

1.1.4 Difusdo do Oxido Nitrico

A difusédo é outra caracteristica fisica importante do NO, tendo grande influéncia
na determinagao da concentragdo do mesmo. O Oxido nitrico € uma pequena € nao
ibnica molécula, e soluvel em ambientes aquoso e hidrofébico além de altamente
difusivel. O coeficiente de difusdo do oxigénio molecular é 2800 ym?s, enquanto o do
NO é 3300 pm%s (CHEN et al., 2007). Nos tecidos, as células estdo entre 50-300 pm,
ou entre de distdncia de um vaso sanguineo, onde o NO é rapidamente consumido.
Uma vez que o NO se difunde até 100 um por segundo, sua difusdo para o vaso
sanguineo se transforma em uma barreira cinética na determinagao de vias reativas
viaveis.

A medida que a distancia do ponto onde o NO foi produzido aumenta, sua
concentracao cai, assim sendo, dentro de 1 s apds sua producdo, a concentragao de
NO pode ser diluida cerca de 200 vezes simplesmente por difusdo. Enquanto a
producao de NO pode ser confinada a especificas areas na célula, a difusdo em uma
pequena distdncia pode diminuir substancialmente sua concentracdo. Por exemplo,

NNOS localizada na fenda sinaptica, que € cerca de < 1um distante, requer uma
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concentracdo de NO de cerca de 1uM para que a estimulacdo de liberacdo de
catecolaminas. Esta relagao difusdo/diluicio do NO pode resultar em exposicédo
diferencial de especificos sitios ao NO, mesmo dentro de uma mesma célula,
culminando em resultados fenotipicos distintos. No caso do endotélio, a NOS é

localizada.

1.1.5 Consumo

Outro fator importante que determina a concentracdo de NO é a sua taxa de
consumo. Isto € mediado por vias que incluem interacdes do NO com eritrécitos e ROS,
assim como o seu metabolismo celular. De forma similar a sintese de NO, a maioria dos
mecanismos de consumo de NO é dependente de O,, 0 que sugere, novamente, que o
oxigénio molecular é um fator chave na determinagédo da taxa de consumo e o alcance
das reagdes com alvos moleculares. Simulagdes tém demostrado que processos de
consumo sao competitivos com os de difusdo e influenciam significativamente o perfil
de concentracédo de NO (LAMKIN-KENNARD et al., 2004).

Um grande mecanismo de consumo de NO é via reacbes com ROS. Estas
reacdes resultam na eliminagao de NO assim como a producgao de espécies reativas de
nitrogénio associados com o os efeitos indiretos do NO. Estas interagdes modulam a
sinalizagcao de NO ao diminuir a sua concentragao, e diretamente potencializam novos
mecanismos de sinalizagdo mediados por RNS. O NO reage com superoxido resultando

em peroxinitrito (ONOQ"), que é convertido na presenga de NO a NO; e N,Os.

1.1.6 Formacéao de RNS

Existe uma variedade de alvos de RNS dentro das células e incluindo tidis,
lipideos e amino acidos aromaticos (RIDNOUR et al., 2004). Uma citotoxicidade severa

pode ocorrer se a sinalizagcdo bioquimica normal esta debilitada por modificagcao
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quimica destes alvos por RNS. Assim, as altas concentracbes de NO aumentam a
probabilidade de ocorréncia destas interagdes, aumentando a incidéncia de toxicidade.

A formagao de RNS pela reacdo entre NO/O, ou NO/O, ocorre em diferentes
lugares dentro da célula. Estes metabdlitos reativos séo eletrofilicos, portanto o pK, do
substrato é um importante determinante na dindmica da reag&o. Os trés principais RNS
derivados do NO s&o N,O3, NO; e peroxinitrito. Este ultimo é um importante produto do
consumo de NO, enquanto que N,O3; e NO, podem ser derivados da auto-oxidagao do
NO e de reagdes NO/O;".

A reacdo NO/O, que forma peroxinitrito (ONOO’), € uma das mais rapidas
reacdes conhecidas na quimica. Como o superéxido € um anion de vida curta, esta
reacao ocorre em compartimentos aquosos de tecidos. No meio bioldgico, o peroxinitrito
rapidamente reage com CO,, convertendo-o em milissegundos a uma espécie anidnica
ONOOCO;, que rapidamente se decompde em um complexo radicalar NO,/CO3, cuja

reacao esta representada a seguir.

ONOO" + CO, — ONOOCO, )
ONOOCO, — NO,/CO5 )
NO,/CO3z + NO + H,O — HCO3 +HNO, +NO» (3)

Multiplas consideragdes devem ser feitas quando se avalia a resposta ao NO em
situagdes fisioldgicas e patoldgicas. A concentragdo e a dependéncia temporal se
combinam com determinantes cinéticos e a funcao celular para direcionar os processos
de sinalizacdo do NO. Taxas de formacdo de Oxido nitrico, difusdo e consumo,
interacdo radical/alvo e a concentragcdo de oxigénio molecular, contribuem para
respostas celulares e teciduais especificas ao NO. Ainda mais importante, a
concentracdo de NO direciona o seu efeito (direto ou indireto), a distancia de difuséo e
os alvos especificos com o qual interage. Um exame cuidadoso da concentragao e o
perfil temporal do NO combinado com a identificagdo de especificos determinantes
cinéticos pode prover um melhor entendimento do papel do NO e de RNS nos

processos bioldgicos.
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1.2 Desacoplamento da Oxido Nitrico Sintase Endotelial (eNOS) em Doencas
Cardiovasculares

As células do endotélio vascular produzem fatores paracrinos que regulam a
homeostase vascular, um exemplo € o Oxido nitrico derivado do endotélio, que
desempenha um papel primordial, o NO dilata todos os tipos de vasos ao estimular
guanilil ciclase soluvel e ao aumentar GMPc em células de musculo liso. O éxido nitrico
langado no lumem vascular €, também, um potente inibidor de agregacao plaquetaria e
adesdo a parede vascular, e inibidor da ligacdo de leucocitos a parede do vaso ao
interferir com a habilidade da molécula de adesao leucocitaria CD11/CD18, de ligar-se
a superficie da célula endotelial ou mesmo por suprimir a expressdo da molécula na
superficie dos leucocitos. A deposicdo leucocitaria € um evento inicial no
desenvolvimento da aterosclerose e, portanto o NO pode ser um inibidor do

desencadeamento de um processo aterosclerético.

1.2.1 Fisiologia enzimatica da eNOS

Todas as isoenzimas NOS sao hemodiméricas. (Figura 32 e b). Em uma NOS
funcional, o dominio do carbono-terminal redutase de um mondémero (bom locais de
ligacdo para NADPH, FMN e FAD) é ligado ao dominio N-terminal oxigenase do
mondmero oposto. (Figura 3b). Este dominio oxigenase carrega um grupo heme
prostético. O dominio oxigenase também se liga a (6R) 5,6,7,8-tetrahydrobiopterina
(BH4), oxigénio molecular e ao substrato molecular L-arginina (ALDERTON et al., 2001).
Todas as isoformas da NOS possuem um grupo tiolato de zinco (Zn). A retirada de Zn
da NOS, ou uma possivel expressao de NOS ativa Zn deficiente, demonstram que 0 Zn
possui uma fungao estrutural na molécula da enzima.

Todas as isoenzimas catalisam a transferéncia de elétron mediada por flavina, do
C-terminal de NADPH para o grupo heme no N-terminal. A calmodulina (CaM), sob a

indugdo de caélcio, se liga a NOS aumentado a transferéncia de elétron através do
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dominio redutase (de NADPH para flavinas) e também pode transferi-los do dominio
redutase para o grupo heme no dominio de oxigenase. No heme, os elétrons sao
usados para reduzir e ativar O,. Para produzir NO, a enzima precisa ciclar duas vezes.
Primeiramente a NOS hidroliza L-arginina a N-hidroxi-L-arginina, e em um segundo

passo, oxida N-hidroxi-L-arginina a citrulina e NO. (Figura 3)

1.2.2 Regulagéo fisiologica da atividade da eNOS

A atividade da eNOS aumenta nitidamente quando a concentragdo de calcio
(Ca?") intracelular se eleva, pois a enzima produz NO de uma maneira Ca?‘/CaM
dependente. O Ca*" induz a ligacdo do CaM a enzima, o que em troca aumenta a taxa
de transferéncia eletrébnica de NADPH ao centro heme. (HEMMES E MAYER, 1998).
(Figura 3). No entanto, a eNOS também pode ser ativada por estimulos que n&o
produzam uma alta na concentragdo de Ca®", levando a uma liberagdo prolongada de
NO. Um exemplo de tal estimulo bem conhecido é a tensdo de corte exercida pelo
sangue circulante, que pode aumentar a atividade da enzima, independente dos niveis
de Ca®". Esta ativacdo é mediada pela fosforilacdo da enzima.

A proteina eNOS pode ser fosforilada em diversos residuos de serina (Ser),
treonina (Thr) e tirosina (Tyr), contudo a maioria das mudancas na atividade
enzimaticas estao relacionadas a fosforilacdo de residuos dos amino acidos Ser1177 e
Thr495. A fosforilagdo de Ser1177 estimula o fluxo de elétrons entre o dominio
redutase, aumenta a sensibilidade da enzima ao Ca®" e representa um mecanismo
adicional e independente de ativagdo da eNOS. Diversas proteina-quinases podem
fosforilar a eNOS em Ser1177 e podem participar na ativagdo da enzima seguindo
estimulacao hormonal e/ou mecanica de células endoteliais. O residuo de aminoacido
Thr495, por outro lado, € um sitio de regulacao negativo onde a fosforilagdo diminui a
atividade enzimatica. Este sitio tende a ser fosforilado sob condigbes néo-estimulantes
(mais provavelmente pela proteina quinase C e PKC). A fosforilagdo de Thr495 € um

provavel interferente na ligagdo de CaM ao seu sitio. De fato, a desfosforilagdo de
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Thr495, é associada a estimulos que, como histamina e bradicinina, aumentam a
concentragdo de Ca®" intracelular e a atividade da eNOS.

Monomer 2

Monomer 1
Oxygenase Domains

Homodimer Oxygenase Domains -
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Figura 3. A, Estrutura da eNOS e esquema de catalise enzimatica. Todas as enzimas sé&o
sintetizadas como mondémeros. Cada subunidade é constituida por um dominio redutase e um dominio
oxigenasse. Monémeros e mesmo dominios redutase isolados sdo capazes de transferir elétrons de
NADPH para as flavinas FAD e FMN e tem uma capacidade limitada de reduzir o oxigénio a O, .

Mondmeros e dominios redutase isolados podem ligar calmodulina (CaM), o qual estimula a transferéncia
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de elétrons por entre o dominio redutase. No entanto, os mondmeros n&o sdo capazes de se ligar ao BH,
ou ao L-arginina e ndo pode catalisar a produgao de NO. B. A presenga do grupo heme permite a
dimerizagdo da NOS, de fato, o heme é o Unico cofator que é absolutamente requerido para a formagéo
de dimeros de NOS ativos. O heme é também essencial para a interagdo entre os dominios redutase e
oxigenase e para a transferéncia eletrénica interdominios das flavinas para o heme do monémero oposto.
A taxa de oxidagao do NADPH é significamente aumentada em dimeros quando comparada a
monomeros, e consiste em uma produgdo mais efetiva de O, . C. Quando ha presenca suficiente de L-
arginina e BH, dimeros de NOS intactos se acoplam ao heme e reduzem O, para a sintese de NO. L-
citrulina é formada como um subproduto, a N-hidroxil-L-arginina € um intermediario na reacgéo.
(FORSTERMANN E MUNZEL, 2006).

1.2.3 Mecanismos moleculares que reduzem os niveis de NO bioativo nas doencgas
vasculares

A disfuncdo endotelial é largamente equivalente a inabilidade do endotélio de
gerar quantidades adequadas de NO e de produzir vasodilatagdo mediada pelo NO. A
disfungao edotelial € um dos fatores de risco cardiovascular comumente encontrado em
pacientes. Diversos defeitos podem contabilizar para a redugao de NO bioativo. Estes
incluem aumentada deplecdo de NO devido a reagdo com O, °, produgdo diminuida de
NO devido a mudangas na atividade da eNOS (e.g. desemparelhamento da eNOS) e a
mudancas na expressao desta enzima. E ainda, deplecao de L-arginina, por exemplo,

pela elevada atividade da arginase, poderia contribuir para a disfungéo endotelial.

1.2.4 Mecanismos moleculares envolvidos no desacoplamento da eNOS

O desacoplamento da eNOS tem sido atribuido a falha na capacidade da enzima
em formar dimeros. Na verdade, tem sido mostrado que a transferéncia de elétrons nao
€ dependente da formacgao dimérica e que monémeros de NOS sao suficientes para
produzir O, . No entanto a atividade da NADPH oxidase nestas condi¢des € limitada, a

forma dimérica possui atividade enzimatica muito mais elevada. Portanto, torna-se
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interessante do ponto de vista de pesquisa, identificar fatores que levam ao
desacoplamento da eNOS. (PIEPER, 1997)

A ativacao da proteina quinase C (PKC) esta envolvida na indugédo do estresse
oxidativo em vasos. A elevada expresséo e atividade de NADPH oxidase, aumentada
geragdo de O, * e o desacoplamento da eNOS sdo tidos como consequéncia da
atividade de PKC, pois inibidores de PKC reduz tais expressdes e inibe o
desacoplamento da eNOS. (LAURSEN et al., 2001)

A produgado de NO pela eNOS nas células endoteliais € correlacionada com a
concentracao intracelular de BH4. Em artérias isoladas ou ratos in vivo, a deplegéao de
BH, leva rapidamente a disfuncdo endotelial, e a suplementagao € capaz de reverter a
disfuncdo da eNOS em diversos tipos de fisiopatologias. A administracdo de BH4
restaurou a fungdo endotelial em modelos animais de diabetes (PIEPER, 1997) e
insulino-resistentes (SHINOZAKI et al.,, 2000), assim como em pacientes com
hipercolesterolemia (STROES et al., 1997), diabetes mellitus (HEITZER et al., 2000),
hipertensdo (HIGASHI et al., 2000) e em tabagistas cronicos (HEITZER et al., 2000).

Os niveis intracelulares de BH, dependem do balango de sua sintese de novo e
sua degradagéo/oxidacdo. BH, € um dos agentes redutores mais potentes que ocorrem
naturalmente. E, portanto, razoavel a hipétese de que o estresse oxidativo possa levar
a uma excessiva oxidagdo e deplegdo de BH; (LAURSEN et al.,, 2001). Como o
estresse oxidativo ocorre na fisiopatologia cardiovascular, a oxidacao de BH, pode ser
uma causa comum da disfungcdo da eNOS nestas situagoes.

Efeitos benéficos da suplementacdo de L-arginina tém sido documentados em
estudos com animais e humanos em condi¢des fisiopatolégicas como
hipercolesterolemia e hipertensdo (DREXLER et al., 1991). Isto incita a questdo sobre o
quao limitante para o funcionamento da eNOS o substrato L-arginina pode ou nao ser.
A principio isto parece improvavel. O Ky da eNOS para a L-arginina € ~3 uml/L
(POLLOCK et al., 1991) enquanto que a concentragdo normal de L-arginina no plasma
€ ~100 uml/L (mesmo em situagdes patoldgicas, os niveis dificilmente chegam a menos
de 60 pyml/L), entdo ha cerca de dez vezes mais L-arginina dentro das células do que o
necessario para sua atuacdo como substrato da eNOS. E ainda, as células endoteliais

humanas sequer sao dependentes de captagao de L-arginina do meio extracelular; elas
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podem efetivamente reciclar L-citrulina e produzir L-arginina e ainda adquiri-la via

protedlise.

1.3 0 Oxido Nitrico no dano e regeneragao vascular

O 6xido nitrico controla a vasodilatagéo, a regeneragao endotelial, a inibicdo da
adesdo plaquetaria e a quimiotaxia leucocitaria. A deficiéncia de NO, vital no
desenvolvimento de aterosclerose e doengas renovasculares, decorre da expressao e
atividade reduzida da NO sintase (NOS), baixos niveis de L-arginina e alta taxa de
degradagao desta molécula por mecanismos oxidativos (NAPOLI E IGNARRO, 2001). A
manipulagdo genética da NO sintase foi capaz de gerar importantes conhecimentos
sobre as vias patogénicas de doencgas vasculares. Resultados de estudos pré-clinicos e
clinicos sugerem que a modulagdo de mecanismos oxidativos e o aumento da producéao
de NO pela administracdo de L-arginina e antioxidantes melhora, a neovascularaizagao

seguido de terapia genética e terapia de células da medula.

1.3.1 Sinalizacdo do Oxido Nitrico na parede arterial

O oxido nitrico (NO) funciona como um mensageiro chave no sistema
cardiovascular (IGNARRO et al., 1999). Niveis adequados de desta molécula gasosa
sado importantes na preservacgao da fisiologia vascular. Conhecidas fungdes regulatorias
sdo controladas pelo NO. (NAPOLI E IGNARRO, 2001). Certamente, o NO participa do
controle homeostatico, fibrindlise, apresentacdo de antigenos de histocompatibilidade,
tébnus vascular e proliferacdo de células de musculo liso vasculares, homeostasia do
sangue e da presséo, e de interagao entre leucocitos e plaquetas com a parede arterial.
(RABELINK E LUSCHER, 2006).

A diminuicdo da biodisponibilidade de NO e anormalidades na sinalizagao NO-

dependente, estdo entre as causas centrais de doengas vasculares, apesar de ainda
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nao ser claro o quanto estes sdo a causa ou o resultado da disfungcdo endotelial, ou
ainda, mais provavelmente, ambos. A biodisponibilidade alterada de NO causa
disfungdo endotelial, o que aumenta a susceptibilidade a aterosclerose, diabetes
mellitus, hipertensao, hipercolesterolemia, faléncia congestiva cardiaca, trombose e
infarto. (NAPOLI E IGNARRO, 2001).

O NO é produzido por uma familia de NO-sintases (NOS), das quais trés formas
principais, identificadas no ser humano e em outros organismos, sdo expressas em
diferentes tipos celulares: a NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) e a NOS
induzivel (iINOS), como citado anteriormente.

As isoformas da oxido nitrico sintase (NOS) sado enzimas constitutivas reguladas
por calcio e calmodulina e por modificagbes pds-traducionais. A terceira isoforma, INOS
(ou NOS2), regulada por estimulagao de citocinas, produz vasta quantidade de NO
comparada as outras duas isoformas. As trés isoformas de NOS tém mecanismos
similares que envolvem transferéncia de elétrons para oxidagdo do terminal guanidino
nitrogénio da L-arginina. Todas estas enizmas requerem cofatores para uma fungao
6tima, incluindo tetrahidrobiopterina (BH,;), fosfato de nicotinamida-adenina-
dinucleotideo (NADPH), flavina adenina dinucleotideo (FAD) e flavina mononucleotideo
(FMN). (Figura 2) (NAPOLI E IGNARRO, 2001)

Estudos envolvendo disfungdes genéticas de cada isoforma de NOS
desvendaram importantes informagdes sobre o multiplo envolvimento do NO nas
doencgas cardiovasculares. De fato, a falta de eNOS causa hipertensao, disfungdes
endoteliais e uma severa resposta a injuria vascular, isquemia vascular e aterosclerose
induzida por habitos alimentares, enquanto que a falta de nNOS esta ligada a uma
resposta menos severa a isquemia cerebral mas um aumento da aterosclerose induzida
por habitos alimentares (LIU et al., 2008). Finalmente, ratos com auséncia de iINOS
mostram reduzida hipotensao a choques sépticos.

O alvo fisiologico do NO é a guanilato cilcase soluvel (NAPOLI et al., 2006). O
NO ativa a guanilato ciclase ao ligar-se ao grupamento heme, resultando em niveis
elevados de cGMP. Na vasculatura o cGMP media o relaxamento NO-dependente do
musculo liso vascular, resultando em vasodilatagdo. Similarmente, o NO em sua funcéao

de neurotransmissor no trato gastrointestinal, urinario e respiratério media o



28

relaxamento muscular ao aumentar a produgao de cGMP. Estes efeitos parecem ser
devido a fosforilacdo de proteinas por quinases dependentes de cGMP, incluindo a

miosina.

1.3.2 O Oxido Nitrico na disfuncdo vascular

Um primeiro evento na fisiopatologia da aterosclerose é o prejuizo da fungéo
arterial (NAPOLI et al.,, 2006). Niveis diminuidos de NO biodisponivel ocorre por
diversos mecanismos potenciais, como: reducdo da expressao de eNOS, da atividade
da eNOS e da biodisponibilidade de NO (Figura 4). A disfungcdo endotelial esta ligada a
um aumento na producdo de ROS na vasculatura, que decorre da ativagao da
NAD(P)H-Oxidase no endotélio, musculo liso vascular, ou em células adventicias. Ou
ainda, via ativacdo da enzima Xantina Oxidase.

Taxas elevadas de reagdes com superoxido determinam um decréscimo na
biodisponibilidade de NO e produgéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que
induzem nitracéo de proteinas. Assim sendo, o radical superoxido reage com NO para
formar o peroxinitrito. Este composto possui a mesma atividade biolégica do NO em
concentracdes bem baixas. No entanto, em altas concentragdes, o peroxinitrito é toxico,
pois forma o acido peroxinitroso, que € citotoxico, assim como induz modificagbes em

proteinas por nitrosagcéo de amino acidos. (NAPOLI et al., 2006).
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Figura 4. Mecanismos de regulacdo da eNOS no dano e regeneragéo vascular. Em situagao de
doenca vascular, como diabetes, hipertensao e hipercolesterolemia, a producédo de superoxido
por oxidases &€ marcadamente aumentada. Diversos mecanismos podem contabilizar para o
dano vascular e a disfungcdo endotelial, incluindo: (l) baixa disponibilidade de substrato; (II)
mudangas no mRNA da eNOS ou de seus niveis proteicos; (lll) baixa disponibilidade de
cofatores; (IV) localizagdo subcelular imprépria; (V) fosforilagdo anormal; (VI) desgaste dos
niveis NO pelo superdxido (O,) para formar anion peroxinitrito (ONOQ™) e, (VII) regulagéo por
KLF2. O peroxinitrito e outras espécies reativas de oxigénio oxidam BH4, via radical BH3 a BH2
e biopterina, 0 que reduz a biodisponibilidade de BH4 e promove desacoplamento da eNOS.
Esta forma da eNOS nédo é capaz de produzir NO, ao invés disso, gera superoxido. KLF2 é
inibida pela citocina proinflamatéria IL-1B e é induzida pelo limiar de estresse nas células
endoteliais. A super expressdo de KLF2 induz fortemente a produgdo de eNOS e, inibe a
molécula de adesdo endotelial, E-selectina e a indugdo de VCAM-1, mediada por citocinas
proinflamatérias. A suplementagdo de L-arginina exerce efeitos benéficos na producéo
endotelial de NO durante a regeneragdo vascular ao aumentar a capacidade de
neovascularizagdo de células da medula éssea e aumentar o numero de células endoteliais
progenitoras que se incorporam nos locais do dano vascular. IGNARRO, 2010)
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Apesar de todo o envolvimento chave da baixa disponibilidade de NO na
disfungdo endotelial e no dano vascular, a NOS por si propria € capaz de produzir
espécies reativas de oxigénio (ROS), (SATOH et al, 2005) na auséncia do substrato L-
arginina, ou cofatores como o BH4. BH4 é particularmente um importante cofator,
porque na sua auséncia o transporte de elétron através da eNOS pode se tornar
‘desacoplada’, resultando na geragao de anion superoxido. (Figura 4).

De forma geral, mudancas no mRNA da eNOS ou na expressao do gene, podem
contribuir para a disfuncdo endotelial. Estas condigbes determinam um nivel reduzido
da atividade da eNOS.

1.4 Gene eNOS

O gene eNOS encontra-se no cromossomo 7, mais especificamente no brago
longo deste cromossomo na regido 7q35-36 (LEE et al.,, 2012). A primeira descri¢ao
desse gene foi em 1993, apontando as caracteristicas das regides promotoras, exons e
introns (WANG; WANG, 2000). Desde entdo € sabido que o cromossomo em questao
codifica um RNA mensageiro de 4052 nucleotideos e 26 exons (FARRELL; BLAKE,
1996).

Estuda-se geralmente, trés polimorfismos nesse gene, séo eles: - 786 (T/C)
na regiao promotora do gene, o Glu298Asp no exon 7 (-894 G/T) e um VNTR (Variable
Number of Tandem Reapeats) de 27 pares de bases no intron 4. A Figura 5 mostra a

organizacdo do cromossomo 7 e as principais regides estudadas.
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Figura 5. Localizacdo do gene eNOS no cromossomo 7. O gene e a regido dos principais
polimorfismos estudados. (Adaptado de GUO et. al., 1999 e ZANCHI et. al. 2000).

O polimorfismo Glu298Asp (894 G/T) € o alvo dessa pesquisa e ele tem uma
importancia singular na funcionalidade do éxido nitrico sintase endotelial. Sabe-se que
a substituicdo do glutamato pelo aspartato na posigcdo 298 da eNOS aumenta a
suscetibilidade da clivagem por proteinas, em consequéncia disso se tem a diminui¢cao
da produgcdo de Oxido nitrico basal, que € responsavel por manter a homeostase
corporal (CHOUDHARI et al., 2013; YU et al., 2006).

Em especial, o éxido nitrico desempenha um papel importante na regulagéo
da circulagao sanguinea no cérebro, perdas na sua funcido levam a alteragdes do
relaxamento vascular, o que o coloca como um agente principal na patofisiologia do
sistema vascular. Diversos estudos reiteram que o polimorfismo Glu298Asp da eNOS
pode ter efeitos adversos sobre a expressao e atividade da oxido nitrico sintase
endotelial, o que pode resultar em desajuste fisioldgico do endotélio e contribuir para o
desenvolvimento do acidente vascular.

Polimorfismos de Glu298Asp sao frequentemente encontrados em doengas
vasculares como infarto do miocardio, espasmo coronario e hipertensdo arterial.
Estudos sugerem que polimorfismos do gene eNOS podem estar associados a

incidéncia de acidente vascular isquémico em Asiaticos. Esta conclusdo evidencia a
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importancia do gene e ainda sugere ser este, uma importante via terapéutica de
intervencao clinica. (WANG et al., 2013)

Contudo, o proposto papel deste polimorfismo em pacientes que sofreram
acidente vascular isquémico tem sido inconstante, uma vez que alguns estudos
apresentam associacido, enquanto outros reportam o oposto. Estas inconstancias se
justificam muitas vezes por questdes de amostragem e limitante étnicos. Estudos de
metanalise foram empregados na tentativa de eximir tais diferengas entre os estudos de
caso e prover uma analise precisa desta associagdo, chegando a conclusdo de que
polimorfismos no gene eNOS tém implicacdo quanto a incidéncia de acidente vascular
encefalico em diferentes grupos étnicos. (WANG et al., 2013; CASAS et al., 2004)

1.5 Acidente Vascular Encefalico

O AVE é caracterizado pela falta de subsidio sanguineo em uma dada regido
cerebral que pode ser ocasionada pela ruptura ou obstrucéo arterial. Existem dois tipos
de AVE, e sao eles: isquémico e hemorragico. O AVE isquémico é caracterizado pela
interrupcao do fluxo sanguineo em determinada regiao cerebral, em geral a interrupgao
ocorre pela presengca de um trombo, que é um processo inadequado de coagulagao
sanguinea, na artéria ou na veia, pela presenga de um émbolo, coagulo de sangue com
agregados bacterianos e células inflamatérias(BATH e KRISHNAN, 2014)

O AVE Hemorragico é resultado de uma fraqueza vascular que pode levar a uma
ruptura do vaso e consequente extravasamento sanguineo em regides do cérebro. Os
dois tipos de AVEH s&o o intracerebral, que ocorre dentro da massa encefalica, e
subaracnoide, quando o sangue extravasado fica confinado entre as meninges
aracnoide e pia-mater. (VAGAL, KHATRI et al., 2014).

De acordo com a Academia Americana de Acidente Vascular (AAS), o acidente
vascular encefalico hemorragico contabiliza aproximadamente 13% dos casos de
acidente vascular encefalico. No geral, os casos de aneurisma sao rotineiramente
observados no ambiente emergencial de hospitais, e representam a principal causa de
morte no Brasil (FERNANDES, BENSENOR et al., 2014).
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Existem dois tipos de fraqueza vascular que usualmente levam a ruptura do
vaso, o aneurisma e malformacgdes arteriovasculares. As malformagdes sdo congénitas
e ocorrem raramente. O aneurisma é, grosseiramente, um disturbio da morfologia
vascular de uma regidao enfraquecida do endotélio. Se nao tratado, o aneurisma
continua a se desenvolver e pode chegar a ruptura e subsequente extravasamento de
sangue. Os locais mais suscetiveis ao desenvolvimento dos aneurismas sao as
bifurcacbes de artérias e veias. Estima-se que até 80% dos AVEHs tem como evento
primario os aneurismas (WIWANITKIT, 2014).

Os aneurismas podem ser classificados quanto a sua causa, lesdo que os
originaram ou quanto a sua conformacédo geométrica. Quanto a lesdo os aneurismas
sao subdivididos em: arterioscleroéticos, que sdo os aneurismas decorrentes de casos
de arteriosclerose avangada; e congénitos e infecciosos, esses sao 0s aneurismas cuja
fragilidade na parede arterial ou vascular é fruto de infecgbes diversas (HAJI, VAN
ADEL et al., 2014).

Atualmente, o diagnostico de AVE é dado com base no histérico clinico do
paciente e com o auxilio da tomografia computadorizada. Os sintomas do AVE podem
ser varios e estdo relacionados com diferentes areas do cérebro, € comum que haja
alteragcdo neuroldgica podendo interferir na fala, visdo, cognigdo, sensibilidade, no
equilibrio € nos movimentos (NETO, NEVILLE et al., 2014).

Os casos de AVE nao séao distribuidos uniformemente pelo mundo, os niumeros
variam de regido pra regido, de sociedade pra sociedade, de costume pra costume, de
habitos de vida para habitos de vida. O AVE esta relacionado com uma série de fatores
que influenciam no evento, dentro desses fatores existem aqueles que os individuos
nao exercem influéncia, como por exemplo sexo e idade, e fatores que podem ser
controlados pelo individuo, como a hipertensado arterial (BACZKO, LEPRAN et al.,
2014).

Varios sao 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 e &
ainda mais importante se associada a doengas 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 aneurisma,
aumentando a chance do acontecimento de infarto intracerebral. Ja os
anticoncepcionais orais estao relacionados com populagdo de mulheres acima dos 35
anos fumantes, que tem histérico de enxaqueca ou hipertensao arterial anos e o evento
mais comum nesses casos € o AVE isquémico. (CAI, CUI et al., 2014).

Niveis alterados colesterol se apresentam como fator de risco e pode interferir e
influenciar no evento do AVE. Concentragdes muito baixas de colesterol atuam como
fator de risco para a hemorragia cerebral, enquanto que concentragdes altas sao
fatores de risco para o infarto cerebral (SULTAN, SCHUPF et al., 2014).
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2 JUSTIFICATIVA

O estudo da corregao entre polimorfirmos do gene eNOS e sua influéncia no
desencadeamento de acidente vascular encefalico hemorragico (AVEH) e aneurisma
intracerebral (Al) tem sua importancia quanto ao entendimento da patologia, que é
multifatorial, visando obter dados que auxiliem no desenvolvimento de estudos clinicos
e possivel reversdo e prevengao da situagdo patologica. Além dos riscos ja
recorrentemente aceitos sobre doencgas vasculares, ha uma crescente evidéncia sobre
o papel genético na patofisiologia do AVEH e aneurisma.

O Aneurisma Intracerebral é uma condicdo patologica dos vasos
intracranianos que pode possuir uma fraqueza anormal na parede dos vasos, ficando
estes propensos a ruptura. A ruptura desses aneurismas pode levar a uma hemorragia
no espaco subaracndéide que envolve o cérebro, e as vezes no parénquima cerebral
(FROSEN et al, 2012). Essas condi¢cdes hemorragicas conhecidas como Acidentes
Vasculares Encefalicos Hemorragicos (AVEH) sdo um importante problema de saude
publica, que se situam entre as quatro maiores causas de morte em muitos paises e é
responsavel por uma grande propor¢ao de disturbios neurolégicos (ROWLAND, 2002).
Mais incapacitante que fatal, o AVEH é 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).

Os polimorfismos dos genes codificantes de eNOS tem grande potencial de
se tornar um parametro genético relevante para estudos de acidentes vasculares,
contudo os resultados da literatura ainda sdo escassos. Outro ponto que justifica a
realizacdo desse trabalho é que os marcadores genéticos podem variar de acordo com
a constituicdo genotipica de cada populacdo, logo se faz necessario um estudo
especifico em nossa populacdo. Além disso, existe grande relevancia desse gene no

controle de doencgas cardiovasculares.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar polimorfismos no gene eNOS e determinar sua possivel associagao

com acidente vascular encefalico hemorragico e aneurisma intracerebral.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1. Identificar a frequéncia do polimorfismo 894 G/T do gene eNOS em
individuos portadores de acidente vascular encefalico 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 sadios néo portadores de doengas cronicas, habitantes da mesma regiao, e,

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

3.2.3. Investigar aspectos epidemioldgicos e clinicos dos pacientes portadores

da patologia e compara-los a 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 avaliagao clinica

Apods a aprovagao do projeto (ANEXO A), os dados pessoais dos participantes
da pesquisa foram obtidos por meio de preenchimento de uma ficha de identificagao
especifica (ANEXO B). Esta ficha abrangia as seguintes variaveis: idade, sexo, cor,
estado civil, data do registro da patologia estudada, presenca de hipertenséo arterial,
diabetes, tabagismo, etilismo. Parametros bioquimicos e celulares também foram
anotados, exemplos: uréia, creatinina e plaquetas. Foram computadas as informagoes
sobre a escala de Glasgow, Escala de Rankin, Escala de NIHSS, indice de Bartelm e
ICH.

O uso de escalas é importante. No ambiente da emergéncia, a avaliagao
neurolégica deve abranger principalmente a gravidade do AVC, o seu tipo e sua
localizagéo, dado que exames neuroldgicos extensos sdo inexequiveis.

A escala de Rankin (ERm) & um instrumento de mensuragcéo da incapacidade
que tem sido amplamente utilizado na avaliagcdo da recuperagao neurolégica e como
end-point primario (prognostico) em estudos clinicos para o tratamento do AVC
(acidente vascular cerebral). A versdo mais atual dessa escada € uma adaptagédo da
escala de Rankin e consiste de 6 categorias que vdao do 0 a 5, sendo que,
eventualmente, agrega-se o escore 6 (6bito) em estudos clinicos. Resumidamente, a
escala avalia a capacidade do individuo de realizar as atividades de vida diaria. A
escala é essencialmente baseada na incapacidade global (em particular a incapacidade
fisica) e na necessidade de assisténcia para realizar atividades instrumentais e basicas
da vida diaria com énfase no comprometimento motor. Ela pode ser aplicada por
qualquer profissional da area da saude, possuindo moderada confiabilidade entre

observadores. Na figura 6, tem-se a graduagéo da respectiva escala.
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Escala de Rankin medificada

Pentuacio Descricio

0 Semn qualquer sintoma.

1 Sem incapacidade significante apesar dos sintomas; capaz de realizar todos os deveres e atividades usuais.

2 Incapacidade leve; incapaz de realizar todas as atividades prévias, mas & capaz de cuidar de si proprio sem auxilio.
3 Incapacidade moderada; necessita de alguma ajuda, mas é capaz de caminhar sem assisténcia.

4 Incapacidade moderadamente grave, incapaz de caminhar sem assisténcia e incapaz de atender a suas

necessidades fisicas sem assisténcia.
Incapacidade grave, acamado, incontinente, requer constante atencdo e cuidados de enfermagem.
6 Chito.

(%]

Figura 6. Graduacgéo da escala de Rankin (Adaptada de FALCAO et al., 2010).

O indice de Barthel (IB) é uma escala de incapacidade que mensura 10 aspectos
basicos da atividade diaria relacionados a mobilidade e aos cuidados pessoais, tais
como: alimentacdo, 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 progndstico pos-AVC, porém
também ¢ utilizada para avaliagdo de outras desordens neurolégicas. O escore normal
€ de 100 (maximo), com pontuagdes indicando o grau de dependéncia sendo que
abaixo de 50 significa dependéncia.

O IB pode ser avaliado de duas maneiras: (a) Quanto a classificagao prognostica
- Grupo I: 0 a 45 pontos = incapacidade severa; Grupo II: 50 a 70 pontos = moderada,;
Grupo lll: 75 a 95 pontos = leve e Grupo IV: 100pontos = independéncia funcional; (b)
Quanto a agrupamentos funcionais - Grupo A: auto-cuidados (itens 1 a 7: alimentagéo,
banho, apresentacdo pessoal, vestir, cuidados com intestinos e bexiga, e uso do
banheiro) e Grupo B: mobilidade (itens 8 a 10: deambulagao, transferéncia do leito para
cadeira e subir escadas).

A National Institute of Health Stroke Scale (NIHSS) é uma escala padrao,
validada, e quantitativa da severidade e magnitude do déficit neurolégico apos o AVC e
deve ser realizada antes de eventual terapia fibrinolitica. Esta escala baseia-se em 11
itens do exame neurolégico que sdo comumente afetados pelo AVC, sendo eles: nivel
de consciéncia, desvio ocular, paresia facial, linguagem, fala, negligéncia/extingao,
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.
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A NIHSS pode ter sua pontuagdo variando de 0 (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 sdo 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 decisao
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)
(excegao: afasia grave isolada ou hemianopsia completa) e pacientes com mais de 22
pontos tém um alto risco de desenvolver hemorragia sintomatica, requerendo avaliagao
caso a caso. Apesar de criticas ao seu uso, sugere-se também a utilizacdo da escala
de coma de Glasgow para auxilio no segmento do exame neurolégico (KWAH E
DIONG, 2014).

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

As escalas para analise de hemorragia intracerebral espontdnea visam o
entendimento fisiopatolégico da doencga, determinam a mortalidade e dependéncia
funcional. Modelos matematicos utilizando regressao logistica identificam variaveis
clinicas e tomograficas. As associacbes destas variaveis constituem ferramentas uteis
nas unidades de emergéncia para uma compreensao global de um paciente portador de
doencga cerebrovascular. Em 2001, foi proposta a escala "ICH Score" que associa
variaveis clinicas e tomograficas. Esta escala apresenta acuracia na determinacao da
mortalidade como do bom prognéstico funcional. A pontuagéo € determinada por cinco

componentes relacionados ao resultado apds hemorragia intracerebral espontanea
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(SICH): Escala de Glasgow Outcome (GOS), volume ICH, presenga 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 pungao 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 aprovado no comité de ética.

O material biolégico, no caso o sangue, dos participantes foi levado ao
Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Bioprospecgdo e Neurociéncias
(Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade de Brasilia), onde foi estocado sob a
guarda da Profa. Dra. Marcia Renata Mortari para realizagdo da extragdao do DNA das
amostras e os exames para verificagcdo dos polimorfismos genéticos, também foi
fracionado com o Laboratério de Analises Clinicas da FCE sob supervisao 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 0s sexos,
idade maior que 18 anos, com diagnéstico 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 nao apresentaram diagnoéstico de AVEH e/ou
aneurisma intracerebral, individuos que n&o desejaram participar da pesquisa ou

representantes legais que nao consentiram em participar.
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O grupo controle teve como critérios de inclusdo individuos sadios (n = 16) de
ambos os sexos, idade maior que 18 anos, sem histérico de AVEH e aneurisma
intracerebral, ndo aparentados dos pacientes do grupo caso. Os critérios de exclusao
foram idade, aqui individuos menores de 18 anos, parentes de individuos com AVEH

e/ou aneurisma intracerebral, individuos que n&o 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¢gdes de compreender e assinar o
TCLE. Se os pacientes ndo apresentaram condigdes 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 opgao

de escolher entre serem informados ou ndo sobre resultados de seus exames.

4.5 Termo de Guarda de Material Bioloégico

O Termo de Guarda de Material Bioldgico 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 bioldgicos coletados no ambito da pesquisa.
Todo individuo tera acesso a seus dados genéticos, assim como tera o direito de retira-

los do banco onde se encontram armazenados, a qualguer momento.
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4.6 Procedimentos Laboratorias

4.6.1 Extragdo de DNA

O kit usado para a extragao do DNA foi o Invisorb Spin Blood Mini Kit (250) da
empresa Invitek (catalogo #CA10-0005, lote #1031100300). A concentragdo de DNA foi
determinada em corrida eletroforética em gel de agarose a 1%, corado com brometo de

etideo. O rendimento médio alcangado foi de 20 ng/uL.

4.6.2 PCR (Reagéo em cadeia da Polimerase) Qualitativo

A técnica de PCR Qualitativa permite que uma regido do DNA gendmico seja
amplificada milhdes de vezes, o que permite um estudo minucioso do acido nucleico
citado. Baseando-se nesse fato, usou-se essa metodologia para avaliagdo do
polimorfismo 894 G/T do gene eNOS.

As sequéncias de oligonucleotideos que foram utilizadas para avaliar o

polimorfismo eNOS 894 G/T foram (frabricante: IDT Technologies):

Senso 5'-CCCCTCCATCCCACCCAGTCAATCC-3
Antisenso 5’- AGGAAACGGTCGCTTCGACGTGCTG -3’ (YU et al., 2006)

As condigcbes de termociclagem foram: 95°C por 4 minutos (denaturacgao inicial),
seguida por 35 ciclos de desnaturagao a 95°C por 45 segundos, acompanhada de 63 °C
por 45 segundos e 72°C por 45 segundos para o anelamento dos oligonucleotideos. Por
ultimo, foi realizada o processo de extensado a 72°C por 7 minutos, obtém-se, entdo um
fragmento de 151 pb. O equipamento utilizado foi termociclador Techne modelo TC-
512.
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Em cada reacéo, foi utilizado: 4,0 yL de DNA gendmico na concentragcéo de
2,5 ng/uL, descongelado; 3 pL de tamp&o 10x (10mM de Tris e 50mM de KCI); 0,75 uL
de MgCI2 (Fermentas), 2 yL de dNTPs (2,5mM; LGC); 0,4 uL de Tag-Polimerase
(Fermentas, 5U/uL); 1 pL de cada oligonucleotideo foward e reverse (10uM);

completando com agua Milli-Q para um volume final de 25 uL por reagéao.

4.6.3 Digestdo Enzimatica

Realizada a PCR e tendo como produto o fragmento de 151 pares de base
(pb), partiu-se para o processo de digestdo enzimatica. A enzima usada na digestao foi
a Sau3Al (Jena, USA), sendo que esse processo foi realizado a 37°C por 2 horas. O
alelo 1 (G/G) nao sofreu clivagem pela enzima, portanto obteve-se um fragmento de
151 pb. O alelo 2 (T/G) apresentou um novo sitio de restricdo, ou seja, o fragmento de
DNA foi clivado em trés fragmentos um de 102 pb, outro de 49 pb e outro de 151 pb. Ja
o alelo 3 (T/T), também apresentou um sitio de clivagem, sendo o fragmento dividido
em outros dois, um de 49 pb e outro de 151. A vista disso, o polimorfismo pode ser
dividido em gendtipo de nao clivagem (GG), heterozigoto (TG) e gendtipo de clivagem
(TT).

A montagem do sistema de digestdo utilizados foi a seguinte: 10,0 pyL da
PCR; 2,0uL de tampado 10x NEB4 (Biolabs); 1 uL de enzima Sau3A1 (10U/uL),
completando com agua Milli-Q para um volume final de 20 uL por reagéo.

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 um

tempo de 90 minutos.

4.7 Analise Estatistica

4.7.1 Estimativa das frequéncias genotipicas
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As frequéncias genotipicas foram contabilizadas por meio de contagem direta,
utilizando o programa SPSS versdo 20.0. A comparagdo das distribuicbes dessas
frequéncias foi feita através das aplicagbes dos testes qui-quadrado, de forma a
detectar possiveis associagdes dos gendtipos entre os grupos avaliados, grupo caso e
grupo controle. Foram consideradas associagbes 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, presenga de hipertensdo 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 os exames bioquimicos.

Para todas estas variaveis, a comparacao das distribuicdes das frequéncias foi
aplicado o teste do qui-quadrado e ANOVA com pos teste de Tukey (observadas as
pressuposi¢cdes de normalidade pelo teste de Shapiro - Wilk). Foram consideradas

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

5.1 Caracteristicas dos sujeitos

Na tabela 1 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 = 0,833) dos demais grupos: AVEH (45,5%), Aneurisma
(40,0%). A diferenga estatistica nao foi observada também na distribuicdo da presenca
de diabetes (apenas dois individuos — 10,0% - com aneurisma eram portadores da
doenca crénica, 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 ingestdo de bebidas
alcodlicas (25,0%; 36,6%; e 10,0%; respectivamente, P= 0,136). Porém, a presenca de
hipertensao arterial (HAS) era a diferenga marcante entre os grupos, sendo que 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 analise das caracteristicas quantitativas dos sujeitos, construiu-se a
tabela 2. Nao foi observada uma diferenga significante na proporc¢ao de individuos com
relacdo a idade (P =0,057), e, portanto, os sujeitos do grupo controle, AVEH e
aneurisma apresentavam, em média, a mesma idade. A importdncia desta
homogeneidade esta no fato de que a doenca acomete principalmente individuos acima
de cinquenta anos, assim sendo ndo ha discrepancia ou mesmo tendéncia entre os
grupos. Além disso, neste tipo de analise foi possivel notar que, todos os grupos nao se

diferenciaram quanto a glicemia média (P = 0,069).
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Tabela 1- 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
% P
Sexo Masculino 8 50,0 0 455 8 40,0 26 4.8
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 3,4
Nao 16 100,0 22 100,0 18 90,0 56 96,6 0,140
Total 16 100,0 22 100,0 O 100,0 58 100,0
Tabagismo Sim 5 31,3 10 45,5 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<0,05); teste qui-quadrado.

Tabela 2- Estatisticas-resumo (média e erro padrdo) da idade e glicemia dos

grupos controle, AVEH e aneurisma.

Grupo
Controle AVEH Aneurisma Total
Erro Erro Erro
Média Padrao Média Padrao Média Padrao Média Padrao p*
Idade 56 56 2 51 54 1 0,057
Glicose 99 113 6 119 111 3
(mg/dL) 0,069

#Conforme o teste estatistico ANOVA.

Na tabela 3, avalia-se a diferenga na propor¢cdo de individuos nas escalas:

Glasgow, Rankin, NIHSS e Barthel. Nao foi observada diferenga na propor¢ao de

individuos entre os grupos. Em relagédo 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
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avaliagdo funcional, em conformidade com a escala de Rankin, observou-se que mais
da metade dos individuos em cada grupo, apresentavam, no maximo uma incapacidade
leve, 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 avaliacdo na escala NIHSS,
independente do grupo caso, 50% ou mais apresentavam menos de 4 pontos, ou seja,

déficits neurolégicos leves ou melhoras apés AVE.
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Tabela 3- Distribuicdo das caracteristicas clinicas (escala de Glasgow, Rankin,

NIHSS, Barthel, nos individuos pertencentes ao grupo caso (AVEH e Aneurisma).

Grupo
AVEH Aneurisma Total
Caracteristicas clinicas % N % N P
Escala de Glasgow 8 1 4.5 0 0,0 1 1,7
9 1 4,5 0 0,0 1 1,7
12 2 9,1 0 0,0 2 3,4 0,346
13 1 45 0 0,0 1 1,7
15 17 77,3 0 100,0 3 91,4
Escala de Rankin 0 6 27,3 2 10,0 8 19,0
1 9 40,9 6 80,0 5 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 6 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
8 2 9,1 0 0,0 2 4.8
0 2 9,1 0 0,0 2 4.8
indice de Barthel 0 1 4,5 0 0,0 1 2,4
2 1 45 0 0,0 1 2,4
0 2 9,1 0 0,0 2 4.8
0 1 45 0 0,0 1 2,4 0,053
0 2 9,1 0 0,0 2 4.8
3 2 9,1 0 0,0 2 4,8
0 1 4,5 6 30,0 7 16,7
0 2 9,1 2 10,0 4 9,5
5 0 0,0 4 20,0 4 9,5
100 10 45,5 8 40,0 8 429

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

diferengca média de individuos dos grupos caso quanto a glicose, creatinina e plaquetas.

Quanto as plaquetas ha uma diferenga significante, ja que P<0,05.
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Tabela 4- Estatisticas-resumo (média, erro padrdo e mediana) da glicemia,

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

Grupo
AVEH Aneurisma Total

Média Erro Padrao Meédia Erro Padrao Meédia Erro Padrao P
Glicose 113 6 119 6 115 4 0,530
(mg/dL)
Creatinina 0,77 0,04 1,79 0,62 1,24 0,29
(mg/dL) 0,085
Plaquetas 284 22 345 20 312 16
(X100.000
mms) 0,049*

*Diferenca estatistica, teste ANOVA.

5.2 Analise do Glu298Asp (894 G/T) no Cromossomo 7 regiao Q35-36

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

gendtipo (tabela 7).

Tabela 5- Distribuicdo das frequéncias genotipicas do eNOS 894 G/T nos

diferentes grupos (controle, AVEH e aneurisma)

Grupo
Controle AVEH Aneurisma Total
N % N % N % N % P
eNOS 894 G/T GG 6 375 14 63,6 12 60,0 32 552
TG 10 62,5 4 18,2 5 25,0 19 32,8 0,038*
TT 0 O 4 18,2 3 15,0 7 12,1
Total 16 100,0 22 100,0 20 100,0 58 100,0

* Associagao estatistica, teste qui-quadrado
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Tabela 6- Distribuicdo das frequéncias genotipicas do eNOS 894 G/T nos

diferentes grupos (controle e caso- AVEH e aneurisma).

Grupo
Caso
(AVEH/Aneurisma) Controle Total

N % N % N % P

eNOS GG 26 61,9 6 37,5 32 55,2
894 GIT TG 9 21,4 10 62,5 19 32,8 0,007*

TT 7 16,7 0 0,0 7 12,1

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

*Associagao estatistica, teste qui-quadrado
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6 DISCUSSAO

O Aneurisma Intracerebral € uma condigdo patoldgica multifatorial dos vasos
intracranianos que pode possuir uma fraqueza anormal na parede dos vasos, ficando
estes propensos a ruptura. O oxido nitrico (NO) funciona como um mensageiro chave
no sistema cardiovascular (IGNARRO et al., 1999). Niveis adequados desta molécula
gasosa sao importantes na preservagao da fisiologia vascular. De forma geral,
mudangas no mRNA da eNOS ou na expressdao do gene, podem contribuir para a
disfungdo endotelial. Estas condi¢des determinam um nivel reduzido da atividade da
eNOS.

Foi observada diferenga estatistica entre o grupo controle e o grupo de pacientes
acometidos pelos disturbios circulatorios estudados. O gendtipo TT esteve presente em
16,7% do grupo doenga enquanto que no grupo controle n&o foi encontrado este perfil
génico, havendo forte associagéo estatistica (p = 0,007). Contudo, segundo os dados
deste projeto piloto e corroborado pela literatura, pode-se presumir que este genotipo
confere susceptibilidade e/ou risco de desenvolvimento de AVEH e aneurisma.

E ainda, levando-se em conta os estudos e revisdes elaborados, pode-se
associar o gendtipo TT a um fendtipo de expressdo enzimatica defeituosa.
Possivelmente a enzima eNOS codificada por esta sequéncia tem sua atividade ou
mesmo expressao alteradas. Como elucidado anteriormente, diversas situagdes levam
a uma enzima nao otimizada. Presumidamente, a enzima pode ter um déficit em seu
grau de transcrigdo e/ou tradugéo, ativagao, incapacidade de associagdo aos cofatores
e mesmo impossibilidade de formacao de dimeros funcionais. Tal situagao bioquimica,
associada a diversos outros fatores predisponentes, pode ser um determinante no
desenvolvimento desta situacao clinica de disturbio neurovascular.

Contudo, quanto a outra parcela de individuos, os outros 39,1% que
apresentaram perfis GG e GT, sabe-se que diferentes vias e diferentes fatores atuam
sobre essa doencga multifatorial que € o AVEH e o aneurisma, como por exemplo a
hipertensao arterial (EL-KOUSSY, SCHROTH et al., 2014). De todo modo, nao se pode

excluir completamente, nestes casos, a papel da eNOS/NO. Como elucidado



52

anteriormente, ainda que a enzima seja expressa e funcional, diferentes situagdes
fisiopatoldgicas podem alterar o funcionamento 6timo da enzima e biodisponibilidade do
NO e assim prover as concentragdes ideais de NO para o funcionamento normal do
endotélio. A presenga de cofatores em concentragcdes orretas, auséncia de disturbios
bioquimicos (diabetes, tabagismo, idade, hipercolesterolemia, etc), sdo importantes
para a manutengao da fisiologia vascular.

Os polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) sdo comuns entre os 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 identificagdo de associagdes entre SNPs e a presencga de patologia é
critica para o desenvolvimento de novos tratamentos e como medida de prevencgao
(identificacao de fator de risco genético) para uma série de doengas que acometem os
humanos. (BESIROGLU, SAHIN et al., 2014)

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
legislagao anti-tabaco na Escécia verificou que a diminuigdo do habito de fumar s6 teve
impacto preventivo contra 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). E importante ressaltar
que em diversos estudos ha sim uma possivel correlagéo entre a incidéncia de AVEH e
aneurisma e tabagismo, até mesmo porque tabagismo e hipertensdo arterial séo
reiteradamente associados, além do etilismo. No entanto, neste presente estudo conta-
se com a limitante de quantidade de individuos em estudo, possivelmente uma amostra
maior poderia mostrar associagao entre estes fatores e a patologia.

Os dados da tabela 3 demonstram uma homogeneidade entre os participantes
do grupo controle, assim sendo esta amostra apresenta caracteristicas clinicas
semelhantes quanto ao comprometimento neuroldgico, isto pode estar associado ao
fato de que a maioria dos individuos do grupo caso (61,9%) apresenta mutagao em

ambos os alelos.
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Estudos demonstram que o nivel elevado de glicose estd associado a um
aumento da mortalidade e prognostico desfavoravel nos pacientes com AVEH e
aneurisma intracerebral. (WARD, 2014)

Atualmente, os critérios de diagndstico da Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
para diabetes sdo: glicose no plasma em jejum = 7,0 mmol / | (126mg/dl) ou 2-h glicose
plasmatica = 11,1 mmol / | (200mg/dl). Tais critérios tém como objetivo distinguir um
grupo com um significativo aumento de risco microvascular e complicagdes
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 diferenga significante entre os grupos.

A prevaléncia de hiperglicemia tem sido observada em dois tergos de todos os
subtipos de AVE e em, pelo menos, 50% em cada subtipo (DINARDO, DONIHI et al.,
2011). Autores defendem que a hiperglicemia tem efeitos adversos sobre o tecido, e
uma associagao 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 populagédo em
geral, afetando 30 a 80% destes doentes (sendo que esta presente em 60% dos
individuos com acidente vascular encefalico agudo) e também é considerada um dos
maiores fatores de risco para a ocorréncia do AVEH e do aneurisma intracerebral
(MILLER, KINNI et al., 2014). Tal achado se confirma nesse estudo, considerando que
houve diferencga 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 pressao
arterial pode provocar ultra tensao de cisalhamento sangue e provocar poros nos vaso,
0 que poderia potencialmente ativar as plaquetas como um mecanismo de trombose do
aneurisma (XIANG, MA et al., 2014)



54

7 CONCLUSAO

Foi observada auséncia de gendtipo TT nos individuos sadios do estudo e uma
presenca significativa deste perfil génico nas amostras do grupo doenca (16,7%; p =
0,007). Este gendtipo caracteriza mutagdo génica em ambos os alelos e esta condigcéo
pode estar associada ao desenvolvimento de AVEH e aneurisma nesta amostragem de
projeto piloto.

Quanto a distribuicédo, entre os grupos, de fatores epidemioldgicos como idade,
sexo, HAS, diabetes, tabagismo e etilismo, s6 foi encontrada diferenca estatistica entre
0s grupos quanto a incidéncia de hipertensdo arterial HAS. Nosso dado corrobora a
literatura que largamente associa a HAS e risco elevado de acidentes vasculares, como
o0 AVEH e aneurisma intracerebral, porém nao evidencia a correlacdo entre diabetes e
tabagismo, que na literatura s&o vistos como dados de associagao. Isto pode ser devido
ao limitado numero de participantes na pesquisa.

Os grupos estudados apresentaram homogeneidade de distribuicdo de idade
estando ambos na faixa de cinquenta ou mais anos, o que € importante pelo fato de
que a patologia apresenta maior importancia nesta faixa etaria. E ainda, quanto ao
sexo, os dados apresentaram concordancia, isto € relevante uma vez que nao ha
prevaléncia da patologia sobre sexo.

Os dados bioquimicos de glicose e creatinina ndo apresentam variagao entre o
grupo sadio e doenga, no entanto a variagdo da quantidade de plaquetas foi relevante.
A distribuicdo das caracteristicas clinicas, obtidas pelas escalas de incapacidade, entre
os individuos do grupo de portadores de AVEH e aneurisma intracerebral foi
equivalente. Isto nos garante certa homogeneidade da situacao clinica dos pacientes
deste estudo.

Destaca-se que o estudo apresenta algumas limitagcbes de amostragem. Sugere-
se um estudo posterior que oferegca maior representagdo das caracteristicas da
populacdo do Distrito Federal. Valendo-se de grupos maiores e compostos por
pacientes de deferentes regides/ hospitais do DF visando a representatividade das

frequéncias génicas variadas, em relacao aos alelos estudados.
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ANEXOS

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

GOVERNO DO DISTRITO FEDEI'\‘_AL
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
Fundagéo de Ensino e Pequisa em Ciéncias da Satide
Ak

COMITE DE ETICA EM PESQUISA/SES-DF

PARECER N2 0095/2010

PROTOCOLO N°-PQ_PROJEIO. 3g0/5019 — POLIMORFISMOS GENETICOS
ASSOCIADOS AO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO HEMORRAGICO
E AO ANEURISMA INTRACEREBRAL.

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

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

Validade do Parecer: 15/12/2012

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

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

Brasilia, 16 de dezembro de 2010.

Atenciosainente,

Maria Rita Carvalhd Garbi Novaes
Comité de Etica em Resquisa/SES-DF
Coordenadora
ALI/CEP/SES-DF

Fundagéo de Ensino e Pesquisa Ciéncias da Sadde - SES
Comité de Etica gm Pesquisa
Fone: 325-4955 - Fone/Fax: 326-0119/- e-mail- cepsesdf@saude.df.gov.br
SMHN - Q. 501 - Bloco "A® — Brasilia— DF — CEP.: 70.710-907

BRASILIA - PATRIMONIO CULTURAL DA HUMANIDADE



ANEXO B - Ficha de identificagao dos participantes da pesquisa.
Ficha de identificagao dos participantes da pesquisa: Polimorfismo genético
eNOS -894 (G/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 encefalico hemorragico e/ou do aneurisma
intracebral:

Hipertensao arterial: [ ] Sim [_]Nao

Presséao Arterial:

Diabetes: [ ]Sim [ ]Nao

Glicemia:

Tabagismo:[ ] Sim [ |Nao Se sim, quantos magos por dia:

Etilismo: [ ] Sim [ JN&do 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 faga perguntas sobre tudo o que n&o
tiver entendido bem. A equipe deste estudo respondera as suas perguntas a qualquer
momento (antes, durante e apds 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
populagao de individuos que n&o apresentam auneurisma cerebral diagnosticado ou
acidente vascular encefalico.

Procedimentos do estudo:

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

O procedimento € o mesmo utilizado para realizagao de diversos outros tipos de
exame de sangue. Serao utilizados equipamentos novos, estéreis e descartaveis.

Nao 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 formacdo de um hematoma (mancha roxa).

Podera haver pequeno incémodo de dor no momento da introdugédo da agulha
para a retirada do sangue e, eventualmente, a formacao 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 podera ajudar no maior conhecimento sobre qual a frequéncia
na populacdo saudavel de determinadas caracteristicas genéticas que podem causar
doencas e deste modo na melhor compreensao do fator genético de determinadas
doencas.

Participacao, recusa e direito de se retirar do estudo:

Sua participacgao € 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 participagao neste estudo.

Confidencialidade:

Seus dados serao identificados com um numero e somente 0s pesquisadores
saberao que numero pertence a cada individuo.

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

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

Os resultados deste trabalho poderao 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.

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

Existe uma possibilidade de associacdo de fatores genéticos com o aneurisma
ou acidente vascular encefélico (“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 é o de conhecer se determinadas sequéncias
do DNA (material genético que informa como nosso corpo é formado) pode aumentar o
risco de pessoas apresentarem aneurisma ou acidente vascular encefalico
(“derrame”).

Procedimentos do estudo:

Sua participacéo consiste em responder um questionario e autorizar que seu os
pesquisadores possam ver seu prontuario, para que tenham maior conhecimento de
seus exames, tratamento e da historia da sua doenga.

ApOs isso sera coletado de vocé, uma unica vez, aproximadamente 10 ml (uma

seringa pequena) de sangue, através de uma pung¢ao da veia do seu antebrago. O
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procedimento € o mesmo utilizado para realizacédo de diversos outros tipos de exame
de sangue. Seréo utilizados equipamentos novos, estéreis e descartaveis.

Nao 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 incémodo de dor no momento da introdugédo da agulha
para a retirada do sangue e, eventualmente, a formagédo de um pequeno hematoma
(mancha roxa) no local.

Beneficios:

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

Os resultados estardao sempre disponiveis a vocé. Caso seja de seu desejo, 0s
resultados serao discutidos com vocé pela equipe deste trabalho.

Sua participacéo podera ainda ajudar no maior conhecimento sobre 0 aneurisma
ou acidente vascular encefalico (“derrame”), principalmente em relagéo as causas
genéticas da doenga.

Participacao, recusa e direito de se retirar do estudo:

Sua participacao € voluntaria e ndo alterara 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 participar, isto nao afetara o seguimento e tratamento
normal nem o seu relacionamento com seu médico.

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

Confidencialidade:

Os seus registros médicos serao sempre tratados confidencialmente.
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Seus dados seréo identificados com um numero e somente os pesquisadores
saberdao que numero pertence a cada individuo.

Os resultados de seus exames, bem como as informagdes de seu prontuario,
serao 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 Comiss&o
Nacional de Etica em Pesquisa.

Os resultados deste trabalho poderao 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 duvida em relagao 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 duvida com relagdo & assinatura do TCLE ou
os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3325-
4955. Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador

responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Eu, RG

, apos receber uma explicacdo completa dos objetivos do estudo e

dos procedimentos envolvidos concordo voluntariamente em fazer parte deste estudo.

Brasilia, de de

Participante



75

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Representante Legal

Polimorfismos genéticos associados ao Acidente Vascular Encefalico

Hemorragico e ao Aneurisma Intracerebral

Este documento que vocé esta lendo é chamado de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Ele contém explicagdes sobre o estudo que
0 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 conteudo. Ao
final, caso decida aprovar a participag¢ao, vocé sera solicitado a assina-lo e recebera
uma coépia do mesmo. Antes de assinar faga perguntas sobre tudo o que nao tiver
entendido bem. A equipe deste estudo respondera as suas perguntas a qualquer
momento (antes, durante e apds 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 € sua.

Existe uma possibilidade de associacéo 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 seqléncias
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 participacado do paciente sob sua responsabilidade consiste em autorizar que
seu 0s pesquisadores possam ver o prontuario do paciente, para que tenham maior
conhecimento dos exames, tratamento e da histéria da sua doenga 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 pung¢ao da
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veia do seu antebraco. O procedimento € o mesmo utilizado para realizagcao de
diversos outros tipos de exame de sangue. Serao utilizados equipamentos novos,
estéreis e descartaveis.

Nao 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 serao tomadas para minimizar
qualquer risco ou incémodo.

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

Beneficios:

A participacado do paciente sob sua responsabilidade podera proporcionar, no
ambito pessoal, a identificacdo de algum problema nao antes conhecido.

Os resultados estardao sempre disponiveis a vocé. Caso seja de seu desejo, 0s
resultados serdo discutidos com vocé pela equipe deste trabalho.

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

Participacao, recusa e direito de se retirar do estudo :

A participagao do paciente sob sua responsabilidade é voluntaria e n&o alterara o
seguimento e tratamento da doenga que vocé ja esta fazendo.

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

Conforme previsto pelas leis brasileiras vocé nao havera nenhum tipo de

compensacao financeira pela participacao neste estudo.
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Confidencialidade:

Os registros médicos serdao sempre tratados confidencialmente.

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

Os resultados dos exames, bem como as informacgdes do prontuario, serao
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 poderao 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 o0 Senhor(a) tiver qualquer duvida em relagédo 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 relagéo & 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

Sr(a) Brasilia,
de de

Responsavel pelo Participante da pesquisa


tel:%2861%29%203325-4955
tel:%2861%29%203325-4955
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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 explicagdes sobre a guarda de seu material biolégico (sangue). Vocé
podera autorizar ou n&o a guarda de seu material biologico. A decisao é sua.

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficara guardado no Centro de
Bioprospecgao 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 numero e ndo com seu
nome. Somente os 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 sera utilizado somente em pesquisas que tenham como objetivos
verificar a frequéncia de determinadas sequéncias no DNA (material genético que
informa como nosso corpo € formado) em individuos saudaveis.

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

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

A qualquer momento voceé tera 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
aprovacdo do CEP da instituigdo e, quando for o caso, da Comiss&o Nacional de Etica

em Pesquisa.
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Eu, RG

, apos receber uma explicagdo 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 Biol6égico — Paciente

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

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

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

Todas as informagdes 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 tera
o direito de retirar seu material biolégico do banco onde se encontra armazenado.
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Toda nova pesquisa a ser feita com o material guardado sera submetida para
aprovacdo do CEP da instituigdo e, quando for o caso, da Comiss&do Nacional de Etica

em Pesquisa.

Eu, RG

, apos 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 Biologico — Representante Legal

Este documento é chamado é chamado Termo de Guarda de Material Bioldgico.
Ele contém explicagbes 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
aprovacdo do CEP da instituigdo e, quando for o caso, da Comiss&o Nacional de Etica
em Pesquisa.

A qualguer 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 informagdes estardao sempre a sua disposigcao, 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 informacao que ponha em risco sua
privacidade.

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

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

O sangue do paciente sob sua responsabilidade, coletado no presente estudo,
ficara guardado no Centro de Bioprospecgao 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 biolégico, 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

81



