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RESUMO

O Aneurisma Intracerebral é uma condicdo patolégica dos vasos intracranianos que
pode possuir uma fraqueza anormal da parede, ficando estes propensos a ruptura. A
ruptura desses aneurismas pode levar a uma condicdo conhecida como Acidente
Vascular Encefalico Hemorragico (AVEH), um importante problema de saude publica.
O Fator de Necrose Tumoral do tipo Alfa (TNF-a) induz a expressdo de
metaloproteinases de matriz, uma familia de enzimas proteoliticas que degradam
matriz extracelular em torno dos vasos sanguineos e danificam células do endotélio, o
gue resultaria em desestabilizacdo e potencial enfraguecimento da parede do vaso,
dilatacdo passiva, e ruptura. Visto a relacdo do TNF-a com a manutengdo da
integridade dos vasos sanguineos, este estudo visa avaliar a relacdo entre o
polimorfismo -238A/G da regido promotora do gene do TNF-a em pacientes que
apresentam Aneurisma intracerebral e AVEH, atendidos no setor de Neurocirurgia do
Hospital de Base de Brasilia. Para isto, foram avaliados 52 Individuos saudaveis, e 72
pacientes (AVEH e aneurisma intracerebral) através de amostras sanguineas,
informacdes clinicas (idade, género, hipertensao, diabetes, tabagismo, etilismo, glicose,
creatinina, e plaguetas), e valores provenientes de instrumentos de avaliacao funcional
(escala de Glasgow, Rankin, NIHSS, e Bathel). Foi realizada a extracdo de DNA e em
seguida a PCR. No presente estudo ndo foi encontrada relacdo estatisticamente
significante do polimorfismo TNF-a -238A/G entre 0s grupos pesquisados. Sendo
observado apenas uma tendéncia de maior frequéncia do gendétipo TNF -238AG nos
pacientes com AVEH em relagcdo ao controle saudavel e aos piores graus de
acometimento nas escalas de Rankin e NIHSS.

PALAVRAS-CHAVES: polimorfismos ; citocinas; TNF-a; acidente vascular encefalico;
aneurisma.



ABSTRACT

Intracerebral aneurysm is a pathological condition of intracranial vessels that may
have an abnormal weakened vessel’s wall, which are more likely to disrupt. The
rupture of these aneurysms can lead to a condition known as Hemorrhagic Stroke,
these are major public health problems. The Tumor Necrosis Factor type alpha (TNF-
a) induces expression of matrix metalloproteinases (MMPs), a family of proteolytic
enzymes that degraded the extracellular matrix around the blood vessels and
damage the endothelium, which would result in destabilization and potential
weakening of the vessel wall, passive dilatation and rupture. Therefore, TNF-a acts
maintaining the integrity of blood vessels, this study aims to evaluate the relation
between the polymorphism -238A / G in the promoter region of TNF-a’s gene in
patients with intracerebral aneurysm, hemorrhagic stroke or both. Those patients
come from the neurosurgery’s sector of Hospital de Base de Brasilia. 52 healthy
subjects and 72 patients (patients with stroke and / or intracerebral aneurysm) have
been evaluated through blood samples, clinical information (age, blood glucose, sex,
hypertension, diabetes, smoking information, alcohol consumption, blood glucose,
creatinine and number of platelets), and values from functional assessment
instruments (Glasgow scale, Rankin, NIHSS, and Bathel). DNA extractions were
followed by PCR. In this study, there was no statistically significant relations of TNF-a
polymorphism -238A / G between the groups. Regarding to the clinical aspects, there
were differences in platelets and creatinine (observing the patients that suffered

stroke and / or aneurysm).

KEYWORDS: polymorphisms; cytokines; TNF-a; stroke; aneurysm.
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INTRODUCAO

Aneurisma Intracerebral

O Aneurisma Intracerebral é uma condigdo patologica dos vasos
intracranianos que pode possuir uma fraqueza anormal da parede dos vasos,
ficando estes propensos a ruptura. A ruptura desses aneurismas pode levar a uma
hemorragia no espaco subaracnoide que envolve o cérebro, e as vezes no
parénquima cerebral (Frosen et al, 2012). Um grande numero dos pacientes que
apresentam ruptura do aneurisma encontra-se na faixa etéria de 41 a 70 anos de
idade, sendo o pico de incidéncia maxima entre 51 e 60 anos, e com ocorréncia
maior entre as mulheres (Zamponi et al, 2012).

O extravasamento agudo de sangue dentro do espaco subaracndideo é
responsavel pela maioria dos sinais e sintomas de ruptura de aneurisma cerebral,
sendo o causador de varias mudancas inesperadas na condicdo do paciente
podendo alterar o seu estilo de vida. A gravidade do sangramento inicial, a
ocorréncia de ressangramento e a ocorréncia de vasoespasmo estao relacionadas

ao prognadstico dos doentes (Pinto; Zago 2000).

Acidentes Vasculares Encefélicos (AVE)

O acidente vascular encefalico (AVE) pode ser definido como uma perda
subita da funcdo neurolégica decorrente de disturbio focal do fluxo sanguineo
cerebral (Nie et al 2014). Tal patologia pode ser causada pela ruptura de vasos
(origem hemorragica) (Gomes, 1992 apud Randovic, 2000) ou por uma obstrucao
de uma artéria (origem isquémica) (Nie et al 2014). E comumente aceito que o AVE
ocorre de maneira multifatorial, ou seja, € causado por um numero de diferentes
processos de doenca, ndo uma doenca unica, homogénea. (Huang et al, 2015). De
acordo com a Organiza¢cdo Mundial de Saude, com o numero de mortes projetadas
para mais de 20 milhdes, em 2020, o AVE vai se tornar a principal causa de morte e
incapacidade a nivel mundial, e até 2030 o nUmero de mortes é projetado para mais
de 24 milhdes por ano (Subha et al, 2015).
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O AVE é uma doencga que ocorre mais entre idosos e adultos de meia-idade,
mas sua ocorréncia em grupos etarios mais jovens ndo é rara. No jovem resulta em
uma grande perda de anos potenciais de suas vidas, visto que, 0 mesmo € tragico
devido ao seu grande potencial em criar um fardo a longo prazo sobre as vitimas,

suas familias e da comunidade (Rathore et al, 2012).

O AVE pode causar sequelas motoras e sensoriais, tais fatores séo capazes
de trazer impacto negativo na qualidade de vida. (Martins et al, 2012).
Especialmente nos paises em desenvolvimento tal patologia € uma importante
causa de morbidade e mortalidade (Rathore et al,2012). Pacientes com AVE podem

apresentar dependéncias funcionais moderadas (Campos et al, 2012).

Existem diversos fatores de risco associados ao AVE, do qual podemos citar:
hipertenséo, indice de massa corporal, cardiopatia, diabetes, metabolismo lipidico,
traumatismo craniano, idade, sexo, tabagismo, dieta, etilismo crénico, inatividade
fisica, regulacdo da pressdo arterial, coagulacdo e adesdo celular, uso de
contraceptivos orais, uso da cocaina. Tais fatores podem ser classificados como
modificavel (por exemplo, fatores do meio ambiente e comportamental) ou n&o
modificavel (por exemplo, genética e idade). (Huang et al, 2015; Pinto; Zago 2000;
Chaves, 2000; Wang et al, 2009). No entanto, esses fatores convencionais de risco

de AVEH nao contam integralmente para o risco total da doenca (Wang et al, 2009).

Apesar da identificacdo desses fatores de risco, muitos sdo ainda
desconhecidos. Grande parte destes fatores desconhecidos acredita-se ser de
origem genética. Visto que, tem-se notado que o AVE tende a ocorrer em familias
(Huang et al, 2015). Além disso, estudos familiares, com gémeos e em modelos
animais, tém consistentemente sugerido uma influéncia genética sobre o risco e
progndéstico de AVE (Matarin, 2009).

Acidentes Vasculares Encefalicos Hemorragicos (AVEH)

Embora menos prevalente que o Acidente vascular encefalico isquémico, o
Acidente vascular encefélico hemorragico (AVEH) é uma lesdo devastadora que

anualmente nos Estados Unidos é responsavel por 15% dos acidentes vasculares
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cerebrais (Sacco et al, 2009). Atualmente as terapias baseiam-se em controle da
pressao arterial, reversdo de diatese hemorragica, e cirurgia. Lesées no Sistema
nervoso central (SNC) sdo muitas vezes agravadas, em parte devido a robustas
respostas neuroinflamatoérias(Tosun et al, 2013). Novas estratégias para direcionar e
reduzir neuroinflammacao como a ativacdo de canais especificos de sulfuniureia 1
demonstrou que novos efeitos anti-inflamatorios podem oferecer um tratamento novo
e eficaz para ambas as formas (isquémica e hemorragica) de AVE. (Caffes et al,

2015).

Instrumentos de avaliacao funcional

Vérias escalas podem ser utilizadas na avaliacdo funcional em pacientes pés
AVE, no comprometimento sensdrio-motor, na pratica da reabilitacdo, em pesquisas
para diagndsticos e prognosticos, e na avaliagdo do tratamento (Caneda et al, 2006).
Dentre todas iremos abordar a escala de Glasgow, Rankin, NIHSS, e Bathel.

Escala de Glasgow

A Escala de Coma de Glasgow (ECG), Tabela 1, é utilizada na avaliacao
clinica do nivel de consciéncia dos pacientes com dano cerebral, com o intuito de
avaliar o estado neurolégico de pacientes (Rutledge et al, 1996 apud Koizumi;
Araujo, 2005)

Tabela 1. Escala de Glasgow

Parametros Resposta Observada Pontuagao
Espontanea 4
Abertura Ocular Com EE-.‘.lImU|O verbal 3
Com estimulo doloroso 2
MNenhuma 1
Orientado 5
Confuso 4
Melhor Resposta Verbal Palavras improprias 3
Sons incompreensiveis 2
Menhuma 1
Obedece aos comandos =]
Localiza e retira o estimulo 5
Localiza o estimulo 4
Melhor Resposta Motora Responde em flex@o 3
Responde em extensao 2
MNenhuma 1

(Koizumi; Araujo, 2005)
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Escala de Rankin

A escala de Rankin tem como objetivo mensurar o grau de incapacidade e
dependéncia nas atividades da vida didria em pacientes, o grau de incapacidade é
pontuado de 0 (sem qualquer sintoma) a 6 (6bito) (Falcao et al, 2010).

Tabela 2. Escala de Rankin

Pontuacao Descricao

0 Sem qualquer sintoma.

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

2 Incapacidade leve; incapaz de realizar lodas as atividades prévias, mas é 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 Obito,

w

(Falcao et al, 2010)

Escala de NIHSS

National Institutes of Health Stroke (NIHSS), € uma escala de avaliacdo do

estado neuroldgico de pacientes (Itaquy et al, 2011).

indice de Bathel

E utilizado para medir a independéncia funcional no cuidado pessoal,
locomocéo, eliminacbes e mobilidade (na avaliacdo das atividades da vida diaria)
(McDowell, 1996).

Citocinas

S&o denominados citocinas um grupo heterogéneo de proteinas de baixo

peso molecular, extremamente potentes, produzidas por diversos tipos de células no
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local da les@o e por células do sistema imunoldgico, que iniciam sua acao através da
ligacdo a receptores especificos, provocando alteracdo de proteinas de diferentes
células do organismo e da sintese do RNA (Sheeran; Hall, 1997). As citocinas néo
sdo armazenadas como moléculas pré formadas e atuam especialmente em células
vizinhas e nas préprias células produtoras (Lin et al, 2000).Elas influenciam a
sobrevida, a diferenciacdo, a atividade e a proliferacdo da célula imunolégica, assim
como regulam a producao e a atividade de outras citocinas, que podem agir como

pré-inflamatérias ou anti-inflamataérias (Curfs et al, 1997).

Citocinas Pro-inflamatorias

Sao mediadores que conduzem a resposta inflamatoéria aos locais de infecgao

e lesdo, favorecendo a cicatrizacdo apropriada da ferida. (Lin et al, 2000)

Fator de Necrose Tumoral (TNF)

O TNF existe sob a forma de dois polipeptideos antigenicamente diferentes,
gue sdo o TNF-a e o TNF-3 (Hesse et al, 1987 apud Garcia et al, 2002). Ele possui a
capacidade de iniciar a cascata de ativacdo de outras citocinas e de fatores tréficos
(Mc dermott et al, 2001 apud Kraychete et al, 2006). Seu metabolismo ocorre de
forma hepatica, trato gastrointestinal e rins (Beutler et al, 1997 apud Garcia et al,
2002).

Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a)

O Fator de Necrose Tumoral do tipo Alfa (TNF-a) também conhecido como
caquetina, € uma citocina pro-inflamatoria e imunomodulatéria que possui atividade
tanto benéfica quando maléfica ao sistema nervoso central, produzida
principalmente por mondcitos, macréfagos e linfocitos-T (Cui et al, 2012; Lin et al,
2000). Foi demonstrado também que essa citocina esta relacionada a condi¢des
inflamato6rias que envolvem processos proteoliticos (Hansson, 2005). Como um

modulador de diversas citocinas inflamatérias, o TNF-a induz metaloproteinases de
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matriz (MMPs), uma familia de enzimas proteoliticas que degradam matriz
extracelular em torno dos vasos sanguineos e danificam células do endotélio, o que
resultaria em desestabilizacdo e potencial enfraquecimento da parede do vaso,

dilatacdo passiva, e ruptura (Hashimoto et al, 2003).
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JUSTIFICATIVA

O Aneurisma Intracerebral € uma condicdo patoléogica dos vasos
intracranianos que pode possuir uma fraqueza anormal da parede dos vasos,
ficando estes propensos a ruptura. A ruptura desses aneurismas pode levar a uma
hemorragia no espago subaracnoide que envolve o cérebro, e as vezes no
parénquima cerebral (Frosen et al, 2012). Essas condicdbes hemorragicas
conhecidas como Acidentes Vasculares Encefalicos Hemorragicos (AVEH) sdo um
importante problema de salde publica, e é responsavel por uma grande proporcao
de disturbios neuroldgicos.

O AVEH é uma doenca mais incapacitante que fatal, que acarreta em custos
enormes, medidos tanto em gastos com cuidados de saude, como em perda de
produtividade (Rowland, 2002). Estudos estabeleceram a hipertensao, tabagismo,
diabetes, indice de massa corporal e idade como preditores confiaveis de risco para
AVEH. No entanto, esses fatores convencionais de risco de AVEH n&o contam
integralmente para o risco total da doenga. Varias vias fisiolégicas, incluindo o
metabolismo lipidico, regulacdo da presséo arterial, coagulacdo e adeséo celular,
sdo pensadas a ter papéis criticos na fisiopatologia do curso (Wang, 2009). Além
disso, estudos familiares, com gémeos e em modelos animais, tém
consistentemente sugerido uma influéncia genética sobre o risco e prognéstico de
acidente vascular cerebral (Matarin, 2009). Estas evidéncias apontam que o AVEH é
uma doenca multifatorial complexa resultante de uma interacdo entre fatores

genéticos e varios fatores ambientais (Yamada, 2008).

O Fator de Necrose Tumoral do tipo Alfa (TNF-a) é uma citocinas pro-
inflamatéria e imunomodulatéria que possui atividade tanto benéfica quando
maléfica ao sistema nervoso central (Cui et al, 2012). Foi demonstrado também que
essa citocina esta relacionada a condi¢cfes inflamatorias que envolvem processos
proteoliticos (Hansson, 2005). Como um modulador de diversas citocinas
inflamatorias, o TNF-a induz metaloproteinases de matriz (MMPs), uma familia de
enzimas proteoliticas que degradam matriz extracelular em torno dos vasos

sanguineos e danificam células do endotélio, o que resultaria em desestabilizagcéo e
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potencial enfraguecimento da parede do vaso, dilatacdo passiva, e ruptura
(Hashimoto et al, 2003).

Visto a relacdo do TNF-a com a manutencdo da integridade dos vasos
sanguineos, este estudo visa avaliar a relacdo entre o polimorfismo -238A/G da
regido promotora do gene do TNF-a em pacientes que apresentam Aneurisma
intracerebral, AVEH, atendidos no setor de Neurocirurgia do Hospital de Base de
Brasilia. A justificativa desta escolha € baseada em estudos que mostram que a
presenca do genotipo -238AG esta relacionada com a expressdo aumentada do
TNF-a (Hansson, 2005; Reich et al 2002; Achrol et al 2007) e possivelmente a
maiores riscos de danos vasculares. A analise deste polimorfismo pode colaborar
para o melhor entendimento dos fatores genéticos que favorecem o aparecimento
destas doencas, abrindo caminho para uma abordagem individualizada de
terapéuticas ou mudancas de habitos especificas de modo a retardar eventos
morbidos como o AVEH (Azevedo, 2009).
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OBJETIVO

Objetivos gerais

O objetivo do presente trabalho foi verificar a influéncia do polimorfismo
génico TNF-a (-238 A/G) em pacientes que apresentam Aneurisma intracerebral e
AVEH, atendidos no setor de Neurocirurgia do Hospital de Base de Brasilia

comparando 0s mesmos com o grupo controle.

Objetivos especificos

Identificar a frequéncia do polimorfismo na posicdo -238 A/G na regido
promotora do gene do TNF-a em individuos portadores de acidente vascular
encefalico hemorragico e/ou aneurisma intracerebral atendidos por um hospital do
Distrito Federal- Brasil;

Comparar estas frequéncias génicas com aquelas observadas em individuos
nao portadores de doencas crbnicas, e promover, desta forma, um estudo de caso-
controle;

Investigar aspectos epidemioldgicos e clinicos dos pacientes portadores da

patologia e compara-los com individuos do grupo controle, quando for o caso.
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METODOLOGIA
Considerac0es éticas

O presente projeto estd aprovado pelo comité de ética em pesquisa com
seres humanos (ANEXO A). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
foi obtido de todos os participantes do presente estudo no intuito de informa-los
sobre o intuito do estudo e em condicbes de compreender e assinar o TCLE. Os
pacientes que ndo apresentavam condicdes clinicas de compreender o termo de
consentimento devido a sua patologia, tiveram suas solicitacbes do TCLE
encaminhada ao responsavel legal dos pacientes. Foi também obtido um TCLE de
individuos sem as patologias a serem estudadas, que fazem parte do grupo controle
(ANEXO B).

Antes da coleta do material, ocorreram esclarecimentos sobre o significado e
0 possivel uso dos resultados previstos. Aos sujeitos de pesquisa foi oferecida a
opcao de escolher entre serem informados ou ndo sobre resultados de seus
exames. Além disso, o Termo de Guarda de Material Biol6gico foi obtido de todos os
participantes do presente estudo (ANEXO C). Aos sujeitos de pesquisa foi dada a
possibilidade de autorizar ou ndo o armazenamento de dados e materiais biol6gicos
coletados no ambito da pesquisa. Todo individuo tem acesso a seus dados
genéticos, assim como o direito de retira-los do banco onde se encontram

armazenados, a qualquer momento.

Coleta dos dados pessoais

Os dados pessoais foram obtidos através de preenchimento de uma ficha de
identificacdo especifica (ANEXO D), contendo as vareaveis: Idade, sexo, cor, estado
civil, data do registro da patologia estudada, presenca de hipertensdo arterial,
diabetes, tabagismo, etilismo. Parametros bioquimicos e celulares foram anotados,
como uréia, creatinina e plaquetas. Informacdes referentes a escala de Glasgow,
Escala de Rankin, Escala de NIHSS e indice de Bartel, também foram armazenadas.
Foram adquiridos dos prontuarios os dados de investigacdo por neuroimagem da

tomografia e angiografia.
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Coleta das amostras

Os participantes (pacientes acometidos de AVEH e/ou Aneurisma
Intracerebral e individuos controles) foram submetidos a coleta de aproximadamente
10 mL de sangue através de puncdo de veia periférica, com material novo e
descartavel. A coleta de sangue foi realizada pelo setor de Neurocirurgia do
Hospital de Base de Brasilia e o material biologico (sangue) dos participantes foi
encaminhado ao Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Bioprospeccéo e
Neurociéncias (Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia), onde foi
estocado.

Extracdo do DNA

O DNA foi extraido de sangue periférico com uso do kit Invisorb Spin Blood
Mini Kit (250) da empresa Invitek (catalogo #CA10-0005, lote #1031100300). A fim
de padronizar a concentracdo das amostras em 1lulL utilizou-se o equipamento
Nanovier da GE. Posteriormente foi encaminhado o Laboratério de Analises Clinicas
do Curso de Farmécia da Faculdade de Ceilandia que avaliou o polimorfismo -238
A/G da regidao promotora do gene do TNF-a.

PCR (Reacédo em cadeia da Polimerase) Qualitativo

A reacéo de amplificacdo para os SNP 238 A/G da regido promotora do gene
do TNF-a foi realizada pela técnica da Reacao em Cadeia da Polimerase com
iniciadores (primers) de sequéncia especifica (Polymerase Chain Reaction -
sequence-specific primers — PCR-SSP) utilizando-se 200 ng de DNA de cada
amostra. Os reagentes para cada loco tipificado (-238 A e -238 G) foram colocados
em microtubos de 0,2 mL, atingindo o volume final de 10 yL. Como controle interno,
foram utilizados os iniciadores HGBA.A e HGBA.S (genes da hemoglobina humana)

Na tabela 3 podemos observar a quantidade de reagentes por tubo.

25



Tabela 3. Reagentes utilizados para amplificagédo do SNP TNF-a -238 A/G

Reagente Concentragao Quantidade (ul)
Agua 2,75
Tampéao 10x 1,00
MgCl, 50mM 0,30
DNTP 2,5mM 0,15
HGBA S 10uM 0,30
HGBA A 10uM 0,30
238A ou 238G 10uM 0,50
TNF238y, 10uM 0,50
Tag Polimerase 5U/ul 0,20
DNA 25ng 4,00
Volume Final 10,00

Com o objetivo de amplificar o SNP — 238A/G, os tubos foram colocados no

termociclador nas condi¢cdes presentes na tabela 4.

Tabela 4. Condi¢des de amplificacdo do SNP TNF-a — 238A/G

Temperatura Tempo Ciclos
94°C 5’ 1X
94°C 45”

64°C 45” 32X
72°C 1

72°C 5’ 1X
4°C oo

Para eletroforese foi utilizado gel de poliacrilamida 10% na voltagem de 180 V

por 60 minutos, o gel pode ser visualizado na figura 1.
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Figura 1: Visualizacdo das amplificacdes do polimorfismo TNF-a -238A/G em gel de
acrilamida corado com gel red. (M) Marcador de peso molecular de 100 pb — KASVI,

1 e 2) exemplo de amostra de genotipo TNF-a -238GG.

Para cada amostra foram feitas duas reacdes de PCR, uma com um conjunto
de primers especificos para o alelo TNF-a -238A e outra com outro conjunto de
primers especifico para o alelo TNF-a -238G; foi adicionado a ambas as reacdes o
conjunto de primers para o controle interno da reacado (B-globina humana). Dessa
forma, observamos uma banda de 456 pb em todas as reacfes de PCR referentes a
amplificagdo da B-globina humana; caso o individuo seja homozigoto para o alelo A
(TNF-a -238 AA), observamos a amplificagdo de uma banda de 175 pb somente
para a primeira reacdo de PCR enquanto ndo ocorre amplificacdo na segunda
reacdo (ndo obtivemos amostra com este gendtipo); caso o individuo seja
homozigoto para o alelo G (TNF-a -238GG) ndo ocorre amplificacdo na primeira
reacdo de PCR enquanto a segunda reacdo apresenta amplificacdo, apresentando
uma banda de 175 pb (amostra 1 e 2); caso a amostra se apresente como
heterozigota (TNF-a -238AG), tanto a primeira quanto a segunda reacdo de PCR
amplificam (175 pb) (ndo representado na figura acima). Observa-se na figura 1 que
houve dificuldades em se obter amplificacbes especificas (presenca de bandas

inespecificas).
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Analise dos resultados

ApGs a coleta dos dados, os mesmos foram codificados, criando-se um banco
de dados em Microsoft Excel. As comparacgfes de dois grupos (paciente e individuos
controle) as variaveis género, diabetes, HAS, tabagismo e etilismo, foram realizados
pelo teste exato de Fisher utilizando-se o software GraphPad InStat 3.06 (INC,
1998). Para compara¢cfes de mais de dois grupos (aneurisma, AVEH e individuos
controle) as variaveis género, diabetes, HAS, tabagismo e etilismo, e também para
dois grupos com valores absolutos com tabela de contingéncia maior de 2x2 (escala
de Glasgow, escala de Rankin, NIHSS e indice de Barthel), o teste exato foi
realizado utilizando o algoritmo Metropolis (MET) para obter uma estimativa
imparcial do exato valor de p para uma determinada tabela de contingéncia RXC (no
caso de diferencas significativas reveladas por esta ultima andlise, comparacdes
poOs-teste de pair-wise foram realizadas com o teste exato de Fisher).

Amplitudes de variacdo, médias e desvios-padréo das variaveis continuas
(idade e glicose, creatinia e plaquetas) foram estimadas utilizando-se novamente o
software GraphPad InStat 3.06 (INC., 2003). Para a comparacdo de médias entre 2
grupos (paciente e individuos controle), foram aplicados os testes t de Student
(paramétrico) ou Mann-Whitney (ndo-paramétrico) bicaudais. A comparacdo de
médias entre 3 grupos foi realizada por meio das analises de ANOVA (paramétrica)
seguido do pés testes de Tukey ou Kruskal-Wallis (ndo-paramétrica), seguido do pés
testes de Dunn. A decisdo entre aplicacdo de testes paramétricos e nao-
paramétricos foi baseada no resultado do teste Kolmogorov-Smirnov de
normalidade.

A determinacdo das frequéncias alélicas e genotipicas foi calculada pela
contagem direta em Microsoft Excel. A comparacdo de frequéncias alélicas ou
genotipicas absolutas entre grupos, para identificar eventuais associagées, foi feita
por meio do teste exato de Fisher bicaudal com auxilio do software GraphPad InStat
3.06 (INC., 2003). A magnitude das associacdes (susceptibilidade ou resisténcia) foi
determinada pelo calculo de Odds Ratio (OR), acompanhado de intervalo de
confiangca de 95% (I.C. 95%) ambas realizadas utilizando-se o software GraphPad
InStat 3.06 (INC, 1998).
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RESULTADOS

Caracteristicas dos sujeitos

Na tabela 5 estdo presentes os dados referentes as caracteristicas
demograficas dos individuos analisados. Em relacdo ao género, podemos observar
diferencas significativas entre os grupos aneurisma vs. individuos saudaveis (p =
0,031), e entre os grupos AVEH vs. individuos saudaveis (p = 0,017), referente aos
grupos Aneurisma / AVEH / Individuos saudaveis, podemos visualizar diferencas
significativas entre os mesmos (p = 0,030). Quando comparado o género entre
pacientes em geral vs. individuos saudaveis mostrou diferenca estatistica (p =
0,0034). Em relacéo a idade, houve significancia estatistica na comparacéo entre 0s
grupos aneurisma/ AVEH/ individuos saudaveis (p < 0,001) e entre pacientes vs.

individuos saudaveis (p = 0,001).
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Tabela 5. Caracteristicas demogréaficas dos pacientes e individuos saudaveis.

Pacientes p-valores da comparacdao entre:
- Aneurisma / .
Individuos Pacientes total /
. . AVEH / .
Aneurisma AVEH Total saudaveis o Individuos
Individuos o
o saudaveis
saudaveis
Género (n=33) (n=39) (n=72) (n=52)
Masculino / Feminino 12/21 17/22 32/41 37/15 0,0030 * (MET) 0,0034 " (FET)
Idade (n=33) (n=39) (n=72) (n=52)
Média (anos) + Desvio padréo 52,42 +9,24 55,51+ 7,88 54,10 + 8,61 44,23+ 3,83 <0,0001 ° (KW) <0,0001 ¢ (MW)
Intervalo (anos) 29 -63 46 — 74 29-74 40 - 59

' Comparac&o entre os trés grupos (Aneurisma / AVEH / Individuos saudaveis) analisadas por one-way ANOVA seguida de miltiplas comparacdes pds teste,
Tukey, Kruskal-Wallis test (KW) seguido de multiplas comparac¢des pés teste, Dunn’s, ou por teste exato que aplica Metropolis algorithm (MET) para obter um
estimativa imparcial do exato valor de para uma dada tabela de contingéncia RxC (no caso de reveladas diferencas significativas por esta ultima analise,
comparacdes pos teste pair-wise foram feitas com teste exato de Fisher).

I Comparacdes entre os grupos (pacientes e individuos saudaveis) feitas por media ou teste-t bicaudal, media Mann-Whitney (MW) ou teste exato de Fisher
bicaudal (FET).

# Comparagéo Metropolis algorithm (MET), revelou diferencas significativas entre os grupos aneurisma vs. AVEH (p < 0,05). Comparacdes pds teste pair-wise
feitas com teste exato de Fisher revelou diferencas significativas entre os grupos aneurisma vs. individuos saudaveis; p = 0,031; Odds ratio = 23,17; intervalo
de confianga 95% = 0,09148 a 0,5867 e entre os grupos AVEH vs. individuos saudaveis; p = 0,017; Odds ratio = 22,11; intervalo de confianga 95% =
0,08771 a 0,5575.

® Teste exato de Fisher bicaudal (FET), p = 0,0034; Odds ratio = 0,3164 intervalo de confianca 95% = 0,1483 a 0,6750.

° P6s teste de mdltiplas comparacgdes, Dunn's, revelou diferencas significativas na comparacdo entre os grupos aneurisma vs. individuos saudaveis (p <
0,001) e AVEH vs. individuos saudaveis (p < 0,001); ndo foi observada diferenca significante na comparacao entre 0s grupos aneurisma vs. AVE (p > 0,05).

d Comparacdo pos teste, Mann-Whitney test (MW), revelou diferencas significativas entre os grupos pacientes vs. Individuos saudaveis (p < 0,001).
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Na tabela 6, observam-se as caracteristicas clinicas e laboratoriais, e também
a diferenca na proporcdo de individuos nas escalas: Glasgow, Rankin, NIHSS e
Barthel dos pacientes apresentando aneurisma e acometidos com AVEH. Nao houve
diferenca estatisticamente significante quanto a glicose, diabetes, hipertenséo
arterial (HAS), tabagismo, e elitismo em ambos os grupos. Entretanto, na contagem

de plaquetas (p = 0,0116) e na creatinina (p = 0,0279) houve diferenca significativa.

Ainda na tabela 6 observa-se a diferenca na propor¢do de individuos nas
escalas: Glasgow, Rankin, NIHSS e Barthel, sendo que apenas a escala Glasgow
ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos aneurisma vs. AVEH (p =
0,1810). Todos os pacientes com aneurisma e grande maioria dos pacientes com
AVEH avaliados por tal escala apresentaram um alto grau de comprometimento
(tabela 1).

Os pacientes também foram avaliados pelos parametros da Escala de Rankin,
em tal escala observou-se diferenga estatisticamente significante (p = 0,0020) entre
0s grupos de pacientes com AVEH e aneurisma. Grande parte dos pacientes com
aneurisma receberam a pontuagdo 1 em tal escala (sem incapacidade significante)
e grande parte dos pacientes com AVEH receberam a pontuacédo 0 e 1 em tal
escala (sem incapacidade e sem incapacidade significante respectivamente),
conforme descrito na tabela 2. As escalas NIHSS (p = 0,0100) e o indice de Barthel

(p = 0,0001) também apresentaram diferenca significativa.

Tabela 6. Caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes apresentando
aneurisma e acometidos com AVEH

P-valores da
comparacdao entre:

Aneurisma AVEH Aneurisma /
AVEH '

Glicose (n =28) (n=37)
Média (mg/dL) + Desvio padrdo 118,0£ 24,5 113,4 £27,8 0,3358 (MW)
Intervalo (mg/dL) 91-169 61-183
Plaquetas (n=31) (n =36)
Média (x106 mm3) + Desvio 337,6 + 69,8 282,8+ 95,38 0,0116 * (MW)
Intervalo 252 - 478 36 - 426
Creatinina (n=31) (n=37)
Média (mg/dL) + Desvio padrdo 1,932 +2,772 0,786 + 0,181 0,0279 # (MW)
Intervalo (mg/dL) 0,7-9,0 05-11
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Diabetes (n=33) (n=39)

Sim / Nao 2/31 0/39 0,2065 (FET)
HAS (n=33) (n=39)

Sim / Nao 25/8 28/11 0,7918 (FET)
Tabagismo (n=33) (n=39)

Sim / Nao 12/21 15/24 0,1215 (FET)
Etilismo (n=33) (n=39)

Sim / Nao 6/27 12 /27 0,2794 (FET)
Escala de Glasgow (n=33) (n=39) 0,0870 (MET)
8 0 2

12 0 3

13 0 2

15 33 32

Escala de Rankin (n=33) (n=39) 0,0020° (MET)
0 4 15

1 25 13

2 0 2

3 4 2

4 0 2

5 0 5

NIHSS (n=33) (n=39) 0,0100 © (MET)
0 13 11

1 3 0

2 6 7

3 2 10

4 4 6

6 5 0

18 0 2

20 0 3

indice de Barthel (n=33) (n=39) <0,0001 ¢ (MET)
0 0 2

10 0 3

40 0 2

70 0 4

73 0 3

80 9 0

90 3 4

95 9 0

100

[ERN
N
N
[




! Comparacdes entre os grupos de pacientes (aneurisma e AVEH) feitas por media com teste-t
bicaudal, Mann-Whitney (MW), teste exato de Fisher bicaudal (FET) ou por um teste exato que aplica
0 Metropolis algorithm (MET) para obter uma estimativa imparcial do exato valor de p para uma dada
tabela de contingéncia RxC.

% Comparacéo pos teste, Mann-Whitney test (MW), revelou diferencas significativas entre os grupos
aneurisma vs. AVEH (p < 0,05).

b Comparacdo Metropolis algorithm (MET), revelou diferencas significativas entre os grupos
aneurisma vs. AVEH (p = 0,0020). Comparacgfes pos teste pair-wise feitas com teste exato de Fisher
revelou diferencas significativas para as escalas 0 (p = 0,0156; Odds ratio = 0,2207; intervalo de
confianca 95% = 0,06459 a 0,7541) e 1 (p = 0,004; Odds ratio = 6,250; intervalo de confianca 95% =
2,213 a 17,65.

° Comparacdo Metropolis algorithm (MET), revelou diferencas significativas entre os grupos
aneurisma vs. AVEH (p = 0,0100). Comparacfes poés teste pair-wise feitas com teste exato de Fisher
revelou diferencas significativas para as escalas 3 (p = 0,0307; Odds ratio = 0,1871; intervalo de
confianga 95% = 0,03774 a 0,9274) e 6 (p = 0,0170; Odds ratio = 15,25; intervalo de confianca 95% =
0,8095 a 287,1.

d Comparacdo Metropolis algorithm (MET), revelou diferengas significativas entre os grupos
aneurisma vs. AVEH (p < 0,0001). Comparagfes poés teste pair-wise feitas com teste exato de Fisher
revelou diferengas significativas para os indices 80 (p = 0,0005; Odds ratio = 30,63; intervalo de
confianga 95% = 1,704 a 550,5), 90 (p = 0,0192 Odds ratio = 0,04094; intervalo de confianca 95% =
0,001721 a 0,9737) e 95 (p = 0,0005; Odds ratio = 30,63; intervalo de confiangca 95% = 1,704 a
550,5).

Andlise do polimorfismo na posicdo -238 A/G na regido promotora do gene do
TNF-a

Na tabela 7 podemos visualizar as frequéncias alélicas e genotipicas do
polimorfismo TNF-a -238A/G entre os diferentes grupos de pacientes e individuos
saudaveis. Nela observamos que a frequéncia do alelo TNF-a -238A é bem menor
que a frequéncia do alelo TNF-a -238G em todos os grupos de pacientes estudados.
Esta diferenca reflete no resultado encontrado referente ao genoétipo onde pode-se
observar que nenhum paciente apresenta o genotipo TNF-a -238AA, e o niumero do
genotipo TNF-a -238AG e bem menor quando comparado ao genétipo TNF-a -
238GG. Esse resultado também esta representado no gréafico 1 disponivel no anexo
E.

Tabela 7. Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo TNF-a -238A/G entre
os diferentes grupos de pacientes e individuos saudaveis.

ALELOS GENOTIPOS
GRUPOS DE PACIENTES n A G AR AG GG
Aneurisma 33 0,0909 0,9091 0,0000 0,1818 0,8182
AVEH 39 0,1154 0,8846 0,0000 0,2308 0,7692
Total (Aneurisma + AVEH) 72 0,1042 0,8958 0,0000 0,2083 0,7917
Controle saudavel 52 0,0962 0,9038 0,0000 0,1923 0,8077

Célculo das frequéncias alélicas e genotipicas em programa Excel.
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N&o foi encontrada relagéo estatisticamente significante do polimorfismo TNF
-238A/G entre os grupos de Aneurisma x controle saudavel e pacientes totais x
controle saudavel. Foi encontrada uma ligeira diferenca quando comparamos 0s
pacientes Aneurisma x AVEH e AVEH x Controle saudavel referente aos genétipos
TNF -238AG e TNF -238GG. Em suma néo foi encontrada relacao estatisticamente
significante do polimorfismo TNF -238A/G entre os grupos de pacientes e controle
saudavel (Tabela 8). Esse resultado também estd representado no grafico 2,

disponivel no anexo E.

Tabela 8. Valores de p do polimorfismo TNF-a -238A/G entre os diferentes grupos
de pacientes e individuos saudaveis.

GENOTIPOS
ALELOS
GRUPOS DE PACIENTES AA AG GG
Aneurisma x AVEH 1,0000 0,7725 0,7725 0,7860
Aneurisma x Controle saudavel 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
AVEH x Controle saudavel 1,0000 0,7953 0,7953 0,8230
Total x Controle saudavel 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).

O polimorfismo TNF -238A/G foi avaliado quanto ao respectivo grau de
comprometimento dos pacientes de acordo com as escalas e Rankin, NIHSS e
indice de Barthel. A escala de Glasgow néo foi avaliada, visto que praticamente
todos os pacientes encontram-se no nivel 15 desta escala (tabela 6). Observou-se
que as mesmas frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo TNF-a -238A/G
nas categorias 0 e 3 da escala de Rankin nos pacientes apresentando aneurisma.
Na categoria 1 observamos uma baixa frequéncia do alelo TNF-a -238A e gendétipo
TNF-a -238AG, e alta do alelo TNF-a -238G e genotipo TNF-a -238GG (Tabela 9).
Esse resultado também esta representado nos graficos 3 e 4, disponiveis no anexo
E.
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Tabela 9. Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo TNF-a -238A/G nas
diferentes categorias da escala de Rankin de pacientes apresentando aneurisma
cerebral.

ALELOS GENOTIPOS
ESCALA RANKIN n
A G AA AG GG
0 4 0,1250 0,8750 0,0000 0,2500 0,7500
1 25 0,0800 0,9200 0,0000 0,1600 0,8400
3 4 0,1250 0,8750 0,0000 0,2500 0,7500

Célculo das frequéncias alélicas e genaotipicas em programa Excel.

De acordo com a tabela 10, ndo foi encontrado resultado estatisticamente
significante do polimorfismo TNF-a -238A/G entre as diferentes categorias da escala

de Rankin em pacientes acometidos por aneurisma cerebral.

Tabela 10. Valores de p do polimorfismo TNF-a -238A/G nas diferentes categorias
da escala de Rankin de pacientes apresentando aneurisma cerebral.

GENOTIPOS
ESCALA RANKIN ALELOS
AA AG GG
Ox1 1,0000 0,5526 0,5526 0,5376
0x3 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
1x3 1,0000 1,0000 1,0000 0,5376

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).

Na tabela 11, relacionando as frequéncias alélicas dos individuos acometidos
por AVEH e as categorias da Escala de Rankin, pode-se observar que todos os
pacientes das categorias 2, 3 e 4 possuem somente o alelo TNF-a -238G. Nas
categorias 0, 1 e 5 observamos uma baixa frequéncia do alelo TNF-a -238A e
genotipo TNF-a -238AG, e alta do alelo TNF-a -238G e genotipo TNF-a -238GG.
Ainda, podemos observar a maior frequéncia do alelo TNF-a -238A e gendtipo TNF-
a -238AG presente no grau 5 da escala de Rankin. Esse resultado também esta

representado nos graficos 5 e 6, disponiveis no anexo E.
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Tabela 11. Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo TNF-a -238A/G nas
diferentes categorias da escala de Rankin de pacientes acometidos por AVEH.

ALELOS GENOTIPOS
ESCALA RANKIN N

A G AA AG GG
0 15 0,1333 0,8667 0,0000 0,2667 0,7333
1 13 0,0769 0,9231 0,0000 0,1538 0,8462
2 2 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000
3 2 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000
4 1 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000
5 5 0,2000 0,8000 0,0000 0,4000 0,6000

Célculo das frequéncias alélicas e genotipicas em programa Excel.

N&o foi encontrado resultado estatisticamente significante do polimorfismo

TNF-a -238A/G entre as diferentes categorias da escala de Rankin em pacientes
acometidos por AVEH (Tabela 12).

Tabela 12. Valores de p do polimorfismo TNF-a -238A/G nas diferentes categorias

da escala de Rankin de pacientes acometidos por AVEH.

GENOTIPOS
ESCALA RANKIN ALELOS
AA AG GG
O0x1 1,0000 0,6546 0,6546 0,6749
0x2 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
0x3 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
O0x4 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
0x5 1,0000 0,6126 0,6126 0,6287
1x2 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
1x3 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
1x4 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
1x5 1,0000 0,5327 0,5327 0,3048
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2X3
2X4
2X5
3x4
3Xx5
4xX5

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

1,0000 1,0000
1,0000 1,0000
1,0000 1,0000
1,0000 1,0000
1,0000 1,0000
1,0000 1,0000

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).

Quando foram analisadas as frequéncias alélicas dos individuos acometidos

por aneurisma cerebral nas categorias da NIHSS, pode-se observar que o0s

pacientes da categoria 1 possuem somente o alelo TNF-a -238G. Nas categorias 0,

2, 4 e 6 observamos uma baixa frequéncia do alelo TNF-a -238A e gendtipo TNF-a -
238AG, e alta do alelo TNF-a -238G e gendtipo TNF-a -238GG. Na categoria 3 0s
pacientes possuem 0 genétipo TNF-a -238AG e TNF-a -238GG distribuidos por

igual. Ainda, podemos observar a maior frequéncia do alelo TNF-a -238A e gendtipo
TNF-a -238AG presente nos maiores graus (3, 4 e 6) da NIHSS (Tabela 13). Esse
resultado também esté representado nos gréaficos 7 e 8, disponiveis no anexo E.

Tabela 13. Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo TNF-a -238A/G nas
diferentes categorias da NIHSS de pacientes apresentando aneurisma cerebral.

ALELOS GENOTIPOS
NIHSS N

A G AA AG GG
0 13 0,0769 0,9231 0,0000 0,1538 0,8462
1 3 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000
2 6 0,0833 0,9167 0,0000 0,1667 0,8333
3 2 0,2500 0,7500 0,0000 0,5000 0,5000
4 4  0,1250 0,8750 0,0000 0,2500 0,7500
6 5 0,1000 0,9000 0,0000 0,2000 0,8000

Célculo das frequéncias alélicas e genotipicas em programa Excel.
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N&o foi encontrado resultado estatisticamente significante do polimorfismo
TNF-a -238A/G entre as diferentes categorias da NIHSS de pacientes apresentando

aneurisma cerebral (Tabela 14).

Tabela 14. Valores de p do polimorfismo TNF-a -238A/G nas diferentes categorias
da NIHSS de pacientes apresentando aneurisma cerebral.

GENOTIPOS
NIHSS ALELOS
AA AG GG
O0x1 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
0x2 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
0x3 1,0000 0,3714 0,3714 0,3596
O0x4 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
0x6 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
1x2 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
1x3 1,0000 0,4000 0,4000 0,4000
1x4 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
1x6 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
2X3 1,0000 0,4643 0,4643 0,4500
2x4 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
2X6 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
3x4 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
3X6 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
4Xx6 1,0000 1,0000 0,0000 1,0000

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).

Quando analisada as frequéncias alélicas e genotipicas dos individuos
acometidos por AVEH nas categorias da NIHSS, pode-se observar que os pacientes
na pontuacao 2, 3 e 18, possuem somente o alelo TNF-a -238G. Nas pontuacdes O,
4 e 20 observamos uma baixa frequéncia do alelo TNF-a -238A e gendtipo TNF-a -

238AG, e alta do alelo TNF-a -238G e gendtipo TNF-a -238GG. Ainda, podemos
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observar a maior frequéncia do alelo TNF-a -238A e gendtipo TNF-a -238AG no grau
20 da NIHSS. (Tabela 15). Esse resultado também esté representado nos graficos 9

e 10, disponiveis no anexo E.

Tabela 15. Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo TNF-a -238A/G nas
diferentes categorias da NIHSS de pacientes acometidos por AVEH.

ALELOS GENOTIPOS
NIHSS N

A G AA AG GG
0 11 0,2273 0,7727 0,0000 0,4545 0,5455
2 7 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000
3 10 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000
4 6 0,1667 0,8333 0,0000 0,3333 0,6667
18 2 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000
20 3 0,3333 0,6667 0,0000 0,6667 0,3333

Célculo das frequéncias alélicas e genaotipicas em programa Excel.

Os valores de p do polimorfismo TNF-a -238A/G nas diferentes categorias da
NIHSS de pacientes acometidos por AVEH também foram analisados. Pode-se
observar diferenca estatistica quando comparados 0s grupos que apresentaram
pontuacdo 0 x 3 e 3 x 20 entre os gendtipos TNF-a -238AG, TNF-a -238GG, e nos
alelos. Esse resultado também esta representado nos graficos 9 e 10, disponiveis no

anexo E.

Tabela 16. Valores de p do polimorfismo TNF-a -238A/G nas diferentes categorias
da NIHSS de pacientes acometidos por AVEH.

GENOTIPOS
NIHSS ALELOS
AA AG GG
0x2 1,0000 0,1013 0,1013 0,1336
0x3 1,0000 0,0351* 0,0351° 0,0492°
O0x4 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
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0x18 1,0000 0,4872 0,4872 0,5552

0x 20 1,0000 1,0000 1,0000 0,6219
2x3 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
2 x4 1,0000 0,1923 0,1923 0,2031
2x18 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
2 x 20 1,0000 0,0667 0,0667 0,0789
3x4 1,0000 0,1250 0,1250 0,1331
3x18 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
3x20 1,0000 0,0385° 0,0385° 0,0462'
4x18 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
4 x 20 1,0000 0,5238 0,5238 0,4667
18 x 20 1,0000 0,4000 0,4000 0,4667

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).

%p =0,0351; Odds ratio = 17,00; intervalo de confianca de 95%= 0,8360 a 377,7.

b p = 0,0351; Odds ratio = 0,05628; intervalo de confianca de 95%= 0,002648 a 1,196.
°p = 0,0492; Odds ratio = 12,89; intervalo de confianca de 95%= 0,6642 a 250.

d p = 0,0385; Odds ratio = 0,02857; intervalo de confianca de 95%= 0,0008749 a 0,9330.
®p =0,0385; Odds ratio = 35,00; intervalo de confianca de 95%= 1,072 a 1143.

! p = 0,0462; Odds ratio = 0,04390; intervalo de confian¢a de 95%= 0,001782 a 1,081.

Quando relacionada as frequéncias alélicas e genotipicas dos individuos
acometidos por aneurisma cerebral nas categorias do indice de Barthel, pode-se
observar que os pacientes na pontuacao 90 possuem somente o alelo TNF-a -238G.
Nas pontuacdes 80, 95 e 100 observamos uma baixa frequéncia do alelo TNF-a -
238A e gendtipo TNF-a -238AG, e alta do alelo TNF-a -238G e genétipo TNF-a -
238GG (Tabela 17). Esse resultado também esta representado nos grafico 11 e 12,

disponiveis no anexo E.

Tabela 17. Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo TNF-a -238A/G nas
diferentes categorias do indice de Barthel de pacientes apresentando aneurisma
cerebral.

) ALELOS GENOTIPOS
INDICE BARTHEL N

A G AA AG GG
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80

90

95
100

3
9
12

0,1111
0,0000
0,0556
0,1250

0,8889
1,0000
0,9444
0,8750

0,0000 0,2222
0,0000 0,0000
0,0000 0,1111
0,0000 0,2500

0,7778
1,0000
0,8889
0,7500

Célculo das frequéncias alélicas e genotipicas em programa Excel.

Como pode ser observado na tabela 18, ndo foi encontrado resultado

estatisticamente significante do polimorfismo TNF-a -238A/G entre as diferentes

categorias do indice de Barthel de pacientes apresentando aneurisma cerebral.

Tabela 18. Valores de p do polimorfismo TNF-a -238A/G nas diferentes categorias
do indice de Barthel de pacientes apresentando aneurisma cerebral.

] GENOTIPOS
INDICE BARTHEL ALELOS
AA AG GG

80 x 90 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
80 x 95 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
80 x 100 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
90 x 95 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
90 x 100 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
95 x 100 1,0000 0,6030 0,6030 0,6227

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).

Quando analisada as frequéncias alélicas e genotipicas dos individuos

acometidos por AVEH nas categorias do indice de Barthel, pode-se observar que os

pacientes na pontuacdo 0, 70 e 73 possuem somente o alelo TNF-a -238G. Nas

pontuacgdes 10, 40, 90 e 100 observamos uma baixa frequéncia do alelo TNF-a -
238A e gendtipo TNF-a -238AG, e alta do alelo TNF-a -238G e gendtipo TNF-a -

238GG (Tabela 19). Esse resultado também esta representado nos grafico 13 e 14,

disponiveis no anexo E.
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Tabela 19. Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo TNF-a -238A/G nas
diferentes categorias do indice de Barthel de pacientes acometidos por AVEH.

) ALELOS GENOTIPOS
INDICE BARTHEL n
A G AA AG GG

0 2 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000
10 3 0,3333 0,6667 0,0000 0,6667 0,3333
40 2 0,2500 0,7500 0,0000 0,5000 0,5000
70 4  0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000
73 3 0,0000 1,0000 0,0000 0,0000 1,0000
90 4  0,1250 0,8750 0,0000 0,2500 0,7500
100 4  0,1190 0,8810 0,0000 0,2381 0,7619

Célculo das frequéncias alélicas e genaotipicas em programa Excel.

Como representado na tabela 20, n&o foi encontrado resultado

estatisticamente significante do polimorfismo TNF-a -238A/G entre as diferentes

categorias do indice de Barthel de pacientes acometidos por AVEH.

Tabela 20. Valores de p do polimorfismo TNF-a -238A/G nas diferentes categorias
do indice de Barthel de pacientes acometidos por AVEH.

] GENOTIPOS
INDICE BARTHEL ALELOS
AA AG GG

0x 10 1,0000 0,4000 0,4000 0,4667
0 x 40 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
0x 70 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
0x73 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
0x90 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
0 x 100 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
10x 70 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
10x73 1,0000 0,1429 0,1429 0,1648
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10 x 90
10 x 100
40 x 70
40x 73
40 x 90
40 x 100
70x 73
70 x 90
70 x 100
73 x90
73 x100
90 x 100

1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000
1,0000

0,4000
0,4857
0,1937
0,3333
0,4000
1,0000
0,4625
1,0000
1,0000
0,5494
1,0000
1,0000

0,4000
0,4857
0,1937
0,3333
0,4000
1,0000
0,4625
1,0000
1,0000
0,5494
1,0000
1,0000

0,4545
0,5385
0,2061
0,3333
0,4000
0,4400
0,4400
1,0000
1,0000
0,5774
1,0000
1,0000

Teste exato de Fisher (GraphPad Instat, INC 2003).
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DISCUSSAO

Dentre os 33 pacientes com aneurisma estudados 21 sdo do sexo feminino
(63,64%) e 12 sao do sexo masculino 36,36%. Outros estudos, também realizados
na populacdo brasileira, também apresentam resultados semelhantes (Zamponi et
al, 2012) (Cardozo 2011). Tal resultado sugere que o sexo feminino estd mais
propenso ao desenvolvimento de aneurismas entre essa populacdo. Dentre o0s
pacientes com AVEH, 17 sdo do sexo masculino (43,58%) e 22 do sexo feminino
(56,42%). Em um estudo publicado por Sacco et al, apés a avaliagdo de 549
pacientes com AVEH, foi observado que 247 (45,00%) eram homens e 302
(55,00%) eram mulheres. Tais valores estdo proximos ao encontrado no NOSSO
estudo e demostra que mulheres estdo mais propensas a essa patologia apesar da
diferenca demogréafica. Por outro lado, outro estudo ndo encontrou diferenca

significativa entre homens e mulheres. (Grysiewicz, 2008).

Nossos resultados mostram que a idade média dos pacientes com aneurisma
foi de 52,42 + 9,24 anos. No estudo de Zamponi et al (2012) o principal grupo
afetado foi entre 51 e 60 anos, seguido pela faixa entre 41 e 50 anos, sendo este
resultado esse proximo ao encontrado em nosso estudo. Ainda, nossos resultados
mostram que a idade média dos pacientes acometidos por AVEH foi de 55,51 + 7,88
anos. Outro estudo avaliou 549 pacientes com AVEH dos quais média =+ SD idade,
73,60 = 12,50 anos, a diferenca encontrada na idade pode ser proveniente da

diferenca demografica e geografica (Sacco, 2009).

Grande parte dos nossos pacientes, tanto de aneurisma quanto de AVEH,
possuem hipertensdo. Esse fator também foi achado em outro estudo, onde a
hipertenséo arterial esteve presente em 415 de 549 pacientes (75,6%) com AVEH
(Sacco, 2009). Segundo um estudo publicado por Xin Yu et al (2010) os niveis
séricos de TNF-a foram significativamente mais elevados em pacientes com
hipertensdo quando comparado ao grupo controle. Tal fato demostra que
hipertensos estdo mais propensos ao desenvolvimento dessas patologias e que o

TNF-a esta notavelmente aumentado em pacientes hipertensos.

Neste estudo também foi observado as frequéncias alélicas e genotipicas do
polimorfismo TNF -238A/G entre os diferentes grupos de pacientes e individuos

saudaveis. A frequéncia do alelo TNF -238A & bem menor que a frequéncia do alelo
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TNF -238G em todos os grupos estudados. Esta diferenca reflete no resultado
encontrado referente ao gendtipo, onde se pode observar que nenhum paciente
apresenta o genotipo TNF-a -238AA, e o numero do gendtipo TNF-a -238AG é bem
menor quando comparado ao gendtipo TNF-a -238GG. Fontanella et al (2007)
observou que no polimorfismo TNF-a -308A/G, o alelo TNF-a -308G foi
estatisticamente mais frequente em pacientes com hemorragia subaracndide por
ruptura de aneurisma intracraniano (HSA). Nesse estudo foram analisados 171
pacientes com HSA, e 144 individuos controle pareados por idade e caracteristicas
geograficas. Os autores encontraram que o0s pacientes com HSA foram
significativamente mais propensos a expressar o alelo TNF-a -308 G, o que tornaria
este alelo relacionado com tal patologia. Ja Karahan et al (2005), observou que o

TNF-a -308A/G nao esta associado a ocorréncia de AVE.

Ainda, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre os
genadtipos relacionados ao polimorfismo TNF-a -238A/G entre 0s grupos de
Aneurisma vs. controle saudavel e pacientes totais vs. controle saudavel. Foi
encontrada uma ligeira diferenca quando comparamos 0s pacientes Aneurisma Vvs.
AVEH e AVEH vs. Controle saudavel referente aos genoétipos TNF-a -238AG e TNF-
a -238GG. Gu et al (2015) verificou que o gendtipo relacionados ao polimorfismo
TNF-a -238A/G pode nédo estar relacionado ao AVE isquémico em populagbes
chinesas. Cui et al (2012) verificou que TNF-a esya fortemente envolvido na
patogénese de acidente vascular cerebral isquemco. Um estudo demostrou que a
presenca do genotipo TNF-a -238AG esta relacionada com a expressao aumentada
do TNF-a (Hansson, 2005; Reich et al 2002; Achrol et al 2007) e possivelmente isso
levaria a maiores riscos de danos vasculares. Isso é esperado, pois foi demonstrado
gue o TNF-a induz metaloproteinases de matriz (MMPs), uma familia de enzimas
proteoliticas que degradam matriz extracelular em torno dos vasos sanguineos e
danificam células do endotélio (resultando em desestabilizacdo e potencial
enfraquecimento da parede do vaso, dilatacdo passiva, e ruptura (Hashimoto et al,
2003)). Além disso, Chyatte et al (1999) sugeriu que a inflamacdo pode contribuir a
formacdo e na ruptura do aneurisma, e sendo assim o TNF-a, por ser uma
importante citosina pro-inflamatéria, poderia desempenhar um papel importantissimo
no desenvolvimento e na ruptura de aneurismas. Ainda, Aoki et al (2011) observou
que a concentracdo de TNF-a plasmatica estd aumentada em pacientes com
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aneurisma, sugerindo um papel critico de TNF-a na formagédo e ruptura de
aneurismas. Assim, esperava-se que pacientes acometidos de problemas
vasculares possuissem frequéncia do gendtipo TNF-a -238AG aumentada em
relacdo ao grupo de pacientes saudaveis. Apesar de ndo encontrarmos nenhuma
relacdo estatisticamente significante, observamos maior frequéncia do gendétipo
TNF-a -238AG no grupo AVEH que nos individuos saudaveis. Talvez uma andlise de
um maior niumero de individuos de todos os grupos pudesse comprovar alguma

relacao.

Nas analises do polimorfismo TNF-a -238A/G com o0 grau de
comprometimento dos pacientes, observamos relacdo estatistica de pacientes
acometidos por AVEH na escala NIHSS, mostrando relacao estatistica entre o grau
0 vs.3 e 3 vs. 20, com a maior frequéncia do gendtipo TNF-a -238AG presente no
grau 20 gue representa maior acometimento do paciente. Ainda, nos pacientes
acometidos por AVEH, apesar de ndo ser estatisticamente significante, observamos
a maior frequéncia do gendtipo TNF-a -238AG presente no grau 5 (maior grau
encontrado) da escala de Rankin.

E nos pacientes com aneurisma, apesar de ndo encontrarmos significancia
estatistica, também observamos que a maior frequéncia do genétipo TNF-a -238AG
estava presente nos maiores graus (3, 4 e 6) da NIHSS, que representam maiores

graus de acometimento do paciente.

Segundo Hajeer (2001), os polimorfismos de TNF-a sdo encontrados em
uma regido de grande variacdo polimorfica, o que pode ter influenciado o fato de néao
termos identificado diferenca estatisticamente significante na regido promotora
estudada. Além disso, ndo foram encontrados outros estudos que avaliaram a
influéncia do polimorfismo génico TNFa -238 A/G em pacientes que apresentam
Aneurisma intracerebral, AVEH, mostrando que o estudo neste campo ainda deve
ser mais explorado. Assim, os resultados obtidos nesse estudo devem ser
confirmados por meio de repeti¢cbes, estudos com um grande nimero de amostras

(pacientes e controles), e estudos adicionais em diferentes populagoes.
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CONCLUSAO

No presente estudo nao foi encontrada diferenca alélica e genotipica
estatisticamente significante relacionada ao polimorfismo TNF -238A/G entre os
grupos de pacientes que apresentam Aneurisma intracerebral ou AVEH e o controle
saudavel. Sendo observado apenas uma tendéncia de maior frequéncia do genétipo
TNF -238AG nos pacientes com AVEH em relagédo ao controle e aos piores graus de

acometimento nas escalas de Rankin e NIHSS.

N&do foram identificados outros estudos que avaliaram a influéncia do
polimorfismo génico TNFa (-238 A/G) em pacientes que apresentam Aneurisma
intracerebral ou AVEH. Portanto os resultados obtidos nesse estudo devem ser
confirmados por meio de repeti¢cbes, estudos com um grande nimero de amostras

(pacientes e controles), e estudos adicionais em diferentes populagdes.
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ANEXOS

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

GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL
SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE
Fundago de Ensi

COMITE DE ETICA EM PESQUISA/SES-DF

PARECER N2 0095/2010

PROTOCOLO N°-PQPROJETO. 3509910 — POLIMORFISMOS GENETICOS
ASSOCIADOS AO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO HEMORRAGIGO
E AO ANEURISMA INTRACEREBRAL.

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

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

Validade do Parecer: 15/1 2/2012

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

Esclarecemos que o pesquisador devera observar as responsabilidades
que lhe sd@o atribuidas na Resolugdo 196/96 CNS/MS, inciso I1X.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.

Atenciosathente,

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

Coordenadora
AL/CEP/SES-DF

Fundagao de Ensino e Pesquisa §m Ciéncias da Satide - SES
Comité de Etica §m Pesquisa
Fone: 325-4955 - FonefFax: 326-0119- e-mail- cepsesdf@saude.df. gov.br
SMHN — Q. 501 - Bloco "A” — Brasilia— DF - CEP.:70.710-907

BRASILIA - PATRIMONIO CULTURAL DA HUMANIDADE



ANEXO B - Ficha de identificagc&o dos participantes da pesquisa.

Ficha de identificacdo dos participantes da pesquisa: Polimorfismo genético ctla4 -
318 (c/t) associado ao acidente vascular encefalico hemorragico e ao aneurisma
intracerebral.

Nome do participante:

Nome do representante legal (se houver):

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

Cor:

Estado Civil:

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

Hipertensdo arterial: [ ] Sim [ |N&o

Pressao Arterial:

Diabetes: [ ]Sim [ ]Né&o

Glicemia:

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

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

Uréia:

Creatinina:

Plaquetas:

Escala de Glasgow:

Escala de Rankin:

Escala NIHSS:

Indice de Barthel:

ICH:
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Tomografia:

Angiografia:

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

participantes da pesquisa.

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

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

Natureza e objetivos do estudo:

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

Procedimentos do estudo:

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

O procedimento é o mesmo utilizado para realizacdo de diversos outros tipos de
exame de sangue. Serdo utilizados equipamentos novos, estéreis e descartaveis.
Ndo 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 incbmodo de dor no momento da introducdo da agulha para
a retirada do sangue e, eventualmente, a formacdo de um pequeno hematoma
(mancha roxa) no local. Caso haja algum problema vocé recebera a atencéo
necessaria e o ressarcimento de alguma eventual despesa.

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

Participacéo, recusa e direito de se retirar do estudo:

Sua participacdo é voluntaria. Vocé ndo terd 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 ndo recebera nenhum tipo de
compensacao financeira pela sua participacdo neste estudo.

Confidencialidade:
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Seus dados serdo identificados com um numero e somente 0s pesquisadores
saberdo que numero pertence a cada individuo.

Os resultados de seus exames serdo acessiveis somente aos pesquisadores
envolvidos. Os resultados dos seus exames poderdo ser entregues pela
pesquisadora responsavel mediante a sua solicitacdo, a qualquer momento, desde
gue as amostras ja tenham sido processadas e analisadas. Esta solicitacdo podera
ser feita agora durante a assinatura deste TCLE, por email ou telefone, presentes
neste TCLE, e a pesquisadora agendara uma reunido para a entrega do resultado.
Toda nova pesquisa a ser feita com o material guardado sera submetida para
aprovacdo de um Comité de Etica em Pesquisa e, quando for o caso, da Comiss&o
Nacional de Etica em Pesquisa.

Os resultados deste trabalho poderédo 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

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 explicac6es sobre o estudo que vocé esta sendo
convidado a participar. Antes de decidir se deseja participar (de livre e espontanea
vontade) vocé devera ler e compreender todo o conteddo. Ao final, caso decida
participar, vocé sera solicitado a assina- lo e recebera uma copia do mesmo. Antes
de assinar faca perguntas sobre tudo o que nao tiver entendido bem. A equipe deste
estudo respondera as suas perguntas a qualguer momento (antes, durante e apos 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 é sua.

Existe uma possibilidade de associacdo de fatores genéticos com 0 aneurisma ou
acidente vascular encefalico (“derrame”), assim, este estudo tem o objetivo geral de
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conhecer um pouco melhor como “funciona” estas doengas, do ponto de vista
genético.

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

Procedimentos do estudo:

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

Apés isso sera coletado de vocé, uma unica vez, aproximadamente 10 ml (uma
seringa pequena) de sangue, através de uma puncéo da veia do seu antebraco. O
procedimento € o mesmo utilizado para realizacdo de diversos outros tipos de
exame de sangue. Serao utilizados equipamentos novos, estéreis e descartaveis.
N&o havera nenhuma outra forma de envolvimento ou comprometimento neste
estudo.

Riscos:

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

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

Beneficios:

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

Os resultados estardo sempre disponiveis a vocé. Caso seja de seu desejo, 0S
resultados seréo discutidos com vocé pela equipe deste trabalho.

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

Participacdo, recusa e direito de se retirar do estudo:

Sua participacdo é 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 néo patrticipar, isto ndo afetara o seguimento e tratamento normal
nem o seu relacionamento com seu médico.

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

Confidencialidade:

Os seus registros médicos serdo sempre tratados confidencialmente.
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Seus dados serdo identificados com um nUmero e somente 0s pesquisadores
saberdo que numero pertence a cada individuo.

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

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

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

Os resultados deste trabalho poderédo 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 informacédo que esteja
relacionada com sua privacidade.

Se o Senhor(a) tiver qualguer davida em relacdo a pesquisa, por favor entre em
contato com a enfermeira Hélia Carla de Souza, no setor de Neurocirurgia, do
Hospital de Base de Brasilia, no horario matutino. Este projeto foi Aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da SES/DF. Qualquer divida com relacédo & assinatura
do TCLE ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do
telefone: (61) 3325-4955. Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara
com o pesquisador responsavel e a outra com 0 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

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Representante Legal

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

Este documento que vocé esta lendo é chamado de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Ele contém explicacbes sobre o estudo que o paciente
sob sua responsabilidade esta sendo convidado a participar. Antes de decidir se
deseja aceitar que o paciente sob sua responsabilidade (de livre e espontanea
vontade) participe, vocé devera ler e compreender todo o conteudo. Ao final, caso
decida aprovar a participagao, vocé sera solicitado a assina-lo e recebera uma copia

do mesmo. Antes de assinar faga perguntas sobre tudo o que nao tiver entendido
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bem. A equipe deste estudo responderd as suas perguntas a qualquer momento
(antes, durante e apds o estudo).

Natureza e objetivos do estudo:
O paciente sob a sua responsabilidade estd 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 decisédo é
sua.
Existe uma possibilidade de associacdo de fatores genéticos com 0 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 é o de conhecer se determinadas seqiéncias do
DNA (material genético que informa como nosso corpo é formado) pode aumentar o
risco de pessoas apresentarem aneurisma ou acidente vascular encefélico
(“derrame”).
Procedimentos do estudo :
A participagao 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 historia da sua doenca do paciente que
esta sob sua responsabilidade.
Apos isso sera coletado do paciente sob sua responsabilidade, uma Unica vez,
aproximadamente 10 ml (uma seringa pequena) de sangue, através de uma puncao
da veia do seu antebraco. O procedimento € o mesmo utilizado para realizacdo de
diversos outros tipos de exame de sangue. Serdo utilizados equipamentos novos,
estéreis e descartaveis.
Ndo 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 incbmodo de dor no momento da introducdo da agulha para
a retirada do sangue e, eventualmente, a formacdo de um pequeno hematoma
(mancha roxa) no local.
Beneficios:
A participacdo do paciente sob sua responsabilidade podera proporcionar, no
ambito pessoal, a identificacdo de algum problema n&o antes conhecido.
Os resultados estardo sempre disponiveis a vocé. Caso seja de seu desejo, 0S
resultados serdo discutidos com vocé pela equipe deste trabalho.
A participacdo do paciente sob sua responsabilidade podera ainda ajudar no maior
conhecimento sobre o aneurisma ou acidente vascular encefalico (‘derrame”),
principalmente em relagcéo as causas genéticas da doenca.
Participacao, recusa e direito de se retirar do estudo :
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A participacdo do paciente sob sua responsabilidade é voluntaria e ndo alterard o
seguimento e tratamento da doenca que vocé ja esta fazendo.

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

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

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

Confidencialidade:

Os registros médicos serdo sempre tratados confidencialmente.

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

Os resultados dos exames, bem como as informacdes do prontudrio, 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. Méarcia Renata Mortari. - Toda nova pesquisa a ser feita com o material
guardado sera submetida para aprovacdo de um Comité de Etica em Pesquisa e,
quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa.

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

Se o Senhor(a) tiver qualquer divida em relagdo a pesquisa, por favor entre em
contato com a enfermeira Hélia Carla de Souza, no setor de Neurocirurgia,
doHospital de Base de Brasilia, no horario matutino. Este projeto foi Aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da SES/DF. Qualquer divida com relacdo & 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 explicagcdo completa dos objetivos do
estudo e dos procedimentos envolvidos concordo voluntariamente em permitir a
participagéo do paciente sob minha responsbilidade, 0
Sr(a) Brasilia,

de de

Responsavel pelo Participante da pesquisa
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tel:%2861%29%203325-4955

ANEXO D - Termo de guarda de material biol6gico 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 explicacbes sobre a guarda de seu material biolégico (sangue). Vocé
podera autorizar ou ndo a guarda de seu material biolégico. A decisédo € sua.

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

As amostras de sangue serdo identificadas com um nimero e ndo com seu nome.
Somente o0s pesquisadores saberdo a quem pertence cada namero, 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 seré utilizado somente em pesquisas que tenham como objetivos verificar
a frequéncia de determinadas sequéncias no DNA (material genético que informa
como nosso corpo é formado) em individuos saudaveis.

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

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

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

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

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

Assinatura do participante
Brasilia, de de
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Termo de Guarda de Material Biol6gico — Paciente

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

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

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

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

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

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

Assinatura do participante
Brasilia, de de

Termo de Guarda de Material Bioldégico — Representante Legal

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

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

A qualquer momento vocé terd acesso aos dados do paciente sob sua
responsabilidade e de seus dados genéticos, assim como tera o direito de retirar o
material biolégico do banco onde se encontra armazenado.
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Todas as informacdes estardo sempre a sua disposicao, bastando para isso entrar
em contato com um dos pesquisadores.

Os trabalhos resultantes destas pesquisas mostrardo apenas 0s resultados e nunca
0 nome do paciente ou qualquer outra informacdo que ponha em risco sua
privacidade.

As amostras de sangue serdo identificadas com um namero e ndo com o home do
paciente sob sua responsabilidade. Somente os pesquisadores saberdo 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 Bioprospeccao e Neurociéncias, no Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia, no banco de amostras “Aneurisma-AVE”, sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Renata Mortari.

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

Paciente sob minha responsabilidade:

Assinatura do participante
Brasilia, de de

65



ANEXO E - Graficos dos resultados obtidos.
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Grafico 1. Frequéncias alélicas do polimorfismo TNF -238A/G entre os diferentes
grupos de pacientes e individuos saudaveis.

66



1.0

O AA
0.8+ O AG
Bl GG
0.6-
0.4-

Frequéncia genotipica do
SNP TNF-238C/G

N | I

>
F v ¥ e@&
?‘S‘@ _&g@' &
X h.,"‘-ﬂ
& &
W ®
N
4..“&

Grupos de pacientes

Grafico 2. Frequéncias genotipicas do polimorfismo TNF -238A/G entre os
diferentes grupos de pacientes e individuos saudaveis.
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Grafico 3. Frequéncias alélicas do polimorfismo TNF -238A/G nas diferentes
categorias da escala de Rankin de pacientes apresentando aneurisma cerebral.

1.0
CJ AA

) HI UI HI

Escala de Rankin

Frequéncia genotipica do
SNP TNF-238C/G

Gréafico 4. Frequéncias genotipicas do polimorfismo TNF -238A/G nas diferentes
categorias da escala de Rankin de pacientes apresentando aneurisma cerebral.
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Grafico 5. Frequéncias alélicas do polimorfismo TNF -238A/G nas diferentes
categorias da escala de Rankin de pacientes acometidos por AVEH.
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Gréafico 6. Frequéncias genotipicas do polimorfismo TNF -238A/G nas diferentes
categorias da escala de Rankin de pacientes acometidos por AVEH.
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Grafico 7. Frequéncias alélicas do polimorfismo TNF -238A/G nas diferentes
categorias da NIHSS de pacientes apresentando aneurisma cerebral.
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Gréafico 8. Frequéncias genotipicas do polimorfismo TNF -238A/G nas diferentes
categorias da NIHSS de pacientes apresentando aneurisma cerebral.
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Gréafico 9. Frequéncias alélicas do polimorfismo TNF -238A/G nas diferentes
categorias da NIHSS de pacientes acometidos por AVEH.
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Gréafico 10. Frequéncias genotipicas do polimorfismo TNF -238A/G nas diferentes
categorias da NIHSS de pacientes acometidos por AVEH.
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Gréafico 11. Frequéncias alélicas do polimorfismo TNF -238A/G nas diferentes
categorias do indice de Barthel de pacientes apresentando aneurisma cerebral.
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Gréafico 12. Frequéncias genotipicas do polimorfismo TNF -238A/G nas diferentes
categorias do indice de Barthel de pacientes apresentando aneurisma cerebral.
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Gréafico 13. Frequéncias alélicas do polimorfismo TNF -238A/G nas diferentes
categorias do indice de Barthel de pacientes acometidos por AVEH.
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Gréafico 14. Frequéncias genotipicas do polimorfismo TNF -238A/G nas diferentes
categorias do indice de Barthel de pacientes acometidos por AVEH.
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