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RESUMO

O Acidente Vascular Encefalico Hemorragico (AVEH) é uma patologia multifatorial, que
envolve tanto fatores genéticos quanto ambientais. Dentre esses fatores, demonstrou-se que 0
estresse social piora o desfecho do AVE por supressao da expressdo de Bcl-2. O gene BCL2
estd localizado na posigdo 18g21.3 do cromossomo 18, no qual foram descritos dezesseis
polimorfismos associados a agravos. Assim sendo, este trabalho teve como objetivo associar o
polimorfismo BCL2 rs1801018 (Ala43Thr) e AVEH e/ou aneurisma intracerebral (Al). O
estudo foi conduzido com 158 individuos (78 do grupo caso com 55,1+5,8 anos; 80 do grupo
controle com 53,5+5,1 anos), sendo obtidas amostras de sangue e registro das caracteristicas
clinicas. Os grupos foram pareados quanto ao sexo e idade. A genotipagem foi conduzida pela
técnica PCR-RFLP. Apo6s o calculo das frequéncias alélicas e genotipicas de cada grupo,
foram utilizados testes estatisticos apropriados para cada tipo de comparacdo. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. Os dados indicaram que a frequéncia dos genotipos
apresentou uma diferenca estatistica entre o grupo caso e controle (P=0,048), encontrando-se
0 gendtipo ala43ala em 88,5% dos casos e 75% dos controles. A presenca do alelo Ala foi
apontada como fator de risco para AVEH e/ou Al (OR=2,74; P=0,011). Apesar de todos 0s
individuos do grupo caso, portadores do alelo Thr, possuirem bom progndéstico avaliado pela
Escala de Rankin modificada (mRS<4), ndo se observou associagdo estatisticamente
significante entre a presenca do alelo e o prognostico clinico. No entanto, um estudo anterior
de um grupo norte-americano relatou que o genotipo thr43thr estaria associado a menor

mortalidade em pacientes com lesdo cerebral grave.

Palavras-chave: Acidente Vascular Encefalico Hemorragico; Aneurisma Intracerebral;

polimorfismo genético; BCL2; ala43thr; progndstico.



ABSTRACT

A Hemorrhagic stroke is a multifactorial disease that involves both genetic and environmental
factors. Among these factors, it was demonstrated that social stress worsen the outcomes of
stroke by suppressing of Bcl-2. The BCL2 gene was located on position 18g21.3 of the
chromosome 18, in which were described sixteen polymorphisms associated with injuries.
Therefore, this work aimed to evaluate a possible association between the BCL2 rs1801018
polymorphism (Ala43Thr) and the development of vascular brain hemorrhagic stroke (VBHS)
and/or intracerebral aneurysm (l1A). The study was conducted by the collection of blood
samples and evaluation of clinical records of 158 individuals (78 of the case group with
55,1+5,8 years; 80 of the control group with 53,5+5,1 years). The groups were paired by sex
and age. The genotyping was evaluated by the PCR-RFLP technique. After allelic and
genotype frequency calculation for each group was done , proper statistical tests were
performed for each type of comparison. The level of significance used was 5%. The data
suggests a statistical difference in the frequency of genotypes between case ad control groups
(P=0,048), being the genotype ala43ala present in 88,5% of the cases and 75% of the
controls. Therefore, the presence of the Ala allele could be pointed out as risk factor for
AVEH and/or Al (OR=2,74; P=0,011). Although all individuals of the case group, which
were carriers of the allele Thr, had a good prognosis measured by the modified Rankin scale
(mRS<4), there was no statistically significant association between the presence of the allele
and the clinical prognosis. However, a previously reported American study reported that the

genotype thr43thr was associated with lower mortality in patients with severe brain injury.

Keyboards: Vascular Brain Hemorrhagic Stroke; Intracerebral Aneurysm; genetic

polymorphism; BCL2; ala43thr; prognosis.
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1 INTRODUCAO

O Aneurisma Intracerebral (Al) é uma condicdo patoldgica multifatorial caracterizada
por uma fragilidade anormal da parede dos vasos intracranianos que 0s torna susceptivel a
ruptura, € a hemorragias no espa¢co subaracndide, ou até mesmo no parénguima cerebral
(FROSEN et al., 2013). Existem dois tipos de alteracdes vasculares que usualmente levam a
ruptura do vaso, o aneurisma e as malformacdes arteriovasculares, sendo que essas
malformacdes congénitas ocorrem raramente.

Assim, 0 aneurisma é um disturbio da morfologia vascular de uma regido enfraquecida
do endotélio que quando ndo tratado continua a se desenvolver, com o risco de chegar a
ruptura e consequentemente ao extravasamento de sangue. As bifurcagdes de artérias e veias
sdo o0s locais mais propensos ao desenvolvimento dos aneurismas (WIWANITKIT, 2014).

O Acidente Vascular Encefalico (AVE) é caracterizado pela perda de aporte sanguineo
em uma dada regido cerebral devido a uma obstrucdo ou ruptura arterial. O AVE pode ser
classificado como isquémico ou hemorrégico. O AVE isquémico ocorre devido a interrupgéo
do fluxo sanguineo em determinada regido cerebral, em geral ocorre pela presenca de um
trombo, um processo inadequado de coagulacdo sanguinea, na artéria ou na veia, ou pela
presenca de um émbolo, codgulo de sangue com agregados bacterianos e células inflamatdrias
(BATH e KRISHNAN, 2014). J& como consequéncia de uma fragilidade vascular que pode
levar a uma ruptura do vaso e consequente ao extravasamento sanguineo em regifes do
cérebro, tem-se 0 AVE Hemorragico (AVEH).

As duas subdivisdes de AVEH sdo caracterizadas como o intracerebral, que ocorre
dentro da massa encefélica, e, quando o sangue extravasado fica confinado entre as meninges
aracndide e pia-mater, o AVEH subaracndide (VAGAL et al., 2014). Estima-se que até 80%
dos AVEHSs tem como evento primario os aneurismas (WIWANITKIT, 2014).

Os AVEHSs sdo responsaveis por uma grande propor¢do de distirbios neuroldgicos,
sendo também a principal causa de incapacidade neuroldgica grave, acarretando custos
enormes, medidos tanto em gastos com cuidados de satde, como em perda de produtividade
(ROWLAND, 2002). Segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), os AVEs sdo a
segunda maior causa de morte do mundo até o ano de 2012 (WHO, 2014), enquanto que no
Brasil estes ocupam o primeiro lugar nas causas de Obitos e incapacidade por doencas
(BOTELHO et al., 2016).

O AVEH ¢ dividido em trés grandes grupos quanto aos principais fatores de risco:

modificaveis, que incluem a hipertensao arterial sistémica, o tabagismo e a diabetes mellitus;



os fatores ndo modificaveis, tais como a idade, género e raga; e o0 grupo de risco potencial,
como sedentarismo, obesidade e alcoolismo (BOTELHO et al., 2016).

O diagndstico de AVE é dado com base no histérico clinico do paciente e com o
auxilio da tomografia computadorizada. Os sintomas podem ser variados e estéo relacionados
com diferentes areas do cérebro (STERMAN NETO et al., 2014).

Como a maior parte das patologias, os casos de AVE ndo sdo distribuidos de forma
igualitaria pelo mundo, os nimeros variam de acordo com a regido, a sociedade, o costume, e
os habitos de vida. O AVE esta relacionado com uma série de fatores que influenciam no
evento, entre esses fatores existem aqueles que ndo possuem influéncia dos individuos, como,
por exemplo, sexo e idade, e fatores que podem ser controlados pelo individuo, como a
hipertensdo arterial, o fumo, o diabetes, o colesterol e 0 uso de anticoncepcionais (BACZKO
etal., 2014).

O estudo de Devries et al. (2001) demonstrou que um outro fator ambiental importante
€ a associagdo dos eventos de estresse do dia-a-dia como fator de risco para 0
desenvolvimento do AVE, sendo assim relacionado com a supressdo da expressdo dos genes
da familia Bcl-2.

A familia Bcl-2 é uma familia de proteinas indutoras e repressoras de morte por
apoptose que participam ativamente da regulacdo da apoptose. Os membros da familia Bcl-2,
como Bcl-2 (B-cell lymphoma protein 2) e Bcl-XL inibem a apoptose, pois previnem a
liberacdo de citocromo c, e sdo chamados de reguladores antiapoptéticos. A expressao de Bcl-
2 € capaz de inibir a geracdo de espécies reativas de oxigénio e a acidificacdo intracelular,
bem como estabilizar o potencial de membrana da mitocondria (SIDDIQUI et al., 2015).

Sendo essa proteina codificada pelo gene localizado no cromossomo 18¢21.3, um
polimorfismo genético que é bastante estudado ocorre na regido codante -128 do gene BCL2
rs1801018 (Ala43Thr, no exon 2 do gene), onde ocorre a troca de um nucleotideo A por G.
Estudos in vitro mostraram que isso leva ao aumento do genétipo de sobrevivéncia das células
enguanto a variante treonina atua como um al6tipo suprimido para o fator antiapoptético
(JAIN et al., 2007).

Esses genes auxiliam a membrana na interrup¢cdo do processo de permeabilizacdo da
membrana exterior mitocondrial, onde proteinas localizadas no compartimento
intermembranar entram no citosol e ativam as caspases e proteases de cisteina, que
coordenam a desmontagem da célula (ADEFOLAJU et al., 2015). Assim, impedem que
outros genes da familia (BAX e BAK), que sdo genes pro-apoptéticos, auxiliem na entrada de

substancias na membrana que provoquem a morte celular.



Os genes da familia Bcl-2 vém sendo associados como importantes mediadores de
efeitos neurotdxicos em alguns estudos ao AVEH, por estarem associadas a cascata apoptotica
determinada pelo BAX/BCL2 e caspase 9, que ativam a inflamacéo (SIMANI et al., 2016).

Com isso, 0 objetivo deste estudo foi verificar a distribui¢do do Polimorfismo de Unico
nucleotideo (SNP) na regido codante do gene BCL2 em individuos portadores de AVEH e/ou
aneurisma intracerebral, em comparagdo com um grupo controle, dentro de uma amostra
populacional do Distrito Federal, para avaliacdo da susceptibilidade. E, além disso, avaliou-se
a contribuicdo do polimorfismo para o quadro clinico do paciente, por meio da associacao
entre o polimorfismo do gene e o prognostico dos pacientes avaliados acometidos pela

doenca.



2 METODOLOGIA

2.1 Aprovacdo em comité de ética de pesquisa e ficha de avaliacéo clinica

Apos a aprovacdo do projeto (ANEXO 1), os dados pessoais dos participantes da
pesquisa foram obtidos por meio de preenchimento de uma ficha de identificacdo especifica
(ANEXO 2). Esta ficha abrangia as seguintes varidveis: idade, sexo, presenc¢a de hipertensdo
arterial, diabetes, tabagismo, etilismo. Parametros bioquimicos e celulares também foram
anotados, exemplos: concentracdo de glicose, creatinina e dosagem de plaquetas. Foram

computadas as informacdes de acordo com a Escala de Rankin modificada.

A escala de Rankin modificada (ERM) tem sido amplamente utilizada na avaliacao da
recuperacdo neuroldgica em pacientes com AVE, como um instrumento de mensuracdo da
incapacidade como end-point primario (progndstico). Sua versdo mais atual € uma adaptacéo
da escala original de Rankin e consiste de 6 categorias com valores que vao do 0 a 5, sendo
que, eventualmente, agrega-se o valor 6 (0bito) em estudos clinicos. Resumidamente, a escala
avalia a capacidade do individuo de realizar atividades de vida diaria. Ela pode ser aplicada
por qualquer profissional da &rea da salde, possuindo moderada confiabilidade entre

observadores (SBDC, 1999). Na figura 1, tem-se a graduagao da respectiva escala.

Escala de Rankin modificada

Pontuacio Descricio

0 Sem qualquer sintoma.

Sem incapacidade significante apesar dos sintomas; capaz de realizar todos os deveres e atividades usuais.
Incapacidade leve; incapaz de realizar todas as atividades prévias, mas & capaz de cuidar de si préprio sem auxilio.
Incapacidade moderada; necessita de alguma ajuda, mas € capaz de caminhar sem assisténcia.

Incapacidade moderadamente grave, incapaz de caminhar sem assisténcia e incapaz de atender a suas
necessidades fisicas sem assisténcia.

Incapacidade grave, acamado, incontinente, requer constante atencio e cuidados de enfermagem.

Obito.

o L pd

[ B E]

Figura 1. Graduac&o da escala de Rankin (Adaptada de FALCAO et al., 2010).

2.2 Participantes da pesquisa

Os participantes da pesquisa foram divididos em dois grupos, grupo caso e grupo
controle, e o tipo de estudo empregado foi um estudo de caso-controle de base populacional
(ALMEIDA FILHO; ROUQUAYROL, 1999). Neste tipo de delineamento, 0s casos e



controles foram selecionados da populacdo residente no Distrito Federal (Brasil); 0os casos
foram determinados por meio dos registros de um hospital que atende toda a populacédo do
DF, entorno e estados circunvizinhos para procedimentos de alta complexidade. Os controles
foram selecionados por meio de uma amostra probabilistica dos individuos sem a doenca,

pertencentes a mesma area geografica dos casos.

Foram analisados 158 individuos ao todo, sendo o grupo caso constituido de pacientes
portadores de AVEH e/ou aneurisma intracerebral (49 mulheres e 29 homens, com idade
média de 55,1 + 5,8 anos, totalizando 78 individuos). O grupo controle sem histérico de
AVEH e/ou aneurisma intracerebral foram incluidos neste estudo (39 mulheres e 41 homens,

com idade média de 53,5 £ 5,1 anos, totalizando 80 individuos).

2.3 Procedimentos Laboratoriais

2.3.1 Extracéo de DNA

Os participantes foram submetidos a coleta de aproximadamente 10 mL de sangue
venoso por meio de puncéo de veia periférica. Foi utilizado o kit Invisorb Spin Blood Mini Kit
(250) para a extracdo do DNA da empresa Invitek (catalogo #CA10-0005, lote #1031100300).
A integridade do DNA foi observada em corrida eletroforética através de gel de agarose a 1%,
corado com brometo de etideo, e a concentracdo média foi estimada no aparelho NanoDrop
2000/2000c (Thermo Fischer Scientific) no qual a concentracdo média alcancada foi de 20

ng/uL.

2.3.2 Reagdo em cadeia da Polimerase Qualitativa

A técnica de PCR Qualitativa permite que uma regido especifica do DNA genémico
seja amplificada, permitindo a obtencdo de quantidades adequadas desse material para estudos
analiticos. Baseando-se nesse fato, usou-se essa metodologia para avaliagdo do polimorfismo
BCL2 rs1801018. As seguintes sequéncias de oligoucleotideos flanqueadores da regido de

interesse foram utilizadas de acordo com trabalhos previos (KOMAKI et al, 1998):

FORWARD: 5 CCCGTTGCTTTTCCTCTGGGA 3



REVERSE: 5 GGGAGGAGAAGATGCCCGCCGCGGGE 3

As amplificacGes foram feitas no equipamento Termociclador Techne modelo TC-512,
nas seguintes condicdes de termociclagem: desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguida
por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, acompanhada de 48 °C por 45
segundos para o anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 60 segundos para a estapa de

extensdo. Por fim, o processo de extens&o final a 72°C por 10 minutos.

Nas reagOes foram utilizados 4,0 uL de DNA gendmico na concentracdo final de
2,5ng/uL; 2,5uL de tampdo 10x (10mM de Tris e 50mM de KCI); 0,5uL de MgCI2 50mM
(Ludwig Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil), 0,5uL de desoxirribonucleotideos
trifostafo (ANTPs; 2,5mM; (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil); 0,5uL de
Taqg-Polimerase, (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil), 5U/uL); 1,5uL de
cada oligonucleotideo forward e reverse (10puM, IDT technologies); e dgua Milli-Q para um

volume final de 25uL por reacéo.

2.3.3 Digestdo Enzimética

Ao final da realizacdo da amplificagcdo do DNA pela PCR e tendo como produto o
fragmento de 178pb, realizou-se o processo de digestdo enzimatica, onde se utilizou a enzima
Bgll (New England Biolabs, Inc. Beverly, MA, USA), que cliva o fragmento do alelo Ala43

em dois fragmentos: 157 bp e 21 pb, e ndo é capaz de clivar o alelo Thr43.

As reacdes de digestdo consistiram de: 10,0uL da reacdo de PCR; 2,0uL de
tampéo 10x NEB2.1 (Biolabs); 1uL de enzima Bgll (10U/pL), completando-se o volume final
da reacdo para 20pL com agua Milli-Q. A reacdo foi incubada por 3 horas a temperatura de
37°.

2.4 Analise Estatistica

2.4.1Estimativa das frequéncias genotipicas

As frequéncias genotipicas foram contabilizadas por meio de contagem direta,

utilizando o programa SPSS versdo 20.0. A comparacdo das distribuicfes dessas frequéncias



foi feita através das aplicacGes dos testes Qui-quadrado, de forma a detectar possiveis
associacfes dos genotipos entre os grupos avaliados, grupo caso e grupo controle. Foram
consideradas associacOes estatisticamente significativas aquelas cujo valor de p foram

menores do que 5% (p<0,05).

O teste do Qui-quadrado é um teste basico aplicado ao estudo inferencial de variaveis
nominais/ categdricas, cujo objetivo € informar sobre a associagdo estatistica entre as
variaveis. Do ponto de vista da estatistica descritiva, a analise bivariada de variaveis
categoricas pode ser feita através das das tabelas 2x2 (Crosstabs) também designadas tabelas

de contingéncia.

O teste de independéncia do Qui-quadrado pode considerar um nivel de significancia
de 5%. Assim, o nivel de significancia observado (Asymp. Sig.) igual ou superior a 0,05
permite confirmar a hipétese nula de independéncia das variaveis em analise. Por outro lado,
se o0 valor de p obtido for igual ou superior a 0,05 (p>0,05) considera-se que as diferengas
entre os valores observados e os valores esperados ndo sdo significativas e, portanto, as

variaveis ndo apresentam uma associagao estatistica significativa.

O teste do Qui-quadrado pressupde, no entanto, que nenhuma célula da tabela tenha
frequéncia esperada inferior a 1 e que ndo mais de 20% das células tenham frequéncia
esperada inferior a 5 unidades. Uma vez que, no caso de estudo a dispersdo de resultados
propiciou tal situacdo, recorre-se ao Teste Exato de Fisher cuja hipotese nula é a mesma do
teste do Qui-quadrado (REIS et al., 1996).

2.4.2 Analise dos dados dos sujeitos da pesquisa

Também foram estimadas as frequéncias de determinadas caracteristicas clinicas dos
sujeitos de pesquisa, considerando sexo, e as variaveis quantitativas de idade descritas em

termos de suas estatisticas-resumo (média e erro padrdo).

Subsequente a isso, as caracteristicas clinicas do grupo controle foram descritas

estatisticamente, seguindo como exemplo a Escala Rankin modificada.



Para todas estas variaveis, a comparacao das distribui¢fes das frequéncias foi aplicada
o teste do Qui-quadrado e Odds Ratio (OR). Foram consideradas associacdes estatisticamente

significativas aquelas cujo valor de p foram menores do que 5% (p<0,05).

A razdo de chances (em inglés: Odds Ratio; abreviatura O.R.) é definida como a razéo
entre a chance de um evento ocorrer em um grupo e a chance de ocorrer em outro grupo.
Chance ¢é a probabilidade de ocorréncia deste evento dividida pela probabilidade da nédo
ocorréncia do mesmo evento. Esses grupos podem ser, por exemplo, amostras de individuos
com ou sem uma doenca, no qual se quer medir a chance dessa pessoa ter sido exposta a um
determinado agente ambiental apresentar uma dada patologia (ou desfecho); ou
grupos/amostras para analise estatistica, como homens e mulheres, tratados e ndo tratados,
entre outros (WAGNER; CALLEGARI-JACQUES, 1998).


https://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_inglesa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Chance
https://pt.wikipedia.org/wiki/Probabilidade

3 RESULTADOS

As caracteristicas dos individuos da pesquisa estdo descritas na tabela 1, que foram
agrupados e analisados segundo o sexo e a idade, ndo apresentando diferenca estatistica na
distribuicdo percentual dos mesmos entre os dois grupos (P=0,075 e 0,186; respectivamente).
O sexo mais prevalente era o feminino entre os portadores de Aneurisma/AVEH, com 62,8%
(n = 49) e o masculino, no grupo controle (51,2%; n = 41). No tocante as idades, a média

ficou em torno dos 55 anos para ambos 0S grupos.

Tabela 1. Estatisticas- resumo das variaveis sexo e idade nos grupos Aneurisma/AVEH e
controle.

Aneurisma/AVEH Controle
Variaveis N % N % P
Sexo Feminino 49 62,8 39 48,8
Masculino 29 37,2 41 51,2 0,075
Total 78 100,0 80 100,0

Média Desvio Padrédo Média Desvio Padrédo 0.186
Idade '

55 6 54 1

(Fonte: Prépria autora)

Na tabela 2 estdo apresentadas as frequéncias genotipicas e alélicas. Os dados
indicaram que a frequéncia dos gendtipos apresentou uma diferenca estatistica entre o grupo
caso e grupo controle (P= 0,048). O gendtipo ala43ala foi encontrado em 88,5% dos
pacientes do grupo caso (n = 69) e em 75% do grupo controle (n = 60). Foi demonstrada
auséncia de genotipos thr43thr no grupo caso e uma maior porcentagem de ala43thr no grupo
controle (21,3%). As frequéncias alélicas foram estatisticamente diferentes entre 0os grupos
AVEH/aneurisma e controle (alelo Ala, Thr: 147 e 9 contra 137 e 23, respectivamente,
P=0,011; OR=2,74). O alelo Ala foi encontrado com maior frequéncia nos grupos estudados,
controle (85,6%) e AVEH/aneurisma (94,2%). Assim, a presenca do alelo mutante Thr atuou
como fator protetor para a ocorréncia de AVEH/aneurisma. Além disto, o grupo controle

encontrava-se em Equilibrio de Hardy-Wienberg (P = 0,2212).
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Tabela 2. Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo BCL2 rs1801018 no estudo

de caso-controle.

BCL2 rs1801018

Grupo
AVEH/aneurisma Controle
N % N % P OR IC
ala43ala 69 88,5 60 75,0
ala43thr 9 11,5 17 21,3 0,048* NA NA
thr43thr 0 0,0 3 3,8
Total 78 100,0 80 100,0
alad43ala 69 69,0 60 75,0
ala43thr/thr43thr 9 9,0 20 25,0
0,028* 255 1,08-6,03
Total 78 78,0 80 100,0
Ala 147 94,2 137 85,6
Thr 9 5,8 23 14,4 0,011* 2,74 1,22-6,13
Total 156 100,0 160 100,0

*P<0,05, estatisticamente significante; Teste Qui-quadrado

(Fonte: Prdpria autora)

Na tabela 3 foi apresentada a associacdo, para 0 grupo caso, entre a presenca dos

genotipos e o prognostico, avaliado conforme a Escala de Rankin modificada. Foi possivel

observar que, apesar de todos os individuos do grupo caso portadores do alelo Thr foram

classificados como bom prognoéstico (mRS<4), ndo se observou associacdo estatisticamente

significante entre a presenca do alelo e o prognostico (P=0,587).

Tabela 3. Associacdo entre o polimorfismo do BCL2 e o progndstico conforme a Escala
de Rankin modificada relacionada aos pacientes do grupo caso.

alad43ala ala43thr/thr43thr
N % N % P
Bom 60 87,0 9 100,0
Ruim 9 130 0 0,0 0,587
Prognostico conforme ERM
Total 69 100,0 9 1000

(Fonte: Prépria autora)
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Na tabela 4, tem-se a associacdo, dentro do grupo caso, das caracteristicas clinicas/
habitos hipertensdo arterial sistémica (HAS), diabetes, tabagismo e etilismo. Ndo houve

associacdo estatistica entre a presenca do polimorfismo BCL2 rs1801018 e as caracteristicas.

Tabela 4. Associacdo entre o polimorfismo BCL2 rs1801018 e as caracteristicas
clinicas/habito relacionada aos pacientes do grupo caso.

BCL2 rs1801018

Caracteristica

clinica/habitos ala43ala ala43thr/thr43thr
N % N % P

HAS Sim 55 88,7% 7 11,3% 0,893
Nao 14 87,5% 2 12,5%

Diabetes Sim 3 100,0% 0 0,0% 0,524
Nao 66 88,0% 9 12,0%

Tabagismo Sim 28 90,3% 3 9,7% 0,676
Nao 41 87,2% 6 12,8%

Etilismo Sim 18 81,8% 4 18,2% 0,250
Nao 51 91,1% 5 8,9%

(Fonte: Propria autora)

Na tabela 5, observa-se um aumento no numero médio do ndmero de plaquetas
associado a auséncia do alelo Thr, porém ainda dentro da normalidade, dado que o valor de
referéncia para esta avaliacdo hematoldgica € 140.000 — 400.000/ mm3 (SANTOS, 2012).

Tabela 5. Estatisticas-resumo da glicemia, creatinina e plaquetas conforme a presenga
polimorfismo BCL2 rs1801018 relacionada aos pacientes do grupo caso.

BCL2 rs1801018

Variavel _ ala43ala ala43thr/thr43thr
laboratorial Desvio N Desvio N

Média padrdo valido Média padrdo valido P
Glicose
(mg/dL) 107 22 62 95 21 9 0,131
Creatinina
(mg/dL) 1,1 1,4 67 0,9 0,1 9 0,578
Plaquetas 330 72 67 262 70 9 0,010*

(x100.000 mm3)
*P<0,05, estatisticamente significante; Teste Qui-quadrado

(Fonte: Prdpria autora)
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4 DISCUSSAO

Com o envelhecimento da populacdo mundial, a preocupacdo quanto a salde vem
aumentando consideravelmente. O AVEH e o aneurisma sdao patologias multifatoriais, que
envolvem fatores tanto ambientais como fatores genéticos (BOURBON et al., 2008). Com a
influéncia dos fatores ambientais, foi demonstrado que o estresse social exacerba o desfecho
do AVE por supressdo da expressdo de Bcl-2 (DEVRIES et al., 2001). Sendo assim, tendo em
vista que os membros da familia Bcl-2 sdo conhecidos por seu papel antiapoptético
(SIDDIQUI et al., 2015), a supressdo de sua expressao aumenta o risco de apoptose e necrose

celular.

Nesse trabalho, foi explorada a possibilidade da associacdo do polimorfismo
rs1801018 no gene BCL2 e a relagdo dessas com o prognostico dos pacientes portadores da

doenga.

Inicialmente foi realizada a andlise da frequéncia do polimorfismo no gene BCL2 em
pacientes do Distrito Federal. A frequéncia dos gendtipos homozigotos ala43ala, o que
totaliza 88,5% dos participantes presentes na pesquisa do grupo caso. Assim, apresentou uma
frequéncia menor em relacdo com cancer de esdfago (95%) realizado por Jain et al. (2007) e
maior que em cancer de tireoide, 85,9% (EUN et al., 2011) e 71,25% em pacientes com
hepatite C (ESKANDER et al., 2012).

Foi percebido por meio desse estudo que a presenca do alelo Ala pode ser apontada
como fator de risco para o desenvolvimento de AVEH e/ou aneurisma intracerebral (P=0,011,;
OR=2,74), o0 que se apresentou maior OR do que o estudo de Komaki et al. (1998) realizado

em doencas autoimunes (P<0,025; OR=2,37).

Em relagdo a associacdo ao progndstico, os individuos do grupo caso apresentaram em
sua maioria um bom prognostico medido de acordo com a Escala de Rankin modificada
(ERM). Os que continham o alelo Thr, em sua totalidade (n=9), apresentaram um bom
prognostico, porém ndo se observou associacao estatistica significante (P=0,587). Divergente
a estes achados, um estudo norte-americano relatou que o genotipo thr43thr estava associado

a menor mortalidade em pacientes com leséo cerebral grave (ZHAO et al., 2003).

Percebeu-se também que a presenca das manifestacdes clinicas/habitos ndo estavam

associadas estatisticamente a ocorréncia da doenca, reforcando que a presenca do



13

polimorfismo no gene BCL2 se associa ao desenvolvimento da mesma. O pareamento da
presenca/auséncia do alelo mutante quanto a estas caracteristicas pode ser importante para se

descartar a possibilidade de viés de estudo da influéncia do polimorfismo no desfecho.

Outras caracteristicas bioquimicas e hematologicas foram avaliadas. A glicemia
média encontrada ndo esta acima dos valores de referéncia para risco de diabetes, e também
ndo demonstra diferenca estatistica significante (P=0,131). E importante destacar que o0s
critérios de diagnostico da OMS para diabetes sdo: glicose no plasma em jejum >126mg/dL

ou 2-h glicose plasmatica > 200mg/dL (SBD, 2016).

No entanto, um fato relevante identificado neste estudo foi a diferenca média do
numero de plaquetas dos pacientes, sendo que o alelo mutante apresentou um ndmero de
plaquetas reduzidas. Na literatura, ha um estudo que verificou a associa¢do entre 0 aumento
da pressdo com um excesso na tensdo de cisalhamento do sangue - este fendbmeno provoca
poros nos vasos, 0 que poderia ativar as plaguetas como um mecanismo de trombose do
aneurisma (XIANG et al., 2014).

Portanto, verificar que em pacientes portadores de AVEH a auséncia do alelo mutante
aumenta o numero de plaquetas, pode ser um passo de entender que a auséncia da mutacao
estd contribuindo para o acionamento antiapoptdtico destas células, o que favorece,
indiretamente, o aumento do nuimero de células. No entanto, estudos de expressdo génica

deverdo ser executados para dar suporte a esta hipétese.
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5 CONCLUSAO

Foi observada maior frequéncia do gendtipo ala43ala nos individuos do grupo caso
(88,5%; P=0,028), enquanto que os gendtipos ala43thr/thr43thr estavam aumentados nos
individuos controle (25%). A presenca de um residuo de treonina é associada como fator
protetor ao desenvolvimento das doengas, enquanto que sua auséncia esté relacionada com o

fator de risco ao desenvolvimento de AVEH e/ou aneurisma intracerebral.

A auséncia do alelo mutante no polimorfismo estudado foi associada ao aumento
médio do nimero de plaquetas nos individuos do grupo caso, porém o polimorfismo genético
ndo estava associado com outras variaveis laboratoriais avaliadas, nem com o prognostico do

paciente, medido por meio da escala de Rankin.

No entanto, essas sdo patologias multifatoriais e que ndo envolvem somente uma
regido génica, por isso outros estudos sdo necessarios para melhor compreensdo da

participagdo de mecanismos pro e antiapoptdticos na patogénese de AVEH/aneurisma.
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ANEXO 11

Ficha de identificacdo dos participantes da pesquisa.

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

Nome do participante:

Nome do representante legal (se houver):

Idade:

Sexo: OOMasc. OOFem.
Cor:

Estado Civil:

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

Hipertensdo arterial: [J Sim [J Néo

Pressdo Arterial:

Diabetes: [ Sim [ Nao

Glicemia:

Tabagismo: [1 Sim [J N& Se sim, quantos magos por dia:

Etilismo: O Sim [J Ndo Se sim, quanto por dia:

Uréia:

Creatinina:

Plaquetas:

Escala de Rankin:

Observacoes:
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ANEXO 111

Certificado de Apresentacdo no IV Congresso de Genética do Centro-Oeste, realizado em

Goiania no periodo de 24 a 27 de agosto de 2016.

S

% . UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS unyEns B ug
Pré-Reitoria de Extensao e Cultura PROEC

D) 3> CERTIFICADO

313 §m.m -

Morais, RM; Lima, ASN; Araujo, TAF; Cardoso, LCA; Borges, FSA; Siqueira,
\ LBN;Souza, TM; Freire, DO; Cipriano, VTF; Kogawa, EM; Lins, CEC; Ferreira, LB;
Silva, ICR.

J ]
W Apresentaram o trabalho intitulado: “Polimorfismo Genético do Gene ERCC2 Associado com Lipus

ritematoso Sistémico no Distrito Federal” na modalidade POSTER no IV CONGRESSO DE GENETICA
/ DO CENTRQO-OESTE, realizado em Goidnia-Goids. no pericdo de 24 a 27 de agoste de 2018.
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ANEXO IV

Certificado de Apresentacao no | Simposio Internacional de Envelhecimento e | Encontro de
Gerontologia do Conselho Regional de Farméacia do Distrito Federal, realizado no periodo de
21 a 23 de novembro de 2016.

@i | Simpésio Internacional de Envelhecimento
%%’ | Encontro de Gerontologia do Consslho Regional de Farmacia do Distrito Federal
wl. Certificado

Certificamos para os devidos fins que o trabalho intitulado

ASSOCIAC AO DO POLIMORFISMO BCL2 1s1801018 E PRESENCA DE
AVEH E/OU ANEURISMA INTRACEREBRAL

g
Namodalidade *
Aprezentacio com Banner
Deautoria de
Anyelle Stephane Nazcimento de Lima; Iaquelixﬁ\élaucﬁa Pereira de Jezusz ; Pedro Henrique Peixoto;
Caroline Ferreira Fratelli; Renata de Souza Freitas; Felipe Silva Alves Borges; Ligia Canongia de Abreu
Cardozo; Luzitano Brandio Ferreira; Dandel Oliveira F

Foi apresentado no | Simpdsio Internacional do Envelhecimento e
1 Encontro de Gerontologia do CRF/DF, ocorrido em Brasilia entre os dias 21 e 23 de novembro de

2016.
y |
—etiil listiuds b e
Dra Gilcilena Mdria ﬁmﬁumm El Chaor MSe. Lecoardo Costa Peretra Dra. Silvana Sfwerz Fungh
Progidonte CRF.DF Prosidende IEEH Coemiss. ganizadora
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