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RESUMO

Acidente vascular encefalico (AVE) é causado pela interrupcdo do fluxo
sanguineo em uma determinada regido encefalica, que persiste por pelo menos 24
horas e ocasiona a perda repentina da funcéo neurologica. O gene supressor de tumor
p53 € um importante regulador de vias metabdlicas, desempenhando fungédo de
manter a integridade e a estabilidade do genoma através das funcdes de reparo do
DNA, parada do ciclo celular, senescéncia ou apoptose. Nesse contexto, este estudo
teve por objetivo investigar a associacdo entre o polimorfismo P53 Arg72Pro em
pacientes diagnosticados com acidente vascular encefalico hemorragico (AVEH) ou
aneurisma intracerebral em uma amostra do Distrito Federal. Tratou-se de um estudo
caso-controle, com 162 individuos equitativamente divididos nos grupos, com
anotacdes das caracteristicas clinicas do prontuario e analise da genotipagem por
meio da estratégia de PCR. As frequéncias genotipicas foram estimadas por
contagem direta. O nivel de significaAncia adotado foi de 5%. Foi verificado que a
presenca do alelo G do polimorfismo do P53 Arg72Pro atuou como fator do risco para
a ocorréncia do AVEH/aneurisma intracerebral. A presenca do genétipo GG aumentou
0 risco para o prognéstico ruim (ERM >3) em pacientes portadores do
AVEH/aneurisma (P<0,01; OR=16,07). N&o houve associacao estatistica entre HAS,
diabetes, tabagismo e etilismo e a presenca do polimorfismo P53 Arg72Pro no grupo
estudado. Concluiu-se que a presenca do alelo G do polimorfismo do P53 Arg72Pro

esta associada ao aumento do risco de ocorréncia do AVEH/aneurisma intracerebral.

Palavras — chave: Polimorfismo. P53. AVE. Aneurisma.
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ABSTRACT

Stroke is caused by interruption of blood flow in a particular brain region, which
persists for at least 24 hours and brings about the sudden loss of neurological function.
The p53 tumor suppressor gene is an important regulator of metabolic pathways,
performing the function of maintaining genome integrity and stability through the
functions of DNA repair, cell cycle arrest, senescence or apoptosis. In this context, this
study aimed to investigate the association between the P53 Arg72Pro polymorphism
in patients diagnosed with hemorrhagic stroke (HS) or intracerebral aneurysm in a
sample from the Federal District. This was a case-control study, with 162 subjects
equitably divided into groups, with annotations of the clinical characteristics of the
medical records and analysis of the genotyping by means of the PCR strategy.
Genotypic frequencies were estimated by direct counting. The significance level
adopted was 5%. It was found that the presence of the G allele of P53 Arg72Pro
polymorphism acted as a risk factor for the occurrence of hemorrhagic stroke /
intracerebral aneurysm. The presence of the GG genotype increased the risk for poor
prognosis (ERM> 3) in patients with hemorrhagic stroke / aneurysm (P <0.01; OR =
16.07). There was no statistical association between systemic arterial hypertension
(SAH), diabetes, smoking and alcoholism, and the presence of P53 Arg72Pro
polymorphism in the studied group. It was concluded that the presence of the G allele
of P53 Arg72Pro polymorphism is associated with an increased risk of occurrence of

hemorrhagic stroke / intracerebral aneurysm.

Keywords: Polymorphism. P53. Stroke. Aneurysm.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Polimorfismos de substituicdo Unica (SNP)

Os SNPs sao os tipos de polimorfismo mais abundantes, fazem trocas de
base Unica ou inser¢cBes pequenas e delecdo em fragmentos de DNA homdlogos.
Podem ser utilizadas para caracterizar a variagcao alélica, mapeamento de locus de
tracos quantitativos e implementacdo de selecdo assinalada de marcadores nha
criacao de plantas (SHAHEEN; ZAFAR; MEHBOOB-UR-RAHMAN, 2010)

Os SNPs formam polimorfismos denominados RSPs (Restriction Site
Polymorphisms), caracterizados entdo, pelos alelos que possuem ou ndo um
determinado sitio de restricdo, e, portanto, apresentardo um polimorfismo de sitio de
restricdo. A alteracdo de apenas um par de bases, pode levar a troca de aminoacido
na proteina codificada pelo gene ou ha maior ou menor taxa de expressao da proteina
normal, o que pode causar uma alteragdo nos mecanismos de controle da presséo
arterial, por exemplo, o que associado a fatores ambientais, pode conferir ao paciente
uma maior ou menor predisposicdo a desenvolver doencas complexas como a

hipertenséo arterial. (Mcnevin, Wilson-Wilde et al., 2005).

Polimorfismo do gene p53

O gene supressor de tumor p53 encontra-se na posicdo 1.3 do braco curto do
cromossomo 17, sendo constituido de 11 éxons. Codifica para uma fosfoproteina
nuclear de 53 kDa, também chamada de p53, constituida por 393 aminoacidos,
desempenhando funcdo de manter a integridade e a estabilidade do genoma através
das funcbes de reparo do DNA, parada do ciclo celular, senescéncia ou apoptose
(BASU; MURPHY, 2016).

Quando agentes exdgenos e enddgenos provocam danos no DNA, a p53 é
ativada promovendo regulacéo positiva e induzindo vias que conduzem parada do
ciclo celular ou apoptose quando interage com o local danificado do DNA. (LAGARES,
et al., 2017)

O p53 ativa 0 gene p21/waf (Inibidor de quinase dependente de ciclina 1) que
guando ativado interage com o receptor de ciclina-dependente cinase 2 (CDK2), esse
complexo impede o avanco para a proxima fase de divisdo celular, assim as células
da fase G1 séo bloqueadas enquanto acontece a reparacdo do DNA, quando ndo é

possivel o reparo, a p53 estimula as células a entrarem em apoptose para que nao
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tenha acumulacdo de mutacfes genéticas. Do contrario, se a mutacéao for na p53, a
p21 ndo é ativada e a divisdo celular torna-se descontrolada. (LAGARES et al., 2017)

O p53 é um importante regulador de vias metabdlicas, o polimorfismo mais
estudado nesse gene é o SNP que ocorre principalmente em uma &rea rica em prolina
envolvidos na funcéo pro-apoptética, onde ha a substituicdo de uma arginina por uma
prolina. A p53 Arg72 tem sido relatado como um indutor mais potente de apoptose,
porém a variante Pro72 também pode afetar o seu metabolismo relacionadas a
atividade de transcricdo (KHAN et al., 2016).

Doencas crbénicas nao transmissiveis associadas ao p53.

Estima-se que em 2020, 80% da carga global de doencas serdo representadas
pelas DCNTs, no Brasil, em 2007, 70% das mortes foram atribuiveis para doencas
nao transmissiveis, sendo que 80% das mortes relacionadas a essa condicao,
ocorrem em paises de baixa e média renda. Entre elas, destacam-se as doencas
cardiovasculares, cancer, doenca respiratoria cronica e diabetes (SAUDE; SAUDE;
BASICA, 2013).

A informacdo genética promove estratégias eficientes para o gerenciamento
dessas doencas, nas quais 0s avancos no mapeamento do genoma humano
contribuem para uma melhor compreensdo da base genética das DCNTSs,
proporcionando diagnédstico, intervencdo efetiva, prognéstico e até mesmo
tratamento, reduzindo a prevaléncia e a gravidade das DCNTs (JAMALUDDINE et al.,
2016).

Aneurisma intracraniano (1A)

O Aneurisma intracraniano é uma doengca comum de natureza multifatorial, que
possui fatores ambientais e genéticos associados a sua etiologia. As lesGes sao
normalmente por defeitos congénitos na parede dos vasos sanguineos, alteracfes
ateroscleroticas, traumatismos ou embolias infecciosas. Na literatura é descrito a
ligacédo entre a inflamacéo e o IA, essa relacdo € descrito pela deteccdo de infiltracdo
de células redondas associadas a ruptura na parede do IA (CARANCI et al., 2013)

Os aneurismas intracranianos representam cerca de 80% das lesbes
hemorragicas subaracndideas ndo traumatica. Além das mulheres serem mais
propensas a desenvolver um aneurisma em comparagdo com os homens, ocorre
cerca de 1,4 vezes a hemorragia subaracnéide (SAH) no sexo feminino. (CARANCI,
et al., 2013).
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Em comparacdo com a prevaléncia de IA néo destruidas, 0 SAH possui baixa
incidéncia e o risco de ruptura depende da localizacdo e do tamanho, além das
reacOes inflamatérias e imunoldgicas que podem estar ligadas tanto na ruptura como
na formacg&o. No geral, os sintomas sO aparecem depois deste fator. Sinais de alertas
podem estar presentes em alguns casos, como dor acima e atras do olho, paralisia do
nervo craniano ou dor de cabeca e dor no pescoc¢o secundaria para um vazamento de
sangue do aneurisma. Diferentes genes sdo associados a essa patologia, como o p53
pode regular a expressdo de miRNAs, estudo realizado em uma populagao chinesa
avaliou a associacéo do risco da doenca com o miR-34b / c e TP53 Arg72-Pro. (LI et
al., 2012)

Doenca arterial coronéria (DAC)

O acumulo de placas ateromatosas provoca o espessamento endotelial,
promovendo o estreitamento das artérias coronarias, a chamada doenca arterial
coronariana. Fatores de risco como diabetes, tem forte influéncia no aparecimento e
progressdo do DAC, além de fatores de risco ndo modificaveis como alteracbes
genéticas.(ROSA; |; MAR, 2009)

Varios genes implicam na etiologia da doenca, estudos mostram que
polimorfismo do gene p53 Pro72Arg esta associado ao risco de DAC, além disso, esse
polimorfismo também esta associada com a inibicdo da p73 (Membro da familia p53
de fatores de transcricdo nucleares, implicadas na supressdo tumoral), havendo
portanto uma ligacdo mais eficiente com a proteina, bloqueando a sua acao do p73 e
facilitando a proliferacdo das células musculares lisas vasculares. Com isso,
portadores da doenca e do polimorfismo, durante a aterosclerose, sao mais
suscetiveis de sofrer desregulacdo da apoptose contribuindo para o desenvolvimento
da DAC (KHAN et al., 2016).

Doenca Aterosclerética (AD)

A partir da meia idade acontece um processo de aterosclerose, que causa
manifestagbes clinicas como enfarte do miocérdio, acidente vascular cerebral e
doenca vascular periférica. A aterosclerose altera a funcdo e a parede arteriais,
limitando o fluxo sanguineo pelo estreitamento do Iimen, por meio do crescimento
ateroma que conduz o endurecimento do vaso. De natureza inflamatoria, as lesdes
ateroscleroticas sdo decorrentes de respostas celulares e moleculares altamente

especificos e dindmicos, advindas da acumulacdo de lipoproteinas derivadas de



16

plasma na intima arterial. Desse modo, estudos apontam possivel associacdo entre a
aterosclerose e o gene p53 (LAGARES, 2017).

Vitreoretinopatia proliferativa

A vitreoretinopatia proliferativa acontece devido a ruptura da retina e escape do
epitélio em um ambiente vitreo, causando um processo anormal de cicatrizacdo de
feridas. Sendo uma das principais causas de falha na cirurgia de desprendimento da
retina, afeta 5 a 10% dos casos e 75% de todas as falhas primarias pos cirurgia. As
variaveis existentes, ndo explicam completamente a sua aparicdo, embora haja muitas
pesquisas que tentam identificar o seu desenvolvimento. Alguns estudos, apontam o
seu desenvolvimento associado a fatores genéticos, como é o caso do polimorfismo
de nucleotideo unico ligado ao gene p53. (PASTOR-IDOATE et al., 2013)

Como ja citado acima, o polimorfismo do gene p53 esta envolvido com o pior
prognostico do acidente vascular cerebral. A principal causa de perda neuronal ap6s
o traumatismo, isquemia e neurodegeneracdo no sistema nervoso central, é a
apoptose, sendo assim, esses achados sdo importantes para correlacionar com a
vitreoretinopatia, pois incluindo os processos de cicatriza¢édo, o tecido da retina tem
um comportamento semelhante ao tecido cerebral. O desenvolvimento de PVR
associada a cirurgia primaria do desprendimento da retina, foi sugerida pelo aumento
da expresséao de apoptose soluvel e moléculas de adesdo. Com base nisso, um estudo
realizado com europeus, verificaram se houve possivel associacdo da doenga com o
gene p53 codon 72, éxon 4 (PASTOR-IDOATE et al., 2013).

Doenca pulmonar obstrutiva cronica — DPOC

A DPOC é uma doenca que afeta vias aéreas e causa destruicdo do
parénquima. O aumento de apoptose no septo alveolar e a regeneracédo deficiente
das estruturas alveolares de pulmédo podem influenciar no desenvolvimento de
enfisema pulmonar e DPOC. A apoptose de pulméo pode ser resultado do estresse
oxidativo, apOs a ativacdo da cascata de sinalizacdo. Essa condi¢cdo bioldgica do
estresse oxidativo € responsavel por ativar a p53 para inibicdo do ciclo celular
(MIZUNO et al., 2017).

A p53 é regulada por uma proteina chamada MDM2 (Murine doble minute 2),
que inibe a sua capacidade de ativar a transcricdo de genes e regula a localizagéao
celular ou ainda pode promover a degradacdo do p53 atuando como ligase de

ubiquitina, prevenindo a apoptose e senescéncia das células. Sendo assim, 0s genes
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p53 e MDM2 estéo associados a apoptose das células pulmonares e a DPOC esta
ligada tanto a fatores ambientais devido ao estresse oxidativo quanto aos fatores

genéticos, como os fatores dependente de p53 (MIZUNO et al., 2017).

Acidente vascular encefélico

O AVE é causada pela insuficiéncia do fluxo sanguineo no tecido cerebral,
provocando auséncia de glicose e oxigénio, e ha, portanto, um comprometimento ou
perda da funcdo neurologica. Clinicamente, pode ser classificado como isquémico,
gquando um coagulo ou oclusdo trombética de uma artéria cerebral impede o fluxo
sanguineo (FANN et al., 2013) e hemorragico, quando ha um rompimento de um vaso,
ocorrendo hemorragia subaracndide e intraparenquimatosa (PONTES-NETO et al.,
2009).

Diversos fatores podem estar associados ao AVC, entre elas, a hipertenséo
arterial, obesidade, sedentarismo, dislipidemia, aterosclerose, coagulopatias,
tumores, arterites inflamatorias e infecciosas (JENNUM, et al., 2015). O acidente
vascular cerebral é caracterizado por sinais de desenvolvimento rapido de disturbios
focais ou globais de fungBes cerebrais com duracdo> 24 horas ou que levam a morte.
85% dos AVC séo decorrentes de infarto cerebral, 10% de hemorragia primaria e 5%
por hemorragia subaracndide, além disso, devido ao primeiro acidente vascular
cerebral 26% é recorrente dentro de 5 anos e 39% por 10 anos. (LIU et al., 2017)
Quanto a idade, os resultados sdo divergentes. Alguns estudos mostram eu a
incidéncia é maior para os homens, em qualquer faixa etaria. Outros, que em mulheres

a incidéncia é superior em idades precoces e mais avancadas (SILVA, 2013).

e Acidente vascular encefélico isquémico
A insuficiéncia do suprimento sanguineo causado pelo AVEI, pode ter diversas
etiologias, mas possui como principal fator de risco o HAS, cardiopatia e diabete
Mellitus, podendo ser temporario ou permanente (RADANOVIC, 2000). Em oposicao
ao AVC hemorragico, outros fatores como, fibrilag&o atrial, miocérdio anterior infarto,
acidente vascular cerebral anterior e claudicacao arterial intermitente, favorecem o
AVC isquémico (ANDERSEN et al., 2009).

e Acidente vascular encefalico hemorragico
AVEH é uma doenc¢a multifatorial complexa resultante de uma interacdo entre

fatores genéticos de uma pessoa e varios fatores ambientais (YAMADA, 2008). AVC
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hemorragicos sdo geralmente mais graves do que AVC isquémico e fatores como
ingestao de alcool e fumar é favoravel para o acometimento da doenca. Dentro dos
primeiros trés meses ap0s AVC, o hemorragico esta associado com um aumento
consideravel da mortalidade, que é especificamente e independentemente associada
com a natureza da lesdo (ANDERSEN et al., 2009). Além disso, fortes evidéncias de
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).

O acidente vascular encefalico hemorragico, € dividido em 2 subtipos: A
hipertenséo arterial sistémica (HAS) que ocorre secundaria a ruptura do aneurisma,
no espaco subaracnéide e a hemorragia intracerebral (ICH) que ocorre pela ruptura
de pequenas artérias que penetram o cérebro profundamente (HAN, et al., 2016).

JUSTIFICATIVA

7z

Considerando que o acidente vascular encefalico é responséavel por uma
grande proporcao de disturbios neuroldgicos, resultante de uma interacao entre varios
fatores ambientais e fatores genéticos, o presente estudo busca investigar se ha
associacao entre o polimorfismo do gene p53 e o AVEH, pois ha poucos estudos na
literatura que indicam provavel relacdo. Assim, este estudo pode colaborar para um
possivel diagnéstico, além disso, pode contribuir futuramente para o tratamento da

doenca.

OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi investigar a associa¢ao do polimorfismo do gene p53 no
éxon 4, codon 72 (p53 Arg72Pro) com diferentes manifestacdes clinicas e
prognaostico de pacientes com AVEH e ou Aneurisma Intracerebral em uma amostra

do distrito federal.
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RESUMO

INTRODUGCAO: Acidente vascular encefalico (AVE) é causado pela interrupcdo do
fluxo sanguineo em uma determinada regido encefalica, que persiste por pelo menos
24 horas e ocasiona a perda repentina da funcédo neurolégica. O gene supressor de
tumor p53 é um importante regulador de vias metabdlicas, desempenhando fungéo de
manter a integridade e a estabilidade do genoma através das funcées de reparo do
DNA, parada do ciclo celular, senescéncia ou apoptose.

OBJETIVOS: Nesse contexto, este estudo teve por objetivo investigar a associacao
entre o polimorfismo P53 Arg72Pro em pacientes diagnosticados com acidente
vascular encefalico hemorragico (AVEH) ou aneurisma intracerebral em uma amostra
do Distrito Federal.

MATERIAL E METODO: Tratou-se de um estudo caso-controle, com 162 individuos
equitativamente divididos nos grupos, com anotac¢des das caracteristicas clinicas do
prontuario e andlise da genotipagem por meio da estratégia de PCR. As frequéncias
genotipicas foram estimadas por contagem direta. O nivel de significancia adotado foi
de 5%.

RESULTADOS: Foi verificado que a presenca do alelo G do polimorfismo do P53
Arg72Pro atuou como fator do risco para a ocorréncia do AVEH/aneurisma
intracerebral. A presenca do genétipo GG aumentou o risco para 0 prognostico ruim
(ERM >3) em pacientes portadores do AVEH/aneurisma (P<0,01; OR= 16,07). Nao
houve associacao estatistica entre HAS, diabetes, tabagismo e etilismo e a presenca
do polimorfismo P53 Arg72Pro no grupo estudado.

CONCLUSAO: Concluiu-se que a presenca do alelo G do polimorfismo do P53
Arg72Pro esti associada ao aumento do risco de ocorréncia do AVEH/aneurisma

intracerebral.

Palavras — chave: Polimorfismo. P53. AVE. Aneurisma.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Stroke is caused by interruption of blood flow in a particular brain
region, which persists for at least 24 hours and brings about the sudden loss of
neurological function. The p53 tumor suppressor gene is an important regulator of
metabolic pathways, performing the function of maintaining genome integrity and
stability through the functions of DNA repair, cell cycle arrest, senescence or
apoptosis.

OBJECTIVE: In this context, this study aimed to investigate the association between
the P53 Arg72Pro polymorphism in patients diagnosed with hemorrhagic stroke (HS)
or intracerebral aneurysm in a sample from the Federal District.

MATERIALS AND METHODS: This was a case-control study, with 162 subjects
equitably divided into groups, with annotations of the clinical characteristics of the
medical records and analysis of the genotyping by means of the PCR strategy.
Genotypic frequencies were estimated by direct counting. The significance level
adopted was 5%.

RESULTS: It was found that the presence of the G allele of P53 Arg72Pro
polymorphism acted as a risk factor for the occurrence of hemorrhagic stroke /
intracerebral aneurysm. The presence of the GG genotype increased the risk for poor
prognosis (MRS> 3) in patients with hemorrhagic stroke / aneurysm (P <0.01; OR =
16.07). There was no statistical association between systemic arterial hypertension
(SAH), diabetes, smoking and alcoholism, and the presence of P53 Arg72Pro
polymorphism in the studied group.

CONCLUSION: It was concluded that the presence of the G allele of P53 Arg72Pro
polymorphism is associated with an increased risk of occurrence of hemorrhagic stroke

/ intracerebral aneurysm.

Keywords: Polymorphism. P53. Stroke. Aneurysm.
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1. INTRODUCAO

As doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT) séo as principais causas de
morte no mundo, responsdaveis por cerca de 70% de todos os 6bitos. Configuram como
as principais DCNTs: o céncer, doenca respiratoria crénica, diabetes e doencas
cerebrovasculares (DCBV) e as doencgas isquémicas do coracédo (DIC) 1. Entre as
DCBYV, o acidente vascular encefalico (AVE) constitui grande parte das causas de
internacbes e mortalidade, e causam algum tipo de deficiéncia, seja parcial ou
completa, na maioria dos pacientes %

Acidente vascular encefalico (AVE) é causado pela interrupcdo do fluxo
sanguineo em uma determinada regido encefalica, que persiste por pelo menos 24
horas e ocasiona a perda repentina da funcdo neurologica. Clinicamente, podem
ocorrer alteracdes do nivel de consciéncia e comprometimento das fun¢des sensorial,
motora, cognitiva, perceptiva e de linguagem *

Com base na sua etiologia, o AVE pode ser dividido em isquémico, quando
ocorre a oclusdo de uma artéria decorrente de um ateroma ou émbolos 4, e
hemorragico, quando ha o extravasamento de sangue para o interior do cérebro
(hemorragia intraparaquimentosa), para o0 sistema ventricular (hemorragia
intraventricular) e/ou espaco subaracndéideo (hemorragia subaracndide), devido a uma
ruptura espontanea (ndo traumatica) de um vaso °.

Ocorrem cerca de 15 milhdes de novos casos de AVE no mundo,
aproximadamente 5 milhdes vao a 6bito e 5 milhdes evoluem com sequela neuroldgica
significativa. O Brasil lidera a sexta posi¢ao nas listas dos paises com maior numero
de vitimas de AVE . No mundo ocidental, devido as anomalias e déficits neurol6gicos
que causa no paciente, essa doenca é a primeira causa de incapacitacdo funcional,
associado a diminuicdo da funcdo cognitiva, indicando influéncia negativa na
recuperacao “.

Os aneurismas intracranianos sao caracterizados como dilata¢des patoldgicas
dos vasos que podem ter uma parede anormalmente enfraquecida e propensa a
ruptura, podendo evoluir para hemorragia subaracndidea (HSA) e, as vezes,
hemorragia intraparenquimatosa’.

AVE hemorragicos sao geralmente mais graves do que 0S isquémicos, e
fatores como ingestdo de alcool e tabagismo sé&o favoraveis ao acometimento da

doenca. Dentro dos primeiros trés meses apos o AVE, o AVEH esta associado com
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um aumento consideravel da mortalidade, que € especificamente e
independentemente associada com a natureza da lesdo® Além disso, fortes
evidéncias de estudos familiares, com gémeos e em modelos animais, tém
consistentemente sugerido uma influéncia genética sobre o risco e progndstico de
acidente vascular cerebral®.

O gene supressor de tumor p53 encontra-se na posicéo 1.3 do bracgo curto do
cromossomo 17, sendo constituido de 12 éxons. Codifica uma fosfoproteina nuclear
de 53 kDa, também chamada de p53, constituida por 393 aminoéacidos,
desempenhando funcéo de manter a integridade e a estabilidade do genoma atraves
das funcdes de reparo do DNA, parada do ciclo celular, senescéncia ou apoptose 1°.

O p53 é ativada quando agentes exdgenos ou enddgenos provocam danos no
DNA, assim promove regulagdo positiva e induz vias que conduzem parada do ciclo
celular ou apoptose 11.

ApoOs a ativacdo do gene p53, este ativa o gene p21, que, quando ativado,
interage com o receptor de ciclina-dependente cinase 2 (CDK2) formando um
complexo que impede o0 avanco da fase G1 para a fase S, na divisdo celular. Assim,
ocorre o reparo do DNA. Quando néo é possivel o reparo, o p53 estimula as células a
entrarem em apoptose. Do contrario, se a mutacao for na p53, a p21 néo é ativada e
a divisdo celular torna-se descontrolada **.

O polimorfismo mais estudado nesse gene € o SNP (polimorfismo de
nucleotideo unico). Comumente ocorre em uma area rica em prolina, envolvida na
funcdo pro-apoptoética, havendo a substituicdo de uma arginina por uma prolina. A p53
Arg72 é descrito como um indutor mais potente de apoptose, enquanto a variante
Pro72 pode afetar o seu metabolismo relacionado a atividade de transcri¢éo 12.

O p53 é capaz de regular a producéo de energia do metabolismo, ocasionando
a fosforilacao oxidativa e amortecendo a glicolise nas células. Dessa forma, pode estar
relacionado com algumas doencas metabdlicas, como diabetes e obesidade. Além
disso, esta envolvido no desenvolvimento de resisténcia a insulina, no tecido adiposo,
onde pode acarretar doencas cardiovasculares relacionadas a idade e disturbios
metabdlico .

Nesse contexto, este estudo tem por objetivo verificar a distribuicdo do
Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP) na regido codante do gene P53 em
individuos portadores de AVEH e/ou aneurisma cerebral em comparagdo com 0 grupo

controle, dentro de uma amostra populacional do Distrito Federal, para a avaliacdo da
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suscetibilidade. Adicionalmente, avaliou-se a contribuicdo do polimorfismo para o
quadro clinico do paciente, por meio da associacao entre o polimorfismo do gene e 0

prognostico dos pacientes avaliados acometidos pela doenca.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi investigar a associacao entre o polimorfismo P53
Arg72Pro em pacientes diagnosticados com acidente vascular encefélico hemorragico
(AVEH) ou aneurisma intracerebral em uma amostra do Distrito Federal.
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3. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo observacional, descritivo do tipo caso-controle em
pacientes com diagnostico de AVEH e/ou aneurisma intracerebral e em individuos
sem registro do desfecho residentes no Distrito Federal (Brasil).

3.1Coleta de dados do prontuério
Apbs a aprovacao do estudo (ANEXO 1), os dados pessoais dos participantes

da pesquisa foram obtidos por meio de preenchimento de uma ficha de identificagao
especifica (ANEXO 1l). A ficha de identificacdo possibilitou a caracterizacdo dos
participantes segundo idade, sexo, presenca de hipertensdo arterial, diabetes,
tabagismo, etilismo, glicemia, creatinina, ureia e dosagem de plaquetas, pontuacéo
na Escala de Rankin Modificada (ERM) (BANKS and MAROTTA, 2007).

3.2 Participantes do estudo

Os participantes do estudo foram divididos em grupo caso e grupo controle.
O grupo caso teve como critérios de inclusdo, pacientes: de ambos 0s sexos; com
idade maior que 18 anos; com diagnostico de AVEH e/ou aneurisma intracerebral;
admitidos no periodo de 1 de janeiro de 2011 a 31 de dezembro de 2012; com
diagnostico de AVEH e ou aneurisma intracerebral comprovado por meio de
tomografia computadorizada.

Os critérios de exclusdo foram, individuos: menores de 18 anos; que néo
apresentaram diagndstico de AVEH e/ou aneurisma intracerebral; que ndo desejaram
participar da pesquisa ou representantes legais que ndo consentiram em participar.

O grupo controle teve como critérios de inclusédo individuos: de ambos 0s sexos;
com idade maior que 18 anos; sem AVEH e aneurisma intracerebral; ndo aparentados
dos pacientes do grupo caso. Também foi considerado como critério de inclusdo
aqueles individuos que realizaram exames bioquimicos de sangue (glicemia sérica)
ha menos de 15 dias e possuiam o registro formal deste resultado. Os critérios de
exclusdo foram individuos menores de 18 anos, parentes de individuos com AVEH
e/ou aneurisma intracerebral e individuos que néo desejaram participar da pesquisa.

Foram analisados 162 individuos ao todo, sendo o grupo caso constituido de
pacientes portadores de AVEH e/ou aneurisma intracerebral (48 mulheres e 33
homens, com idade média de 53,5 + 5,9 anos, totalizando 81 individuos). O grupo

controle sem histérico de AVEH e/ou aneurisma intracerebral foram incluidos neste
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estudo (43 mulheres e 38 homens, com idade média de 52,3 £ 5,7 anos, totalizando
81 individuos).

3.3Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de todos os
participantes do presente estudo que tinham condi¢cdes de compreender e assinar o
TCLE. Aos pacientes que nao apresentaram condi¢des clinicas de compreender e
assinar o TCLE devido a sua patologia foi solicitado o TCLE dos responsaveis legais.
Foi também obtido um TCLE de individuos sem as patologias a serem estudadas, que
fizeram parte do grupo controle. (Anexo C).

Antes da coleta do material, ocorreram esclarecimentos sobre o significado e o
possivel uso dos resultados previstos. Aos sujeitos de pesquisa foi oferecida a op¢éo
de escolher entre serem informados ou n&o sobre resultados de seus exames.

O presente trabalho foi aprovado no comité de Etica da Fepecs sob o nimero
95/2010.

3.4 Procedimentos Técnicos e Laboratoriais

3.4.1 Extracdo de DNA

Os participantes foram submetidos a coleta de aproximadamente 10 mL de
sangue venoso por meio de puncao de veia periférica. 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, Alemanha). A concentracdo média do
DNA obtido foi estimada pelo espectrofotdbmetro (NanoDrop 2000/2000c - Thermo

Fischer Scientific). A concentragcdo média alcangada foi de 20 ng/uL.

3.4.2 Reacado em Cadeia da Polimerase Qualitativa (PCR)
A técnica da PCR permite que uma regido selecionada do genoma seja

amplificada milhdes de vezes.
As sequéncias de oligonucleotideos utilizadas neste trabalho foram (fabricante:
IDT Technologies):
Senso 5-TCCCCCTTGCCGTCCCAA -3°
Antisenso 5-CGTGCAAGTCACAGACTT -3°
As condi¢gdes de termociclagem foram 94°C por 2 minutos (desnaturacao

inicial), seguida por 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 30 segundos, acompanhada
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de 60°C por 45 segundos, para o anelamento dos oligonucleotideos e 72°C por 30
segundos para a extensao dos fragmentos. A extensao final foi realizada a 72°C por
10 minutos. O equipamento utilizado foi termocicladorTechne modelo TC-512.

Em cada reacgéao, foram utilizados 4,0 pL de DNA gendémico na concentracéo
de 2,5 ng/uL; 2,5 pL de tampé&o 10x (10 mM de Tris e 50 mM de KCI); 0,5 pL de MgClI2
(Fermentas), 0,5 pL de dNTPs (2,5mM; LGC); 0,5 pL de Tag-Polimerase (Fermentas,
5U/uL); 1,5uL de cada oligonucleotideofoward e reverse (10 pM); completando com
agua Milli-Q para um volume final de 25 pL por reagéo.

O produto desta PCR € um fragmento de 279 pb.

3.4.3 Digestao enzimatica

A digestdo enzimatica foi realizada com uso de enzimas de restricdo
(endonucleases de restric&o).

O produto da PCR foi digerido com a enzima BstUI (New EnglandBiolabs, Inc.
Beverly, MA, USA). O alelo 1 (G) cria um novo sitio de restricéo, e o fragmento de 279
pb é clivado em dois de 160 pb e 119 pb; e o alelo 2 (C) néo é clivado pela enzima.
Para montagem do sistema de digestéo foram utilizados: 10,0 pyL da PCR; 2,0uL de
tampéo 10x NEB4 (Biolabs); 1 pL de enzima BstUI (10U/uL), completando com agua
Milli-Q para um volume final de 20 uL por reagao. O sistema foi mantido a 60°C por 2
horas.

Os produtos da digestédo foram submetidos a uma corrida eletroforética em um
gel de agarose a 3%, com brometo de etidio em uma poténcia de 100W por 20

minutos.
3.5Andlise estatistica

3.5.1 Estatistica das frequéncias genotipicas
As frequéncias genotipicas foram contabilizadas por meio de contagem direta,
utilizando o programa SPSS versdo 20.0. A comparacao das distribuicdes dessas
frequéncias foi feita através das aplicacdes dos testes qui-quadrado, de forma a
detectar possiveis associa¢des dos gendtipos entre os grupos avaliados, grupo caso
e grupo controle. Foram consideradas associagOes estatisticamente significativas

aquelas cujo valor de p foram menores do que 5% (p < 0,05).
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3.5.2 Analise dos dados dos sujeitos do estudo

Foram estimadas as frequéncias de determinadas caracteristicas clinicas dos
sujeitos do estudo, considerando sexo e as variaveis quantitativas de idade descritas
em termos de suas estatisticas-resumo (média e desvio padrao).

Subsequentemente, as caracteristicas clinicas do grupo controle foram
descritas estatisticamente, de acordo com a Escala Rankin modificada.

Para variaveis supracitadas, a comparacéo das distribuicbes das frequéncias
foi realizada por meio da aplicagédo do teste do Qui-quadrado e OddsRatio (OR).
Foram consideradas associa¢0es estatisticamente significativas aquelas cujo valor de

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

As caracteristicas dos individuos do estudo estédo descritas na tabela 1, em 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 = 0,429 e
0,185; respectivamente). O sexo mais prevalente foi o feminino entre os portadores
de Aneurisma/AVEH, com 59,3% (n = 48) e no grupo controle (53,1%; n = 43). No
tocante as idades, a média ficou em torno dos 53 anos para o grupo Aneurisma/AVEH
e 52 anos para o grupo controle.

Tabela 1. Distribuicdo dos participantes da pesquisa conforme o sexo e

idade nos grupos Aneurisma/AVEH e controle.

Aneurisma/AVEH Controle
Variaveis N % N % P
Feminino 48 59,3% 43 53,1% 0,429
Sexo
Masculino 33 40,7% 38 46,9%
Total 81 100,0 81 100,0
Média Desvio Padrao Média Desvio Padrao
idade

53,49 5,94 52,27 5,75 0,185

Na tabela 2 estdo apresentadas as frequéncias genotipicas e alélicas. Os
dados indicaram que a frequéncia dos genétipos apresentou uma diferenca estatistica
entre o0 grupo caso e grupo controle (P<0,001). O gendtipo Arg/Arg foi encontrado em
39,5% dos pacientes do grupo controle (n = 32) e em 13,6% do grupo caso (n = 11).
As frequéncias alélicas foram estatisticamente diferentes entre 0s grupos
AVEH/aneurisma e controle (alelo Arg: 64 contra 104 respectivamente, P<0,01; OR=
0,36). Assim, a presenca do alelo Arg atuou como fator protetor para a ocorréncia de
AVEH/aneurisma. Além disto, o grupo controle encontrava-se em Equilibrio de Hardy-
Weinberg (P = 0,504).



33

Tabela 2. Estudo da associacao genotipica e alélica do polimorfismo P53

Arg72Pro no estudo de caso-controle.

Grupos
Aneurisma/AVEH Controle Total

p53Arg72Pro N % N % N % P OR (IC 95%)
Arg/Arg 11 13,6 32 39,5 43 26,5

Arg/Pro 42 51,9 40 49,4 82 50,6

<0,01* NA

Pro/Pro 28 34,6 9 11,1 37 22,8

Total 81 100 81 100 162 100

Arg/Arg 11 13,6 32 39,5 43 26,5

Arg/Pro + 70 86,4 49 60,5 119 73,5

Pro/Pro <0,01* 0,24 (0,11-0,52)
Total 81 100 81 100 162 100

Arg 64 39,5 104 64,2 168 51,9

Pro 9 60,5 58 358 156 48,1 <0,001* 0,36 (0,23-0,57)
Total 162 100 162 100 324 100

*diferenca estatistica
NA = néo se aplica

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

dos gendtipos e o prognadstico, avaliado conforme a Escala de Rankin modificada. Foi

possivel observar a presenca do gendétipo Arg/Arg aumenta o risco para o prognéstico
ruim (ERM>3) nos pacientes portadores de Aneurisma/AVEH (P = 0,026; OR = 6,09).

Tabela 3. Associacao entre o polimorfismo P53 Arg72Pro e o progndstico
conforme a Escala de Rankin modificada relacionada aos pacientes do grupo

caso.
p53 Arg72Pro
Arg/Arg Arg/Pro + Pro/Pro
N % N % P OR (IC95%)

ERM progndstico 4 36,4% 6 8,6% 6,09 (1,38-26,95)

ruim 0.026

bom 7 63,6% 64 91,4%

prognostico

ERM = Escala de Rankin Modificada
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Na tabela 4, tem-se a associacéo, dentro de cada grupo, das caracteristicas
clinicas/ habitos hipertenséo arterial sisttmica (HAS), diabetes, tabagismo e etilismo.
N&o houve associacao estatistica entre a presenca do polimorfismo P53 Arg72Pro e
estas caracteristicas clinicas dos pacientes.

Tabela 4. Associacao entre o polimorfismo P53 Arg72Proe as
caracteristicas clinicas/habitos relacionados aos pacientes de cada grupo.

p53 Arg72Pro
Arg/Arg Arg/Pro + Pro/Pro
N % da N % da
Grupos Contagem coluna Contagem coluna OR (IC95%)
Aneurisma HAS sim 6 54,5 54 77,1 0,142 0,36 (0,96-1,32)
/AVEH ndo 5 455 16 22,9
Diabetes sim 1 9,1 2 2,9 0,353 3,4(0,28-41,03)
nao 10 90,9 68 97,1
Tabagismo sim 3 27,3 29 41,4 0,513 0,53(0,12-2,17)
nao 8 72,7 41 58,6
Etilismo  sim 2 18,2 20 28,6 0,718 0,56 (0,11-2,80)
nao 9 81,8 50 71,4
controle  HAS sim 4 12,5 4 8,2 0,706 1,6 (0,37-6,94)
nao 28 87,5 45 91,8
Diabetes  sim 0 0 0 0 NA NA
nao 32 100 49 100
Tabagismo sim 11 34,4 13 26,5 0,407 1,45 (0,55-3,81)
nao 21 65,6 36 73,5
Etilismo sim 6 18,8 14 28,6 0,431 0,58 (0,20-1,71)
nao 26 81,3 35 71,4

NA=Nao se aplica
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, foi verificado que o alelo G (Arg) do polimorfismo do P53
éexon 4 Arg72Pro é fator protetor de ocorréncia do AVEH/aneurisma intracerebral.

Alkhalaf e colaboradores investigaram em seu estudo o polimorfismo no gene
p53 cdédon 72 em associacdo com doenca aterosclerdtica e diabetes. Realizaram uma
andlise de associacdo em relacdo aos genotipos homozigotos Pro/ Pro, Arg/Arg e
heterozigotos Arg / Pro. Os resultados mostraram que n&o houve diferenca
significativa entre o grau de expressdo em nenhum dos gendtipos e as doencas
estudas e nem associagdo significante entre a frequéncia do alelo Pro e Arg e a
doenca ateroscleréticats.

Sanchez e colaboradores mostraram que independente da origem (isquémica
ou hemorragica), a presenca do polimorfismo TP53 Arg72Pro determina o resultado
funcional apds o AVC. Sendo o gendtipo TP53 Arg/Arg um marcador genético de mau
prognéstico funcional, enquanto o Pro/Pro apresenta um bom prognéstico *°.

Este dltimo relato corrobora com os resultados encontrados neste estudo, no
qual foi demonstrado que o gendtipo Tp53 Arg / Arg € um marcador genético de mau
prognostico funcional apds o AVEH. Estes resultados sugerem que o genétipo Tp53
Arg / Arg pode ser considerado como um marcador genético que prevé um desfecho
funcional fraco apés o AVC. Ao comparar todos os pacientes com AVEH e aneurisma
descobrimos que a proporcdo de pacientes com desfecho funcional fraco foi sempre
maior em pacientes Arg / Arg quando comparada com Arg / Pro ou Pro / Pro.

No entanto, cabe relatar que o gendtipo Arg/Arg estd associado a um bom
progndstico em tratamentos anticancerigenos e Tp53 Arg 72 protege as células contra
o desenvolvimento neoplasico *°.

Na tabela 3 foi verificado que a presenca do genétipo GG aumenta o risco para
0 prognéstico ruim (ERM>3) em pacientes portadores de AVEH/aneurisma. Uma vez
que o genotipo Arg € um indutor mais potente de apoptose, o0 polimorfismo p53
Arg72Pro contribui para um pior desfecho no prognéstico do AVEH/aneurisma.
Estudos demonstram que a presenca desse polimorfismo no AVE contribui para o
agravamento do quadro clinico do paciente'®.

Caracteristicas clinicas como HAS, diabetes, tabagismo e etilismo sao
consideradas fatores de risco para o desenvolvimento de AVE (RODRIGUES, et.al.,

2013). Entretanto, no presente estudo ndo houve associagdo entre as caracteristicas
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supracitadas e o polimorfismo p53 Arg72Pro (tabela 4). Esse resultado constata a
hipétese de que a presenca do polimorfismo p53 Arg72Pro atua como fator de risco
para a ocorréncia do AVEH/aneurisma e descarta a possibilidade de viés de estudo
por ndo haver associagédo entre os fatores de risco e o polimorfismo no desfecho
estudado.

Por fim, efeitos sobre a apoptose sdo importantes para serem avaliados na
patogenia de AVEH, dado que neurdnios presentes na penumbra isquémica por
vérias horas ou dias podem sofrer o fendmeno de morte celular, levando a propagacgéo
do dano cerebral, assim, prevenir a apoptose na penumbra pode ser um dos objetivos

para limitar o volume de infarto cerebral apés o AVE clinico®®.
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6. CONCLUSOES

Os dados obtidos indicaram que h& associacdo entre a presenca do
polimorfismo do gene P53 Arg72Pro e a ocorréncia do AVEH/aneurisma.

Em relacdo as caracteristicas clinicas estudadas, ndo foi constatada
associacao estatistica entre o polimorfismo P53 Arg72Pro e tais caracteristicas, o que
descarta a possibilidade de viés de estudo e ratifica a atuagdo do polimorfismo como
fator de risco para a ocorréncia de AVEH/aneurisma.

Todavia, a avaliacdo do prognéstico por meio da Escala da Ranking modificada
demonstrou que a presenca do genoétipo GG constituia um fator de risco para o
prognaostico ruim do AVEIl/aneurisma, contribuindo para evidenciar o papel indutor da
arginina e consequentemente, o agravamento no desfecho do AVEH/aneurisma.

Tendo em vista que o p53 € um importante regulador de vias metabdlicas, &
primordial a compreensdo da relacdo entre o polimorfismo do gene p53 e sua
contribuicdo para o desfecho do AVEH/aneurisma. Além disso, estudos futuros devem
ser realizados a fim de elucidar a associagdo do AVEH/ aneurisma com tal
polimorfismo, além de verificar a possibilidade de utilizacdo do gene p53 como alvo
terapéutico nas patologias estudadas e, consequentemente melhorar o prognostico

dos pacientes.
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ANEXO

ANEXO A - Aprovacéao do projeto pelo comité de ética

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

e

COMITE DE ETICA EM PESQUISA/SES-DF

PARECER N2 0095/2010

PROTOCOLO N°-P9-FROEIC: 380/2010 — POLIMORFISMOS GENETICOS
ASSOCIADOS AO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO HEMORRAGIGO
E AO ANEURISMA INTRACEREBRAL.

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

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

Validade do Parecer: 15/12/201 2

Tendo como base a Resolugédo 196/96 CNS/MS, que dispbe sobre as
diretrizes e normas regulamentadoras em pesquisa envolvendo seres
humanos, assim como as suas resolugdes complementares, o Comité de Etica

em Pesquisa da Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal, apos
apreciagao ética, manifesta-se pela APROVACAO DO PROJETO.

Esclarecemos que o pesquisador devera observar as responsabilidades
que lhe sdo atribuidas na Resolugéo 196/96 CNS/MS, inciso 1X_1 e IX.2, em
relagdo ao desenvolvimento do projeto. Ressaltamos a necessidade de
encaminhar o relatério parcial e final, além de notificagdes de eventos
adversos quando pertinentes.

Brasilia, 16 de dezembro de 2010.

Atenciosatnente,

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

Coordenadora
AL/CEP/SES-DF

Fundago de Ensino e Pesqui: im Ciéncias da Sadde - SES
Comité de Etica gm Pesquisa
Fone: 325-4955 - Fone/Fax: 326-011¢— e-mail- cepsesdf@saude.df.gov.br

SMHN — Q. 501 - Bloco "A” — Brasilia— DF — CEP.: 70.710-907
BRASILIA - PATRIMONIO CULTURAL DA HUMANIDADE
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ANEXO B - Ficha de identificacdo dos Participantes da pesquisa.

Nome do participante:

Nome do representante legal (se houver):
Idade:

Sexo: [JMasc. [IFem.

Cor:

Estado Civil:

Data do acidente vascular encefalico hemorragico e/ou do aneurisma

intracebral:

Hipertenséo arterial: [J Sim [ Nao

Pressao Arterial:

Diabetes: [0 Sim [ Nao

Glicemia:

Tabagismo: [0 Sim [ N&o Se sim, quantos macos por dia:

Etilismo: [ Sim [1 Nao Se sim, quanto por dia:

Uréia:

Creatinina:

Plaquetas:

Escala de Glasgow:

Escala de Rankin:

indice de Barthel:

Tomografia:

Angiografia:

Observacgoes:
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ANEXO C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Paciente

Polimorfismos genéticos associados ao Acidente Vascular Encefalico

Hemorragico e ao Aneurisma Intracerebral

Este documento que vocé esté lendo € chamado de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Ele contém explicacdes sobre o estudo que vocé esta
sendo convidado a participar. Antes de decidir se deseja participar (de livre e
espontanea vontade) vocé deverda ler e compreender todo o conteddo. Ao final, caso
decida participar, vocé serd solicitado a assina-lo e recebera uma coépia do
mesmo. Antes de assinar faca perguntas sobre tudo o que néo tiver entendido bem.
A equipe deste estudo respondera as suas perguntas a qualquer momento (antes,
durante e apds o estudo).

Natureza e objetivos do estudo:

Vocé estd 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 decisado € sua.

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

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

Procedimentos do estudo:

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

ApOs isso sera coletado de vocé, uma Unica vez, aproximadamente 10 ml (uma
seringa pequena) de sangue, atraves de uma puncao da veia do seu antebraco. O
procedimento € o mesmo utilizado para realizacao de diversos outros tipos de exame

de sangue. Serdo utilizados equipamentos novos, estéreis e descartaveis.
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N&o havera nenhuma outra forma de envolvimento ou comprometimento neste
estudo.

Riscos:

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

Podera haver pequeno incobmodo 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 poderd ainda ajudar no maior conhecimento sobre o
aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”), principalmente em relagao as
causas genéticas da doenca.

Participacao, recusa e direito de se retirar do estudo:

Sua participacdo € voluntaria e ndo alterara o seguimento e tratamento da
doenca que vocé ja esta fazendo.

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

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

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

Confidencialidade:

Os seus registros meédicos serdo sempre tratados confidencialmente.

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

Os resultados de seus exames, bem como as informag¢fes de seu prontudrio,
serdo acessiveis somente aos pesquisadores envolvidos.

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficara guardado no Centro de

Neurociéncias, no Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia, no banco de
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amostras “Aneurisma- AVE”, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Renata
Mortari.

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

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

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

responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Eu, RG

, apos receber uma explicacdo completa dos objetivos do estudo

e dos procedimentos envolvidos concordo voluntariamente em fazer parte deste
estudo.

Brasilia, de de

Participante
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Representante Legal

Polimorfismos genéticos associados ao Acidente Vascular Encefélico Hemorragico e

ao Aneurisma Intracerebral

Este documento que vocé estd lendo é chamado de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Ele contém explicacbes sobre o estudo que o paciente sob sua
responsabilidade est4 sendo convidado a participar. Antes de decidir se deseja aceitar que o
paciente sob sua responsabilidade (de livre e espontanea vontade) participe, vocé devera ler
e compreender todo o contetdo. Ao final, caso decida aprovar a participacdo, vocé sera
solicitado a assina-lo e recebera uma copia do mesmo. Antes de assinar faga perguntas sobre
tudo o que néo 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 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 decisao é sua.

Existe uma possibilidade de associagdo de fatores genéticos com o0 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 sequéncias do
DNA (material genético que informa como nosso corpo é formado) pode aumentar o risco de
pessoas apresentarem aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”).

Procedimentos do estudo:

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

Apoés isso sera coletado do paciente sob sua responsabilidade, uma Unica vez,
aproximadamente 10 ml (uma seringa pequena) de sangue, através de uma pungdo da veia
do seu antebrago. O procedimento € o mesmo utilizado para realizacao de diversos outros
tipos de exame de sangue. Serdo utilizados equipamentos novos, estéreis e descartaveis.

Nao haverd nenhuma outra forma de envolvimento ou comprometimento neste

estudo.
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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 incébmodo.

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

Beneficios:

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

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

Participacao, recusa e direito de se retirar do estudo :

A participagdo do paciente sob sua responsabilidade é voluntaria e ndo alterara o
seguimento e tratamento da doencga que vocé ja esté fazendo.

Vocé poderad 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 participagédo, 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 havera nenhum tipo de
compensacéao financeira pela participacédo neste estudo.

Confidencialidade:

Os registros médicos serao sempre tratados confidencialmente.

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

Os resultados dos exames, bem como as informac6es do prontudrio, seréo acessiveis
somente aos pesquisadores envolvidos.

O sangue do paciente sob sua responsabilidade, coletado no presente estudo, ficara
guardado no Centro de Neurociéncias, no Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia,
no banco de amostras “Aneurisma-AVE”, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Marcia

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

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

privacidade.

Se 0 Senhor(a) tiver qualquer divida 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 duvida com relacao a assinatura do TCLE ou os direitos do sujeito da
pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3325-4955. Este documento foi
elaborado em duas vias, uma ficard 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 permitir a participacdo do paciente

sob minha responsabilidade, 0

Sr(a) Brasilia, = de
de

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

pesquisa.

Termo de Guarda de Material Biolégico — Individuos “saudaveis”

Este documento é chamado é chamado Termo de Guarda de Material Bioldgico. Ele
contém explicacBes sobre a guarda de seu material biol6gico (sangue). Vocé podera autorizar
ou ndo a guarda de seu material biolégico. A deciséo € sua.

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficara guardado no Centro de
Bioprospeccéo 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 serd utilizado somente para verificar os polimorfismos genéticos do presente estudo.

As amostras de sangue serdo identificadas com um namero e ndo com seu nome.
Somente o0s pesquisadores saberdo a quem pertence cada nimero, mantendo-se assim o
sigilo e respeito a confidencialidade dos seus dados.

Se for de seu interesse, vocé terd acesso aos resultados dos seus exames.

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

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

Todas as informacgdes estardo sempre a sua disposi¢éo, bastando para isso entrar em
contato com um dos pesquisadores.

A qualguer momento vocé tera acesso a seus dados genéticos, assim como
tera o direito de retirar seu material biol6gico 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 Comisséo Nacional de Etica em

Pesquisa.

Eu, RG

, apos receber uma explicacdo completa dos procedimentos envolvidos

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

material biolégico (sangue) decorrente da presente pesquisa.

Assinatura do participante

Brasilia, de de
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Termo de Guarda de Material Bioldgico — Paciente

Este documento é chamado é chamado Termo de Guarda de Material Biolégico. Ele
contém explicacBes sobre a guarda de seu material biol6gico (sangue). Vocé podera autorizar
ou nao a guarda de seu material biolégico. A decisao é sua.

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

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

Todas as informacgdes estardo sempre a sua disposi¢éo, bastando para isso entrar em
contato com um dos pesquisadores.

A qualquer momento vocé terd acesso a seus dados genéticos, assim como terd o
direito de retirar seu material biol6gico 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 Comiss&o Nacional de Etica em

Pesquisa.

Eu, RG

, apos receber uma explicacdo completa dos procedimentos envolvidos

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

material biolégico (sangue) decorrente da presente pesquisa.

Assinatura do participante

Brasilia, de de
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Termo de Guarda de Material Bioldégico — Representante Legal

Este documento € chamado Termo de Guarda de Material Biol6gico. Ele contém
explicacbes sobre a guarda do material biolégico (sangue) do paciente sob sua
responsabilidade. Vocé poderd autorizar ou ndo a guarda do material biolégico do paciente
sob sua responsabilidade.

Toda nova pesquisa a ser feita com o material guardado ser4 submetida para
aprovacdo do CEP da instituicdo e, quando for o caso, da Comisséo Nacional de Etica em
Pesquisa.

A qualguer momento vocé tera acesso aos dados do paciente sob sua
responsabilidade e de seus dados genéticos, assim como tera o direito de retirar o material
biol6gico do banco onde se encontra armazenado.

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

Os trabalhos resultantes destas pesquisas mostrardo apenas os resultados e nunca o
nome do paciente ou qualquer outra informag&o que ponha em risco sua privacidade.

As amostras de sangue seréo identificadas com um nimero e ndo com o home do
paciente sob sua responsabilidade. Somente os pesquisadores saberdo a quem pertence
cada namero.

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

O sangue do paciente sob sua responsabilidade, coletado no presente estudo, ficara
guardado no Centro de Bioprospecgdo e Neurociéncias, no Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia, no banco de amostras “Aneurisma-AVE”, sob a responsabilidade da
Profa. Dra. Méarcia Renata Mortari.

Eu, RG

, apos receber uma explicacdo completa dos procedimentos envolvidos

na guarda de material biolégico, venho através deste termo consentir a guarda do material
biol6gico (sangue) do paciente sob minha responsabilidade.

Paciente sob minha responsabilidade:

Assinatura do participante

Brasilia, de de
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Normas da revista cientifica de escolha para publicacdo — Jornal Brasileiro de
Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML)

Artigos de revisao

Serao aceitos apenas mediante convite.

AvaliagOes criticas sistematizadas da literatura sobre determinado assunto,
devem incluir conclusbes e ter até 5 mil palavras. A organizacdo do texto, com
excecdo de Introducao, Discussdo e Concluséo, fica a critério do autor. Para esses
artigos, exige-se um resumo estruturado no idioma do texto e outro em inglés. Uma

lista extensa de referéncias bibliograficas deve aparecer no final do texto.

Artigos originais

Sao contribuicbes destinadas a divulgar resultados de pesquisa original que
possam ser replicados. Os artigos podem conter até 4 mil palavras. A sua estrutura
formal deve seguir o esquema de apresentacdo do texto para esse tipo de artigo:
Introducdo, Objetivos, Material e Método, Resultados, Discussédo, Conclusbes e
Referéncias Bibliograficas.

O uso de subtitulos é recomendado, particularmente na Discusséo. Implicacdes
clinicas e limitagbes do estudo devem ser claramente apontadas. Sugere-se 0
detalhamento do tépico Material e Método. Para esses artigos, exige-se a
apresentacdo de resumos estruturados em portugués e inglés, com cabecalhos
obedecendo a apresentacdo formal do artigo: Introducdo, Objetivos, Material e
Método, Resultados, Discussdo, Conclusfes e Referéncias. O Abstract (resumo em
inglés) deve ser precedido pelo titulo em inglés. As referéncias bibliograficas devem

aparecer no final do texto, obedecendo as normas especificadas a seguir:

Referéncias

As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo, e ser
numeradas sucessivamente pela ordem em que s&o mencionadas pela primeira vez
no texto. Devem seguir as normas do Estilo Vancouver. Os titulos dos periddicos
deverdo ser referidos na forma abreviada de acordo com o Index Medicus (List of
Journals Indexed in Index Medicus). Se a lista de referéncias ndo seguir a norma

adotada, os trabalhos serdo imediatamente rejeitados, sem revisao de conteudo.
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Os autores devem certificar-se de que as referéncias citadas no texto constam
da lista de referéncias com datas exatas e nomes de autores corretamente grafados.
A exatiddo das referéncias bibliogréficas € de responsabilidade dos autores.
Comunicagfes pessoais, trabalhos inéditos ou em andamento poderdo ser citados,
guando absolutamente necessarios, mas ndo devem ser incluidos na lista de
referéncias bibliogréficas; apenas mencionados no texto ou em nota de rodapé. A lista

de referéncias deve seguir o estilo dos exemplos abaixo.

Exemplos:

e Artigos de periédicos (um s6 autor) Fry PH. O significado da anemia falciforme no
contexto da ‘politica racial’ do governo brasileiro 1995-2004. Hist Cienc Saude
Manguinhos. 2005; 12: 347-70. PubMed PMID: 16353330.

e Artigos de periddicos (até seis autores) Barbosa AJA, Queiroz DM, Mendes EN,
Rocha GA, Lima GF Jr, Oliveira CA. Immunocytochemical identification of
Campylobacter pylori in gastritis and correlation with culture. Arch Pathol Lab Med.
1988 May; 112(5): 523-5. PubMed PMID: 3282485.

e Artigos de periédicos (mais de seis autores) Rocha GA, Queiroz DM, Mendes EN,
et al. Indirect immunofluorescence determination of the frequency of anti-H. pylori
antibodies in Brazilian blood donors. Braz J Med Biol Res. 1992; 25(7): 683-9.
PubMed PMID: 1342599.

e Artigo de periddico on-line Polgreen PM, Diekema DJ, Vandeberg J, et al. Risk
factors for groin wound infection after femoral artery catheterization: a case-control
study. Infect Control Hosp Epidemiol [Internet]. 2006 Jan; 27(1): 34-7. Disponivel
em: http://www.journals.uchicago.edu/ICHE/journall/issues/
v27n1/2004069/2004069.web.pdf.

e Livros no todo (dois autores) Eyre HJ, Lange DP. Informed decisions: the complete
book of cancer diagnosis, treatment, and recovery. 2nd ed. Atlanta: American
Cancer Society; 2002.

e Capitulos ou parte de livro editado por outro autor Mendeenhall WM. Treatment of
head and neck cancer. In: DeVita VT Jr, Lawrence TS, Rosenberg SA , editors.
Cancer: principles and practice of oncology. 9th ed. Philadelphia, PA: Lippincott
Williams & Wilkins; 2011. p. 729-80.
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e Parte de livro em meio eletrbnico S&o Paulo (Estado). Secretaria do Meio
Ambiente. Tratados e organiza¢des ambientais em matéria de meio ambiente. In:
Sédo Paulo (Estado). Entendendo o meio ambiente. S&do Paulo; 1999. v. 1.
Disponivel em: http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm.

e Evento em meio eletrbnico Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza's
computational effort statistic for genetic programming. In: Foster JA, Lutton E, Miller
J, Ryan C, Tettamanzi AG, editores. Genetic programming. EuroGP 2002:
Proceedings of the 5th European Conference on Genetic Programming; 2002 Apr
3-5; Kinsdale, Ireland. Berlin: Springer; 2002. p. 182-91.

e Tese ou dissertacao Silva MAL. Estudo da identificacdo de haplétipos e a relacédo
com as manifestacdes clinicas em pacientes com doenca falciforme. 2008.
[dissertacdo]. Programa de poOs-graduacdo em Ciéncias Médicas, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul; 2008.

e Citacbes no texto Devem ser identificadas por algarismos ardbicos (numeros-
indice). Podem também ser acrescentados o nome do autor e 0 ano. As referéncias
com mais de um autor devem conter o sobrenome do autor seguido da expressao

et al., como, por exemplo, Higashi et al.

Tabelas e figuras

o As tabelas deverdo ser numeradas consecutivamente com algarismos
arabicos e encabecadas por seu titulo, recomendando-se a nao repeticdo dos
mesmos dados em graficos. Na montagem das tabelas, seguir as normas de
apresentacao tabular estabelecidas pelo Conselho Nacional de Estatistica e
publicadas pela Fundacéo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1993).

. As ilustracbes (graficos, fotografias, desenhos etc.) deverdo ser
numeradas consecutivamente com algarismos arabicos e citadas como figuras.
Devem ser suficientemente claras para permitir sua producéo. Os graficos deveréo vir
preparados em programa processador de graficos. Deverdo ser indicados os locais
aproximados no texto onde as ilustragdes seréo intercaladas como figuras.

o O SGP aceita a importacdo de tabelas, imagens e graficos em arquivo
eletrbnico nos seguintes formatos: jpg, gif, psd, tif e png, e com resolugdo de no

minimo 300 dpi.
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o O direito a privacidade do paciente ndo deve ser infringido. Imagens que
eventualmente permitam a identificagdo pessoal somente poderdo ser utilizadas com
consentimento por escrito do paciente ou responsavel, quando da submissédo do

manuscrito.

Abreviagcbes e nomes de medicamentos

o As abreviacbes devem ser indicadas no texto no momento de sua
primeira utilizacdo. Empregar o nome genérico de medicamentos e indicar a fonte de
componentes ndo disponiveis para prescri¢cao.

o As unidades de medida, inclusive suas abreviaturas, devem ser
expressas no sistema métrico decimal e, quando o autor assim o desejar, também no

Sistema Internacional (SI) entre parénteses.

Contato com a secretaria do JBPML
Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial Tel.: +55 (21) 3077-
1400. E-mail: jopml@sbpc.org.br



