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RESUMO

Introducdo: O Aneurisma intracerebral pode ser definido como uma dilatacéo
anormal de uma artéria que faz a irrigacéo cerebral e torna-se sintomatico quando
ocorre a ruptura da parede arterial fragilizada levando a eventos hemorragicos tais
como o acidente vascular encefalico Hemorragico (AVEH). Essas condi¢cdes vém se
destacando nas ultimas décadas por estar entre as principais causas de internacdes
ocasionando na maioria dos acometidos algum tipo de deficiéncia, seja parcial ou
completa. Os fatores de risco para AVEH s&o multifatoriais e podem ser de origem
ambiental ou genética. O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) € uma
proteina fundamental na manutencédo e regulacdo vascular. Polimorfismos nesse
gene estdo relacionados com a expressao desse fator, entre eles o polimorfismo
+936C/T. Assim, este estudo buscou avaliar a relacdo deste polimorfismo com o

desenvolvimento de AVEH /Aneurisma.

Metodologia: Os polimorfismos do gene VEGF foram detectados através da técnica
de PCR- RFLP em amostras de pacientes apresentando aneurisma cerebral e AVEH

(n=91) e ainda individuos saudaveis (n=57).

Resultados: O estudo revelou frequéncias alélicas (+936C) e genotipicas (+936C/C)
similares entre grupo caso e controle, ndo se obtendo significancia estatistica para
nenhum dos grupos analisados. Com relacdo aos fatores de risco e escalas de
comprometimento neurologico e dependéncia funcional (Escala de Coma de
Glasgow, Escala de Rankin, e indice de Barthel) ndo foram observados resultados

com significancia estatistica.

Concluséo: O presente estudo nao revelou o polimorfismo +936C/T como fator de

risco para AVEH/Aneurisma.

Palavras- chave: Acidente Vascular Encefalico, Aneurisma, VEGF +936C/T,

Polimorfismo.



ABSTRACT

Introduction: The intrecerebral aneurysm can be defined as a abnormal dilatation of
an artery that does the cerebral irrigation and becomes symptomatic when rupture of
the weakened arterial wall occurs leading to bleeding events such as hemorrhagic
stroke (AVEH). These conditions have been highlighted in the last decades because
they are among the main causes of hospitalization, causing in the majority of those
affected some kind of disability, either partial or complete. The risk factors for AVEH
are multifactorial and may be of environmental or genetic origin. The vascular
endothelial growth fator (VEGF) is a key protein in vascular maintenance and
regulation. Polymorphisms in this gene are related to the expression of this factor,
among them polymorphism +936C/T. Thus, this study sought to evaluate the

relationship of this polymorphism with the development of AVEH / Aneurysm

Methodology: The VEGF gene polymorphisms are detected by the PCR-RFLP
technique in patient samples with Intracerebral Aneurysm and AVEH (n=91) and And
healthy individuals (n=57).

Results: The study revealed allelic (+936C) and genotypic frequencies (+936C/C)
frequencies between case and control group, no statistical significance was obtained
for any of the groups analyzed. Related to risk factors and scales of neurological
impairment and functional dependence (Glasgow Coma scale, scale of Rankin, and

Barthel Index) no statistically significant results were observed.

Conclusion: The present study did not reveal polymorphism +936C/T as a risk factor
for AVEH/Aneurysm.

Key words: Stroke, Aneurysm, VEGF +936C/T, Polymorphism.
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1. INTRODUCAO

O estado de saude das populagdes tem melhorado consideravelmente nos
altimos 50 anos em razdo das mudancas na sociedade. Entretanto, as doencas
cronicas ndo transmissiveis vém crescendo de modo consideravel, representando,
nos dias atuais, um dos problemas de saude publica mais importantes (FERREIRA
& FERREIRA, 2012). Em 2005, foi estimado que 58 milhdes de pessoas morreram e
cerca de 35 milhdes dessas mortes (60%) foram ocasionadas por doencas cronicas
(TRUELSEN et al., 2007).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas
cardiovasculares (DCV) sado consideradas a principal causa de morte a nivel
mundial. No ano de 2012, foi aferido que 17,2 milhbes de pessoas morreram por
DCV, o que representa cerca de 31% do total de mortes globais. Desses 6bitos, 6,7
milhdes tiveram como causa o Acidente Vascular Encefalico (AVE).

Nas ultimas décadas o AVE, vem se destacando por estar entre as principais
causas de internacdes, causando na grande maioria dos acometidos algum tipo de
deficiéncia, seja parcial ou completa (LIMA, 2016). A incapacidade funcional é um
dos desfechos mais importantes apdés um AVE, pois interfere de forma significativa
nas atividades diarias (MEDEIROS, 2014). Além disso, essa condicdo envolve a
juncao de diversos fatores, entre eles os ambientais, recursos econdémicos e sociais,
além de fatores emocionais e motivacionais (NUNES, PEREIRA & SILVA, 2005).

Estima-se que dois tercos dos individuos afetados pelo AVE vivem em paises
de baixa renda ou renda média. Além da influéncia da renda, a urbanizacdo, as
alteracbes demograficas e a alta exposicdo a fatores de risco irdo promover
acidentes vasculares cerebrais até 2025 (TRUELSEN et al., 2007). O AVE também é
apontado como a causa principal de morte tanto em homens quanto em mulheres
nas cinco regides do Brasil. As regides Sudeste e Sul, que apresentam padrao de
mortalidade semelhante aos paises desenvolvidos, apresentaram maiores indices
da doenca quando comparada as regidoes Norte, Nordeste e Centro-Oeste; estas
Gltimas trés regides possuem padrdo comparavel aos paises em desenvolvimento
(MANSUR & FAVARATO, 2016).



Considerado uma disfuncéo neuroldgica aguda, o AVE tem origem vascular, e
ocorre devido a interrupcdo ou diminuicdo do fluxo sanguineo de areas focais do
encéfalo (MEDEIROS, 2014). Essa patologia pode ser ocasionada de duas formas:
a trombotica (também chamada de isquémica) ou hemorragica (provocada pelo
rompimento de um vaso do encéfalo levando ao extravasamento de sangue no
parénquima cerebral). Ambos os tipos ocasionam disfuncdo cerebral, porém com
mecanismos de lesdo diferentes. No AVE hemorragico a lesédo cerebral é originada
do contato direto das estruturas sanguineas com as células encefélicas, enquanto
no isquémico, que representa a grande maioria dos casos (87%), ocorre a
diminuicdo da perfusdo de sangue ao encéfalo (LIMA, 2016; MAGISTRIS et al.
2013).

Outra doenca que pode atingir o tecido cerebral é o Aneurisma Intracerebral .
Essa doenca é caracterizada por uma dilatagcdo anormal de uma artéria que irriga o
cérebro localizado geralmente em pontos onde h& bifurcacdo, tidos como mais
frageis. Pode se romper, causando uma hemorragia cerebral (AVE hemorragico) ou

permanecer estavel durante toda vida sem se romper (REDE BRASIL AVC, 2010).

1.1 Aneurisma Intracerebral e Acidente Vascular Encefalico Hemorragico

O aneurisma intracerebral pode ser definido como uma dilatacdo anormal de
uma artéria que faz a irrigacdo cerebral e localiza-se geralmente onde se da a
bifurcacéo, que sdo consideradas regides mais frageis (REDE BRASIL AVC, 2010).
A ruptura da parede fragilizada pode levar a Hemorragia Subaracnoéide (HSA)
espontanea, um tipo de AVE, considerada um evento clinico grave que é
caracterizado pela ruptura e sangramento inesperado (TURCATO et al., 2006).

Dentre as origens de HSA, a forma traumatica € a mais comum. Os
aneurismas correspondem de 70 a 80% das hemorragias em sua forma espontanea,
ja as malformagfes arteriovenosas correspondem de 4 a 5% desses eventos.
Vasculites que envolvem o Sistema Nervoso Central (SNC), tumores, disturbios de
coagulacdo, tumores e a doenca falciforme sdo consideradas causas menos
frequentes (TURCATO et al.,, 2006). Os aneurismas podem ocorrer em qualquer
artéria do corpo tais como as de coracgdo, rim e abdémen, porém os do tipo cerebral

e da aorta tor4cica acusam altas taxas de mortalidade (REDE BRASIL AVC, 2010).



Os aneurismas intracerebrais podem ser classificados de acordo com sua
forma, tamanho e local. No que diz respeito a forma pode classificar-se como
saculares, fusiformes e dissecantes, sendo em sua maioria (90%) representado
pelas dilatacbes saculares que tem formato arredondado ou lobulado originando-se
das bifurcagdes arteriais (BONNEVILLE, SOUROUR & BIONDI, 2006) (Figura 1).

Sacular Fusiforme Dissecante

Figura 1: Tipos de aneurismas quanto a forma

Fonte:http://www.rwjuh.edu/brain-aneurysm/brain-aneurysm-overview.aspx (Adaptado).

Com relacdo ao tamanho, representando a maioria, 0s aneurismas saculares
sdo considerados como: a) pequeno, quando o diametro da estrutura € menor que
10 mm; b) grande, quando o diametro varia entre 10 e 25 mm e c) gigantes, para
aneurismas maiores que 25 mm, sendo esse representante de cerca de 5% de todos
0s aneurismas, apresentando manifestacdes clinicas especificas, pois além de ser
responsavel pela HSA espontédnea, a maioria dos pacientes acometidos pelos
aneurismas gigantes retrata déficit neuroldgico progressivo e outra minoria
apresenta déficit neurolégico agudo, que tem como causa eventos tromboembalicos
secundérios (BONNEVILLE, SOUROUR & BIONDI, 2006).

E fundamental a determinacdo do aneurisma intracerebral em intradural ou
extradural, esses dois tipos de aneurismas comportam diferentes consideracdes
clinicas e terapéuticas, o aneurisma extradural, por exemplo, praticamente ndo leva
a HSA espontanea. Cerca de 90% dos aneurismas intradurais saculares estao
situados no circulo de Willis, local onde se encontram as principais artérias para

vascularizacéo cerebral e tem como funcdo a manutencdo do fluxo sanguineo em


http://www.rwjuh.edu/brain-aneurysm/brain-aneurysm-overview.aspx

caso de obstrucdo. Além disso, também possuem uma elevada tendéncia de ser
grande ou gigante sendo causa de dor orbitaria, perda visual ou dor de cabeca em
60 a 70% dos casos (BONNEVILLE, SOUROUR & BIONDI, 2006; PEIXOTO et
al.,2015, TURCATO et al., 2006).

Em relacéo a etiologia os aneurismas podem ser congénitos, ateroscleréticos
ou hipertensivos, embodlicos, infeciosos, traumaticos e em associagdo as outras
condi¢cbes clinicas. Defeitos congénitos no musculo e tecidos da camada média
arterial sdo observados em 80% dos vasos normais dessa estrutura que se
deterioram conforme a exposicdo a estresses hemodinamicos do fluxo sanguineo
pulsatil (TURCATO et al., 2006).

Os aneurismas intracerebrais tornam-se sintomaticos quando ocorre sua
ruptura, designado de aneurisma intracerebral roto (rompido). Esse evento ocorre
principalmente em mulheres e o risco aumenta com a idade. O historico familiar
também é relevante, pois aneurismas cerebrais rompidos podem predispor as
chances (REDE BRASIL AVC, 2010).

A maioria dos aneurismas intracerebrais ndo se rompe e mantém-se sem
diagnéstico durante toda a vida. Entretanto, 27 mil novos casos de HSA provocados
por rompimento ocorrem nos Estados Unidos anualmente, isso representa de 5 a
15% dos casos de acidente vascular encefélico hemorragico (AVEH) (Figura 2)
(MAGISTRIS et al., 2013).

— ANEURISMA CEREBRAL

Y

5
ri

\ \ Aneurisma Intracerebral

\ I =z

L

Aneurisma Cerebral Rompido
3 (Acidente VascularEncefilico
Hemorragico)

Figura 2: Aneurisma intracerebral e acidente vascular
enceféalico hemorragico.

Fonte:https://www.epainassist.com/brain/brain-aneurysm-or-cerebral-aneurysm (Adaptado).
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O acidente vascular encefalico é considerado atualmente uma das principais
causas de morte e deficiéncia nos paises industrializados e apesar das intervencdes
da medicina ainda reduzirem o risco de morte, a elevada carga de cuidados de
saude, que resulta de suas incapacitantes consequéncias, aumenta de acordo com
o envelhecimento da populacdo (ROBINSON et al. 2009).

O AVEH corresponde cerca de apenas 10 a 15% de todos os acidentes
vasculares cerebrais, e sdo considerados mais debilitantes que o acidente vascular
encefalico isquémico (AVEI), tendo como desfecho a morte em apenas 30 dias,
representando 34% dos casos (ROBINSON et al. 2009).

Um dos principais fatores de risco para o AVEH é a hipertensao,
representando até 60% de todos os casos desse evento. Todavia, outros fatores
como terapia anticoagulante, o elevado consumo de alcool, histérico de AVE e 0 uso
de drogas ilicitas também tem relevancia. Outros fatores, considerados nao
modificAveis como a idade avancada, alteracdes cerebrais hereditarias e
coagulopatias devem ser consideradas (MAGISTRIS et al., 2013).

Pode-se dividir o AVEH em trés diferentes fases: 1) hemorragia inicial, 2)
expansdo o hematoma e 3) edema peri-hematoma. A hemorragia inicial tem como
causa o rompimento das artérias cerebrais que é influenciada pelos fatores de risco
anteriormente apontados. O seguimento da doenca depende principalmente das
duas ultimas fases, pois ocorrendo 0 aumento da pressédo intracraniana, pode ser
interrompida a integridade do tecido local e da barreira hematoencefalica como
consequéncia da expansdo do hematoma. O tamanho inicial da hemorragia e a taxa
de expansdo do hematoma devem ser levados em consideragcdo, pois s&o
progndésticos importantes, preditores de deterioracédo neurologica (MAGISTRIS et al.,
2013).

O hematoma formado é capaz de induzir alteracdes patolégicas nas regides
ao seu entorno, incluindo edema, apoptose, necrose além da presenca de células
inflamatoérias (QURESHI; MENDELOW; HANLEY, 2009). A necrose caracteriza-se
pela lise e inchacgo celular, esse mecanismo acarreta a morte de grupos de células
além de uma resposta inflamatoria significativa. Em contrapartida, a apoptose
envolve o encolhimento de células e a formacdo do corpo apoptoético. Além disso,
estudos sugerem que a morte celular na fase correspondente ao peri-hematoma

pode envolver esse mecanismo (QURESHI et al., 2003).



O sintoma tipico de HSA é o inicio subito de dor de cabeca severa, definida
como “a pior dor de cabeca da sua vida”, que se evidencia durante o esfor¢o. O
exame fisico pode revelar hemorragias na retina (Figura 3), inquietacao, rigidez
nucal, diminuicdo do nivel de consciéncia além de sinais neuroldgicos focais
(EDLOW & CAPLAN, 2000) (Tabela 1).

Figura 3: Hemorragia sub-hial6ide

Retina do olho direito de um paciente com hemorragia subaracnéidea aneurismatica apresentando
pequenas hemorragias em forma de chama (setas) e uma grande hemorragia sub-hialdide (seta).
Esse cenario € analisado como resultante de um aumento agudo na presséo intracraniana, que leva a
obstrucdo da saida venosa ocular.
Fonte: EDLOW & CAPLAN, 2000.

Pacientes que apresentam esses sintomas, considerados “achados classicos”
apresentam pouca dificuldade de diagndstico, porém, com a auséncia destes, a
identificacdo € incorreta, o que pode gerar a piora, que geralmente € consequéncia
do sangramento recorrente (EDLOW & CAPLAN, 2000).



Tabela 1. Conclusdes fisicas em pacientes com hemorragia subaracnoide.

Achados Provéavel localizagcdo do Aneurisma

Rigidez Nucal “Qualquer”

“Qualquer” (pode resultar de possiveis complicagdes

Diminuic¢éo do nivel de da ruptura aneurismatica: Hidrocefalia, hematoma ou
consciéncia isquemia).
Papiledema “Qualquer”

Hemorragia retiniana e sub-
“Qualquer”
hialoide
Paralisia do terceiro nervo Artéria comunicante posterior
Paralisia do sexto nervo Fossa posterior

Fraqueza bilateral nas . ) )
_ Artéria comunicante posterior
pernas ou abulia
Nistagmo ou ataxia Fossa posterior
Afasia, hemiparesia ou
negligéncia visual Artéria cerebral média

esquerda.

Fonte: Adaptado de EDLOW & CAPLAN, 2000.

1.2 Fatores derisco

Nos ultimos anos, estudos que utilizam métodos mais aprimorados tém
considerado os fatores de risco como modificaveis e ndo modificaveis para o AVE
isquémico e hemorragico além dos que estdo relacionados a base genética e sao e
reconhecidos a partir de estudos entre familiares (AZEVEDO, 2009). A identificacéo
prévia de fatores de risco tem como objetivo a profilaxia de AVE na populagéo. Além
disso, a caracterizagdo de determinantes de recorréncia e mortalidade implica em
estratégias secundarias de prevencdo tendo em vista a ameaca que o AVE
representa. A tabela 2 representa os fatores de risco para a AVE e sua recorréncia
(CHAVES, 2000).



Tabela 2. Fatores de risco estabelecidos para AVE.

Riscos modificaveis Riscos ndo modificaveis Outros
Hipertenséo |dade Alcool
Diabetes Sexo Anticorpo fosfolipideo
Fumo Raca Homocisteina elevada
Fibrilacéo atrial Etnia Processo inflamatorio
Outras doencas cardiacas Hereditariedade Infeccéo

Hiperlipidemias
Sedentarismo
Estenose carotidea
assintomatica
Ataques isquémicos

transitoérios

Fonte: Adaptado de CHAVES, 2000.

A Hipertenséao Arterial é apontada como principal fator de risco para AVE pelo
fato de estar associada a doenca de pequenas e grandes artérias. Ja a Diabetes
mellitus € um importante fator por conta de mecanismos relacionados a alteracdes
da hemodinamica cerebral, a hiperglicemia e a sua interacdo com outros aspectos
como a hipertenséo e a hiperlipidemia (CHAVES, 2000).

Em diversos estudos o tabagismo é constantemente apontado. O risco de
HSA aneurismatica é de 3 a 10 vezes maior entre fumantes quando comparado a
ndo fumantes. E relatado ainda, que o risco aumenta de acordo com o nimero de
cigarros fumados, e pacientes que continuam com o habito ap6s a HSA correm o
risco de desenvolver um novo aneurisma (TURCATO et al., 2006).

A fibrilacdo atrial (FA) tem grande prevaléncia e alta morbidade e mortalidade
na populagéo, essa condicdo aumenta o risco de AVE de 4 a 5 vezes. Cardiopatias,
principalmente isquémica e hipertensao, sao correlacionadas com maior risco de FA,
condicdo essa, que aumenta a mortalidade em quase duas vezes em ambos 0s
sexos (CHAVES, 2000).

Em relagdo aos fatores ndo modificaveis, mais especificamente etnia, notou-
se a maior incidéncia de mortalidade por AVE em negros, tanto nos Estados Unidos

como na Inglaterra. Isso pode ser explicado pela maior prevaléncia de hipertensao



hipertrofia ventricular esquerda, obesidade, consumo de alcool e fumo em negros
hispanicos comparados aos brancos, pelo menos nos Estados Unidos. Deve-se
ressaltar o menor grau de controle dessas condi¢cfes nestes grupos étnicos, apesar
desta ser uma circunstancia observada em todos 0s grupos socioeconémicos
(CHAVES, 2000).

As mulheres demonstram um risco mais elevado de desenvolver AVE (20%)
em comparacao aos homens (17%). Parte desse impacto € explicado pela maior
expectativa de vida além de fatores como diferencas na imunidade, coagulacéo,
fatores hormonais e reprodutivos. (BUSHNELL,2014).

No que se refere & homocisteina (um aminoécido com estrita relacdo com
doencas cardiovasculares) estudos mostram que niveis totais elevados de
homocisteina parecem apresentar risco independente para o desenvolvimento de
AVE. Esses niveis se evidenciam com a idade e prevalecem em populacdes bem
nutridas, porém uma conclusdo sélida sobre tal afirmacdo sé poderia ser obtida
através de ensaios randomizados (CHAVES, 2000).

1.3 Classificacao dos pacientes

O aneurisma intracerebral e o AVEH séo causa de diversos problemas que
levam a incapacidade, condicbes essas que acarretam para oS sobreviventes um
padrdo de vida com limitagbes (BRITO et al., 2013). Nos ultimos anos diversos
instrumentos para a avaliacdo do nivel de consciéncia vém sido utilizados na prética
clinica no formato de escalas, esse recurso tem 0 objetivo de manter um padrao de
avaliacdo da evolucéo clinica de pacientes e também a melhora na comunicacao
entre os integrantes das equipes de saude além da agilidade nos servicos de
emergéncia, € recomendado que seja simples, objetivo, preciso e confiavel. O
mecanismo de escala também pode atuar como indicador de mortalidade, porém, é
importante salientar que nenhuma escala deve substituir o exame clinico e
neurolégico detalhado e nem uma avaliagcdo completa apesar de sua importancia
(OLIVEIRA, PEREIRA & FREITAS, 2014).

A escala de coma de Glasgow (ECG) é uma escala clinica destina-se a
avaliacdo da profundidade e duragdo do comprometimento da consciéncia e o coma.
Esses niveis sdo definidos através de avaliagbes comportamentais baseados em

valores numeéricos. Atualmente €é o0 sistema de pontuacdo mais utilizado
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internacionalmente para a avaliagcao de pacientes em cuidado intensivo. Com grande
valor preditivo e sensibilidade, esse mecanismo foi criado com o objetivo de
padronizar as observagOes clinicas de pacientes acometidos por traumatismos
craniocerebrais além de permitir comparacdo de diferentes condutas e ser
ferramenta para o estabelecimento de prognéstico (OLIVEIRA, PEREIRA &
FREITAS, 2014).

A ECG avalia o paciente de acordo com sua reatividade com a observacéo de
trés parametros: abertura ocular, reacdo motora e resposta verbal. Cada
componente dos trés parametros varia de 3 a 15 representando um escore, sendo
15 o melhor e 3 0 menor, que pode ser considerado morte cerebral mediante
confirmacdo de outros parametros (OLIVEIRA, PEREIRA & FREITAS, 2014)
(ANEXO E).

Outro mecanismo de avaliacdo € a escala modificada de Rankin (EmR) que
mensura o grau de incapacidade e a dependéncia em atividades diarias de
pacientes acometidos pelo AVE. Essa escala é dividida em seis graus no qual o grau
0 representa individuos que ndo possuem sintomas residuais ou incapacidade. O
grau 5 trata-se de individuos com incapacidade grave restrito ao leito e por fim, o
grau 6 que representa o 6bito (BRITO et al., 2013) (tabela 3).
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Tabela 3. Escala de Rankin (avaliagéo funcional).

Grau Descricao
0 Sem sintomas
1 Nenhuma incapacidade significativa, a despeito dos

sintomas; capaz de conduzir todos os deveres e atividades
habituais.
2 Leve incapacidade; incapaz de realizar todas as atividades
prévias, porém é independente para os cuidados pessoais.
3 Incapacidade moderada; requer alguma ajuda, mas é capaz
de caminhar sem assisténcia (pode usar bengala ou
andador).
4 Incapacidade moderada severa; incapaz de caminhar sem
assisténcia e incapaz de atender as proprias necessidades
fisiol6gicas sem assisténcia.
5 Deficiéncia grave; confinado a cama, incontinente,
requerendo cuidados e atencao constante de enfermagem.
6 Obito.

Fonte: Adaptado de Ministério da saude, 2013.

O indice de Barthel relaciona-se a avaliacdo no que diz respeito as atividades
diarias, mede a independéncia funcional no cuidado pessoal, mobilidade, locomocéo
e eliminagcdes. A pontuacéo varia de 0 a 100 com intervalos de 5 pontos sendo que
as maiores pontuacdes indicam maxima independéncia. Avalia-se a independéncia
funcional em dez atividades basicas da vida: comer, higiene pessoal, uso de
sanitarios, tomar banho, vestir e despir, controle de esfincteres, deambular,
transferéncia da cadeira para cama, subir e descer escadas. Esse parametro de
avaliacdo é amplamente utilizado no ambiente hospitalar, centros de reabilitacéo e e
considerado o instrumento mais adequado para avaliacdo de atividades diarias
(MINOSSO et al., 2010; ARAUJO ,2007) (ANEXO F).

As escalas de Glasgow, Rankin e indice de Barthel foram utilizados para a
analise dos pacientes do estudo nas comparagdes com o polimorfismo +936C/T
(rs3025039).
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1.4 Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

O desenvolvimento do suprimento vascular € conhecidamente uma condicao
essencial para a estruturacdo e diferenciacdo de 6rgdos durante a embriogénese.
Do mesmo modo, a cicatrizacdo e fungbes reprodutivas no organismo adulto
também necessitam da boa concepcéo dessa rede de vasos que atua como suporte
de oxigénio e nutrientes. (FERRARA & DAVIS-SMYTH, 1997). Nesse mesmo
contexto a angiogénese, como mecanismo fundamental, desempenha a expressiva
funcdo na formacdo de novos vasos sanguineos, estes, que sdo desenvolvidos a
partir de vasos pré-existentes (CROSS & WELSH, 2001).

De forma resumida, a angiogénese envolve 0s seguintes processos:
inicialmente realiza-se a divisdo celular e posterior degradacdo seletiva da
membrana basal e do ambiente da matriz celular. Em seguida ocorre migracéo de
células endoteliais. Por fim, ocorre formacdo de uma nova estrutura tubular
(FREITAS et al., 2009). A angiogénese também esta envolvida na patogénese de
diversas doencas, entre elas pode-se citar: retinopatias proliferativas, degeneragao
macular relacionada com a idade, tumores, artrite reumatoide, psoriase e outros
(FERRARA & DAVIS-SMYTH, 1997).

Pesquisas de potenciais reguladores da angiogénese acarretaram na
descoberta de diversos fatores, dentre eles o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF, em inglés: Vascular Endothelial Growth Factor). Seu papel central
foi elucidado com regulador chave na angiogénese, atuando na iniciagdo e na
regulacdo de diversas respostas celulares, além de obter especificidade pelo
endotélio vascular (FERRARA & DAVIS-SMYTH, 1997; FREITAS et al., 2009).

O VEGF desempenha importante papel como regulador na composi¢cao
vascular fisiologica. Niveis diminuidos ou sua auséncia sdo capazes de provocar
danos tanto quanto seu aumento no que diz respeito a formagao vascular sistémica
(FATIMA & PAPA, 2010). Identificado como uma citocina, o VEGF é expresso por
variados tipos celulares tais como células do musculo liso aodrtico, macréfagos e
miodcitos. Além disso, linfocitos, neutréfilos e plaguetas mostraram expressdo do
mesmo (HAMAMICHI et al., 2001). Neste interim, a autenticidade do VEGF ja vem
sendo descrita, e claramente demonstra sua capacidade de promover o crescimento
de células endoteliais vasculares derivadas de artérias, veias e linfaticos (FERRARA
et al., 2003).
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Pertencente a uma familia de polipeptidios, que inclui o fator de crescimento
placentario (PGF, em inglés: Placental Growth Factor), o VEGF é caracterizado pela
presenca de oito residuos de cisteina em um peptideo monomérico. Em humanos
foram identificados seis membros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-F e
P1GF. O VEGF- A, ou apenas VEGF, é o integrante mais ativo no desenvolvimento
vascular de mamiferos e em doencas que envolvem anormalidade no crescimento
de vasos sanguineos (FREITAS et al., 2009; HOLMES & ZACHARY, 2005).

O VEGF apresenta estruturas de ativacdo denominadas de VEGFR1 E
VEGFR2. Séo proteinas de membrana e que ao longo da estrutura proteica séo
divididas em quatro regifes: um dominio extracelular de ligagédo do ligante, dominio
transmembranar que é seguido por uma regido flexivel justa-membrana ligada a um
dominio tirosina quinase e por fim uma cadeia carboxi-terminal. Os VEGFRs sao
atribuidos de relevante identidade entre si, e isso se d& principalmente nos dominios
extracelular e quinase. Além disso, os VEGFRs estédo intimamente associados com
a familia de receptores dos fatores de crescimento derivados de plaquetas
(FREITAS et al., 2009).

Conhecido também como fator de permeabilidade vascular (VPF), resultado
de sua eficiente capacidade de ampliar a capacidade dos vasos sanguineos, o
VEGF oportuniza o extravasamento de proteinas e outras moléculas para fora do
ambiente vascular (HOLMES & ZACHARY, 2005). Dvorak (1987) sugeriu em seu
estudo, que uma elevacdo da permeabilidade microvascular pode estar associado a
tumores e feridas, uma vez que a fuga de proteina plasmatica induzida pelo VEGF
leva a formacao de gel de fibrina, que por sua vez é empregada como substrato para
o crescimento endotelial e de células tumorais.

Estudos mais recentes apontam também que o VEGF pode ser indutor de
fenestracbes em células epiteliais. Roberts e Palade (1995) elucidaram em seu
estudo que a administracdo topica de VEGF acarretou no desenvolvimento de
fenestragBes no endotélio de pequenas vénulas e capilares mesmo em regifes onde
comumente as células endoteliais ndo sdo fenestradas. O fato foi entdo associado

ao aumento da permeabilidade vascular.
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1.5 Polimorfismos do VEGF

O genoma humano possui milhées de polimorfismos, esses, definidos como
variantes genéticas no qual formas consideradas menores ocorrem pelo menos uma
vez em cada cem formas. As anormalidades genéticas apresentam caracteristicas
benignas e interessantes tornando individuos diferentes entre si, no entanto, podem
ter atuacdo na saude, sendo utilizado como ferramenta de rastreio de doencas
(GOLDSTEIN & CAVALLERI, 2005).

O polimorfismo genético pode ser entendido como variacbes em sequéncias
codificantes ou reguladoras em mais de 1% de individuos da espécie, e isso podera
ser traduzido em fendtipos diferentes. Os polimorfismos genéticos nomeados de
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) representam cerca de 90% das
variacbes encontradas no genoma humano, tais condi¢des pode se apresentar tanto
na regido codificante quanto na regido reguladora do gene. Esse processo pode
ocasionar alteracbes nos aminoacidos da proteina codificada ou na taxa de
producéo desta (SALAZAR-PELAEZ, 2012).

Ja foram descritos diversos polimorfismos do gene VEGF, alguns associados
com a expressao diferencial da proteina VEGF in vitro (BISELLI et al., 2008). Esse
gene em humanos tem como caracteristica a conservagao da estrutura de 8 éxons,
e 7 introns (HOLMES & ZACHARY, 2005). Existem diversas isoformas codificadas
que sdo determinadas a partir da quantidade de éxons e outras consequentes
propriedades e padrdes. Atualmente, em humanos, oito isoformas do VEGF- A ja
foram descritas (VEGF121, VEGF145, VEGF 148, VEGF165, VEGF165b, VEGF183,
VEGF189 e VEGF206) que sdo obtidas através de splicing alternativo de apenas um
gene. As diferentes isoformas sdo nomeadas de acordo com a quantidade de
aminoacidos que cada molécula de proteina que foi secretada detém, além disso,
essa peculiaridade define atributos de cada molécula como a sua solubilidade e
capacidade de ligacdo a heparina (FATIMA & PAPA, 2010).

O gene VEGF encontra-se localizado no cromossomo 6 (6p21.3) (VINCENTI
et al.,, 1996), e é considerado um gene com elevada capacidade polimorfica. Além
disso, a expressao desregulada desse gene pode ter implicacdo em diversas
patologias (BURACZYNSKA et al., 2007). Diversos estudos imuno-histoquimicos
mostraram o envolvimento do VEGF em alteragbes conformacionais na
vascularizacdo cerebral (SANDALCIOGLU et al.,, 2006). Skirgaudas et al. (1996)
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estudou a expressao e distribuicdo da imunorreatividade aos fatores de crescimento
da angiogénese na parede vascular de aneurismas intracranianos de reacoes
imuno-histoquimicas de anticorpos. Foi observado como resultado a significativa
expressdo do VEGF na parede de todos os aneurismas.

Sao diversos os polimorfismos do gene VEGF e como consequéncia seus
niveis de expressao podem ser alterados. Dentre eles pode-se destacar o +936C/T,
localizado na regido nao traduzida do VEGF, que € uma mutacdo comum no qual a
troca C/T pode estar relacionada de forma determinante com niveis plasmaticos
desse gene. Portadores de apenas um alelo, +936T, menos comum, demonstram
niveis reduzidos de VEGF (RENNER et al., 2000). Diversos estudos investigam o
polimorfismo VEGF +936C/T relacionando-o como fator de susceptibilidade a
diversas doencas, como por exemplo: cancro da mama, sarcoidose, parto prematuro
espontaneo e vasculite. (WOLF et al., 2004; SONG, KIM & LEE, 2014).

Apesar de amplamente polimérfico e considerado fator importante da
angiogénese tanto fisiolégica quanto patologica (FONTANELLA et al., 2013), néo
existem estudos que relacionem o envolvimento do polimorfismo VEGF +936C/T
com a predisposicdo ao acometimento de aneurisma intracerebral e acidente

vascular encefalico hemorragico.
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2. JUSTIFICATIVA

Notadamente, o Acidente Vascular Encefalico Hemorragico e Aneurisma
Cerebral estdo entre as principais causas de incapacitacdo funcional e morte
atualmente. Isso se deve a diversos fatores, entre eles, ambientais e genéticos.
Portanto, torna-se importante o estudo do gene VEGF, e de forma mais especifica o
polimorfismo +936C/T, a fim de buscar relacdo entre a alteracdo genética e as
condic@es fisiopatoldgicas geradas.

Considerando-se a importancia desse gene para a manutencdo da
integridade vascular e as diversas consequéncias aos seus portadores esse estudo
tem o intuito de colaborar e elucidar sobre a influéncia de fatores genéticos sobre o
AVEH e aneurisma intracerebral, tais esclarecimentos podem atuar como
coadjuvantes no prognéstico dessas doencas e consequentemente na qualidade de

vida dos individuos afetados.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo € avaliar a relacdo entre o polimorfismo
+936C/T localizado na regido 3'UTR do gene do VEGF e o desenvolvimento de
Aneurisma intracerebral e AVEH em pacientes atendidos no setor de Neurocirurgia
do Hospital de Base de Brasilia.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo VEGF
+936C/T em individuos afetados pelo acidente vascular encefalico hemorragico e

aneurisma intracerebral atendidos em um hospital localizado no Distrito Federal.

3.2.2 Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas previamente
identificadas com aquelas apresentadas em individuos ndo portadores de doencas
cronicas que habitam na mesma regido, promovendo assim, um estudo do tipo caso-

controle.

3.2.3 ldentificar a frequéncia do polimorfismo VEGF +936C/T de acordo com
as avaliacOes de déficit neurolégico e funcional dos pacientes por meio de escalas

avaliativas (Escala de Glasgow, Escala de Rankin,e indice de Barthel).
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4. METODOLOGIA

4.1 Delineamento

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

4.2 Campo de Estudo

ApoOs a aprovacdo do projeto (ANEXO A), dados pessoais dos participantes
da pesquisa foram obtidos por meio do preenchimento de uma ficha de identificacao
especifica (ANEXO B). A ficha de identificacdo possibilitou a identificacdo dos
pacientes segundo a idade, sexo, cor, estado civil, data do AVEH/aneurisma, HAS,
Presséo arterial, diabetes, glicemia, tabagismo, etilismo, uréia, creatinina, pontuacao
na escala de coma de Glasgow, Rankin e indice de Barthel na admiss&o e exames
de imagem.

O anico procedimento a que os participantes foram submetidos foi a coleta de
aproximadamente 10 mL de sangue venoso através de puncdo de veia periférica,
com material novo e descartavel.

O material bioldgico (sangue) dos participantes foi levado ao Laboratério de
Biologia Molecular do Centro de Bioprospeccdo e Neurociéncias (Instituto de
Ciéncias Biologicas, Universidade de Brasilia) para realizacdo da extracdo do DNA
das amostras e os exames para verificacdo dos polimorfismos genéticos. Esse
material biolégico foi fracionado, e armazenado no Laboratorio de Pesquisa em

Genética Molecular e no Laboratorio de Analises Clinicas da FCE.

4.3 Amostra

Os participantes da pesquisa foram divididos em grupo caso e grupo controle.
O grupo caso teve como critérios de inclusdo: pacientes de ambos os sexos, idade
maior que 18 anos, com diagnéstico de AVEH e/ou aneurisma intracerebral,

admitidos no periodo de 1 de janeiro de 2011 a 31 de dezembro de 2012, com
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diagnostico de AVEH e ou aneurisma intracerebral comprovado por meio de
tomografia computadorizada.

Os critérios de exclusdo foram menores de 18 anos, individuos que nao
apresentaram diagnoéstico de AVEH e/ou aneurisma intracerebral e individuos que
nao desejaram participar da pesquisa ou representantes legais que nao consentiram
em participar.

A autorizacdo ética para pesquisa foi para no maximo 200 participantes do
grupo caso.

O grupo controle teve como critérios de inclusédo individuos de ambos os
sexos, idade maior que 18 anos, sem AVEH e aneurisma intracerebral e n&o
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 ndo desejaram participar
da pesquisa.

A autorizacdo ética para pesquisa foi para no maximo 200 participantes do
grupo controle, sendo que este grupo foi pareado por sexo e idade em relacéo ao
grupo caso.

4.4 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

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

Antes da coleta do material, ocorreram esclarecimentos sobre o significado e
0 possivel uso dos resultados previstos. Aos sujeitos de pesquisa foi oferecida a
opcao de escolher entre serem informados ou nao sobre resultados de seus

exames.
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4.5 Termo de Guarda de Material Bioldgico

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

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

retird-los do banco onde se encontram armazenados, a qualquer momento.

4.6 Procedimentos Técnicos e Laboratoriais

4.6.1 Extracdo de DNA

O DNA foi extraido de sangue periférico com uso do kit Invisorb Spin Blood
Mini Kit (250) da empresa Invitek (catalogo #CA10-0005, lote #1031100300,
Alemanha). A concentragcdo do DNA obtido foi estimada pelo espectrofotbmetro
(NANODROP Technologies Inc., Wilmington, DE, USA). A concentragdo média
alcangada foi de 20 ng/uL.

4.6.2 Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR)

A reacdo para amplificacdo do gene VEGF +936C/T foi realizada pela técnica
da Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR, em inglés: Polymerase Chain Reaction),
gue permite que uma regido selecionada do genoma seja amplificada milhées de
vezes. O protocolo de trabalho foi desenvolvido de acordo com Biselli et al. (2008) e
Wolf et al. (2004), que em seus estudos relatam a reacdo utilizando o mesmo
polimorfismo. Primeiramente foi realizado teste para definir a melhor temperatura de
anelamento de primers (tabela 4) e definicAo das condicbes de amplificacdo do
fragmento de 198 pb (pares de base) (figura 4). O volume final de cada amostra para
amplificagdo do DNA gendmico foi de 20 puL seguindo o protocolo descrito na tabela
5. Logo apos o preparo, as reagdes foram submetidas a termociclagem, seguindo as
condicdes descritas na tabela a seguir (tabela 6). Apos a etapa de padronizacao, foi
escolhida a temperatura de 61°C para a continuidade do trabalho. Todas as PCRs

foram realizadas utilizando o termociclador Bioer life express ®.
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Apbs a PCR as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
2% (preparado com 1,2 g de agarose + 60 mL de TBE 1x). Adicionou-se tamp&o de
corrida de amostra azul de bromofenol (5 pyL) e Gel Red™ (1 yL) e uma aliquota de
amostra (5 pyL) em cada poco do gel para a corrida. As condicbes de corrida
utilizadas foram: voltagem de 80 V por 45 minutos. Posteriormente a visualizacéo

dos resultados foi realizada através de fotodocumentador sob luz UV.

60 *C

198pb

M CN3 1 2 CN4 1

Figura 4: Visualizacdo das amplificagdes do polimorfismo VEGF
+936 C/T em gel de agarose para teste de temperatura utilizando
trés amostras distintas de pacientes acometidos por Acidente
Vascular Encefalico Hemorragico (59 °C, 60°C, 61 °C e 62°C).

(M) marcador de pares de base *. (CN) Controle negativo
*O marcador de peso molecular utilizado foi o de 100pb (®AVATI, Curitiba, Brasil).

Fonte: Elaborada pela autora

Tabela 4. Iniciadores para detec¢ao do polimorfismo +936C/T do gene VEGF.

Iniciadores Sequéncias (5’- 3’)
*VEGF +936 forward (F) AAGGAAGAGGAGACTCTGCGC
*VEGF +936 reverse (R) TATGTGGGTGGGTGTGTCTACAGG

*Exxtend, Sdo Paulo, Brasil.
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Tabela 5. Protocolo da reacéo de PCR.

Reagente Concentracao do Concentracao ML para cada
uso para cada reacao reacao
*Tampéao 10x 1x 2 uL
*MgCl, 50mM 50mM 0,6 L
DNTP 25 nM 2,5nM 1,6 uL
Primer VEGF (F) 5 pmol/pL 5uM 0,5 yL
Primer VEGF (R) 5 pmol/pL 5 uM 0,5uL
*Taqg- Polimerase 5U/uL 5 U/ uL 0,2 uL
DNA 2,5 ng/ uL 2,5 ng uL 4 uL
Agua Millig-Q - - 10,6 uL
Volume total - - 20 L

~*Ludwig Biotecnologia LTDA, Porto Alegre, Brasil.

Tabela 6. Condi¢cdes de amplificacdo do VEGF +936C/T.

Temperatura (°C) Tempo (min) Ciclos
95 z =
95 1
ol 1 35x
72 1
72 10 =
4 -

4.6.3 RFLP- Restriction Fragment Length Polymorphism (Polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restricéo)

Posterior a confirmacédo da amplificacdo, utilizando-se o produto da PCR foi
realizada a digestdo com enzima de restricdo Anza™ 56 Hinlll, que digere
completamente o DNA no local de reconhecimento CATG #, o protocolo da reagao

(volume final de 10 pL) descrito na tabela 7.
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Tabela 7. Protocolo da reagao de digestéo.

Reagente ML para cada reagao
*Anza™ restriction enzyme Hin 1ll 0,25 L
*Anza™ 10x Red Buffer 1uL
Agua Milli-Q 7,25 uL
DNA 1,5uL

*Thermo Fisher Scientific,Waltham, Massachusetts, USA.

Apds a montagem do sistema de digestdo as amostras eram levadas ao banho
maria a 37 °C por 1h. Passado o procedimento adicionou-se Gel Red™ (1 pL) em
cada amostra no qual foram reveladas por eletroforese em gel de agarose 2,5 %
(preparado com 1,5 g de agarose + 60 mL de TBE 1x) sob voltagem de 80 V por 45
minutos. Posteriormente a analise foi realizada através de fotodocumentador sob luz

UV para observagéo do padrao de bandas (figura 5).

Figura 5: Digestdo Enzimatica do gene VEGF +936C/T
gerando os gendtipos C/T, C/C e T/T.

(M) Marcador de pares de base*

*O marcador de peso molecular utilizado foi o de 100pb (®AVATI, Curitiba, Brasil).
Fonte: Elaborada pela autora
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5. ANALISE ESTATISTICA

5.1 Estimativa das frequéncias genotipicas e de dados dos participantes da
pesquisa.

As frequéncias genotipicas e alélicas foram estimadas por contagem direta,
por meio do programa SPSS versao 23.0. Para comparacdo das distribuicbes das
frequéncias foi aplicado o teste do qui-quadrado e teste U de Mann-Whitney de
forma a detectar possiveis associacdes dos genétipos entre os dois grupos
avaliados (caso e controle). Foram consideradas associacdes com probabilidades
menores que 5% (P<0,05).

Também foram estimadas as frequéncias de caracteristicas dos participantes
da pesquisa, a saber: idade, sexo, tabagismo, etilismo, presenca de hipertensao
arterial (HAS), e diabetes. .

Além disto, caracteristicas clinicas do grupo caso foram descritas

estatisticamente, tais como: as escalas de Glasgow, Rankin e indice de Barthel.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Caracterizacao dos grupos de estudo

Durante o periodo de estudo foram identificados 91 individuos portadores de
AVEH e/ou aneurisma e 57 individuos pertencentes ao grupo controle. A partir da
selecdo dos grupos amostrais foi possivel realizar a avaliagdo quanto ao sexo e
idade dos grupos de estudo permitindo assim obter a homogeneidade representada
(tabelas 8 e 9). A tabela 8 representa a associacdo do sexo em relacdo ao
AVEH/aneurisma. Observa-se que no grupo AVEH/aneurisma 60,4% dos
participantes eram do sexo feminino enquanto que no grupo controle essa variavel
representou 45,6%. JA no que diz respeito ao sexo masculino o grupo controle
revelou maior porcentagem do que no grupo caso, porém ndo houve significancia
estatistica (P=0,056) entre os estudos, demonstrando que o género dos pacientes

ndo € um fator que influencia no estudo.

Tabela 8. Associagao entre sexo e grupos caso e controle.

Grupos
AVEH/Aneurisma Controle
N % N % p*
Feminino 55 60,4 26 45,6
Sexo Masculino 36 39,6 31 54,4 0,056
Total 91 100,0 57 100,0

*Teste do qui-quadrado; (N) nimero amostral (P) probabilidade.

Considerada a quarta causa principal de morte nos Estados Unidos e o
distarbio neurolégico mais comum, o Acidente Vascular Encefalico (AVE) gera cerca
de 150.000 mortes a cada ano. A incidéncia dos casos dessa morbidade aumenta
de acordo com a idade (atingindo pessoas acima dos 65 anos) (GREENBERG et al.,
2014). O presente estudo demonstrou em seus resultados um maior numero de
mulheres atingidas no grupo caso (AVEH/Aneurisma) (60,4%, n= 55).

O AVE é a quinta causa de morte em homens e em mulheres é considerada a

terceira principal causa. As mulheres sdo mais adversamente afetadas pelo AVE por
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conta da maior populacdo e longevidade desse grupo, e também pelo pior
prognostico que é apresentado. Outros fatores como diferencas na imunidade,
coagulacéo, fatores hormonais e reprodutivos (gravidez e parto), fatores sociais
podem também ser encarados como risco e também serem impactantes quando se
trata de acidentes vasculares encefélicos (BUSHNELL, 2014).

A maioria dos estudos mostra que as mulheres tém taxas de Acidente
Vascular Encefalico Hemorragico (AVEH) maior que os homens, porém essa
diferenca pode ser modificada de acordo com a idade, sendo que o quadro se
inverte quando se trata pessoas mais jovens sendo, nessas condi¢des, 0os homens
0s mais atingidos pelo AVEH. Dados de outros paises, que ndao EUA, mostram
diferentes padrdes sexuais no que diz respeito ao AVEH. Na Finlandia, por exemplo,
0s homens ndo os mais atingidos (BUSHNELL, 2014).

Mansur e Favarato (2016), em estudo retrospectivo que teve como base
dados do Portal do Ministério da Saude (DATASUS) analisou a mortalidade por
doencas cardiovasculares e cerebrovasculares. Notou-se que a mortalidade por
doencas cardiovasculares aumentou na Regido Nordeste no periodo de 1980 a 2012
em 27% da populagdo, sendo que destes, 33% eram homens e 18% mulheres. No
que diz respeito aos Aneurismas Cerebrais, estudos documentaram uma maior
prevaléncia desse acometimento em mulheres bem como o maior risco de ruptura.
Além disso, a localizacdo desses Aneurismas também difere com relacdo ao sexo, o
gue pode representar maior risco de AVEH entre os diferentes grupos (BUSHNELL,
2014).

No estudo de coorte de Framingham, pacientes foram acompanhados por até
51 anos para avaliar o risco de apresentar o primeiro AVE, durante o periodo de
avaliacao, 86% dos participantes que desenvolveram AVE eram mulheres. Ao longo
de um periodo de 29 anos a maior porcentagem de participantes, também do sexo
feminino, apresentaram prognostico de deméncia e Alzheimer. Isso demonstra o
maior risco vital que as mulheres representam em relagédo aos homens (SESHADRI,
2006).

Observamos também a diferenca de idade nos grupos caso e controle
estudados (tabela 9). Para essa comparacdo foi utilizado o teste U de Mann-
Whitney que testa a igualdade das medianas. Nota-se que tanto no grupo

AVEH/aneurisma quanto no grupo controle as medianas apresentaram 0 mesmo
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valor. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos (P=0,252), demonstrando que
esta varidvel ndo afeta os resultados de comparagao entre 0s grupos.

Tabela 9. Associagéo entre idade e grupos caso e controle.

Grupos
AVEH/Aneurisma Controle
P25 Mediana P75 P25 Mediana P75 p*
Idade 51 52 60 49 52 57 0,252

* Teste U de Mann-Whitney. (P) probabilidade; (P25) Percentil 25; (P75) Percentil 75.

Apesar de ndo ter sido obtida relevancia estatistica entre as idades dos
participantes do presente estudo foi observada, a mediana de idade de 52 anos
tanto para o grupo caso quanto para o controle. A idade média de ocorréncia de
hemorragia subaracnéide varia entre 50 e 52,6 anos e pacientes com mais de 70
anos geralmente apresentam quadro mais grave (TURCATO et al., 2006).

No Brasil, a incidéncia de AVE dobra a cada década ap6s os 55 anos
evidenciando a importancia da patologia na populacdo idosa. Tal quadro pode ser
atribuido ao envelhecimento populacional brasileiro, que vem acontecendo em
consideravel progressdo. Esse fato que se deve essencialmente ao aumento da
expectativa de vida, resultado de investimentos em servicos de saude de alta
complexidade e até as acBes primarias de saude (PEREIRA, 2009).

Um estudo realizado no Distrito Federal que avaliou aspectos topograficos,
epidemioldgicos e situacdo clinica de pacientes de um hospital local revelou uma
faixa etaria de 20 a 92 anos de idade em 148 pacientes, sendo maior nimero do
sexo masculino (SILVA et al., 2013). Tais dados sdo compativeis com os do

presente estudo.

6.2 Resultados da avaliacdo do polimorfismo genético VEGF +936 C/T

Alvo principal do estudo foram observadas as distribuicbes alélicas e
genotipicas do gene VEGF quando associadas aos grupos caso e controle (tabela
10). A proporgcédo do gendtipo homozigoto (C/C) prevaleceu no grupo controle; no

gue se refere ao gendtipo C/T, o grupo caso apresentou maior porcentagem (24,2
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%, n= 22). O gendtipo homozigoto (T/T) representou maior porcentagem no grupo
controle (3,5 %, n= 2). Porém, ndo foi observada diferenca estatistica significativa
(P=0,113). E possivel julgar que a presenca desses gendtipos em individuos
acometidos por AVEH/Aneurisma ndo pode ser considerado fator de risco. Na
mesma tabela também é representada a diferenca percentual entre os genétipos no
que diz respeito a presenca do alelo T tanto homozigoto quanto heterozigoto.

Em relacdo a presenca do alelo T, o grupo AVEH/Aneurisma apresentou
maior porcentagem (26,4%, n=24) para 0 genotipo heterozigoto (C/T) e para o
homozigoto (T/T) quando somados. Novamente, apesar das diferengas percentuais
nao houve diferenca estatistica na comparacao entre os grupos (P=0,076).

Em relacdo as frequéncias alélicas, nota-se que a presenca do alelo C foi
maior no grupo controle (91,2%, n=104), a presenca do alelo T foi encontrada em
maior porcentagem no grupo caso (14,3%, n=26). Nao foi verificada diferenga
estatistica nesse quesito (P=0,158).

Tabela 10. Distribuicdo genotipica do polimorfismo VEGF +936 CT nos grupos caso
e controle.

Grupos

VEGF +936 C/T AVEH/Aneurisma Controle
(rs3025039) N % N % P OR IC(OR)

CIC 67 73,6 49 86,0

CIT 22 24,2 6 10,5 0,113 NA NA

Genotipos TIT 2 2,2 2 3,5
CIC 67 73,6 49 86,0 0,076 0,46 0,19-1,09

CIT+TIT 24 26,4 8 14,0
Alelos C 156 85,7 104 91,2 0,158 0,56 0,27-1,25

T 26 14,3 10 8,8

(N) nimero amostral; (P) probabilidade; (NA) ndo se aplica; (OR) Odds Ratio; (IC) Intervalo de

confianca.

Diversos estudos com o polimorfismo do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) na posicédo +936 C/T ja foram realizados. Sua possivel associacao

e susceptibilidade a diversas patologias ja foram descritos e apresentam resultados
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que distinguem entre si. As influéncias do polimorfismo s&o reconhecidas
diferenciando-se entre as diversas patologias. A associacao do genétipo VEGF +936
C/T ja foi relatada com a perturbacdo da homeostase vascular em pacientes com
doenca de Kawasaki (vasculite pediatrica de artérias de tamanho médio) (BREUNIS
et al.,, 2012), a degeneracdo macular relacionada a idade neovascular (QU, 2011),
cancer de ovério epitelial (BHASKARI, 2016) e retinopatia diabética, no qual a meta-
analise encontrou relacdo significativa entre o polimorfismo VEGF +936C/T nas
populacées asiaticas (HAN et al., 2014). E importante salientar que a andalise de uma
provavel associacdo do polimorfismo VEGF +936C/T em pacientes acometidos com
Aneurisma Intracerebral e/ou pacientes acometidos por Acidente Vascular
Encefalico Hemorragico € inovadora no que diz respeito a tal polimorfismo.

Wu, et al. (2013) em estudo de meta-analise investigou a relacdo entre os
dois polimorfismos mais frequentemente investigados do gene VEGF, +936 C>T e
1154 G>A e os acidentes vasculares cerebrais. Os resultados da meta- andlise
indicaram que um dos polimorfismos, +936 C>T pode estar relacionado ao aumento
do risco de AVE, especialmente em Asiaticos, porém nao teve relacdo com o outro
polimorfismo investigado.

Fontanella et al. (2013) em seu estudo avaliou a possibilidade de modificacado
de um alelo ou gendétipo no gene VEGF na ocorréncia de hemorragia subaracnoide
aneurismatica e caracteristicas clinicas relacionadas em uma populacéo italiana. Foi
examinado o polimorfismo bialélico (C>T) na posicdo +936C/T (rs3025039) e uma
microdelecéo de 18 pb na regido promotora. Participaram da pesquisa 200 pacientes
(69 homens e 131 mulheres) com aneurismas cerebrais. Durante a avaliacdo néo
foram encontradas diferencas significativas entre as frequéncias alélicas e
genotipicas nos grupos caso e controle. Portanto, a associagdo genética entre VEGF
e hemorragia subaracnéide aneurismatica ndo se confirmou, sugerindo que esse
gene nao é o principal fator de risco genético para doenca.

A associacdo entre o polimorfismo VEGF +936C/T, seus genotipos,
caracteristicas clinicas (HAS, Diabetes, Tabagismo ou etilismo) e o perfil de escalas
de consciéncia (Escala de Glasgow, Escala de Rankin e indice de Barthel) foi
observada nos pacientes do grupo AVEH/Aneurisma (tabela 11).
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Tabela 11. Caracteristicas clinicas associadas a ocorréncia de AVEH/aneurisma e
escalas de consciéncia relacionadas ao polimorfismo por genétipo C/C, C/T + T/T do
polimorfismo VEGF +936 CT em pacientes do grupo caso.

VEGF +936C/T (rs3025039)

C/C C/IT+TIT
a N % N % P OR IC(OR)
HAS sim 53 79,1 17 70,8 0,41 1,56 0,54-4,50
nao 14 20,9 7 29,2
Diabetes sim 2 3,0 1 42 0,61 0,71 0,06-8,18
nao 65 97,0 23 95,8
Tabagismo sim 24 35,8 11 458 0,39 0,66 0,26-1,70
nao 43 64,2 13 54,2
Etilismo sim 18 26,9 6 250 0,86 1,1 0,38-3,21
nao 49 73,1 18 75,0
Glasgow coma 6 9,0 1 4,2
intermediario
coma 2 3,0 0 0,0
superficial 0,51 NA NA
normalidade 59 88,1 23 95,8
Rankin  assintomatico 17 25,4 6 25,0

sintoma sem 37 55,2 17 70,8

incapacidade

incapacidade 2 3,0 0 0,0
leve 0,54 NA NA
incapacidade 3 4,5 0 0,0
moderada
incapacidade 4 6,0 1 4,2
moderada a
grave
incapacidade 4 6,0 0 0,0

grave
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indice de incapacidade 8 11,9 1 4,2

Barthel severa
incapacidade 5 7,5 1 4,2

moderada 0,59 NA NA

incapacidade 28 41,8 10 41,7

leve
independencia 26 38,8 12 50,0

funcional

a. Grupos = AVEH/Aneurisma; (HAS) Hipertensao Arterial Sistémica; (N) nimero amostral; (P)

probabilidade; (NA) ndo se aplica; (OR) Odds Ratio; (IC) Intervalo de confianca.

Entre os participantes da pesquisa pertencentes ao grupo AVEH/Aneurisma,
79,1 % com gendtipo C/C e 70,8 % com gendtipo C/T + T/T possuiam HAS. Essa
diferenca néo foi estatisticamente significante. No que se refere a Diabetes, a
maioria dos pacientes revelou ndo ser portador tanto no genétipo C/C quanto nos
gendtipos C/T + T/T. Essa avaliagdo também ndo apresentou relevancia estatistica
(P=0,61). Tabagismo e etilismo revelaram resultados semelhantes, pois tanto no
gendtipo C/C quanto nos C/T + T/T essas variaveis representaram maioria negativa,
afirmando que maior parte desses pacientes ndo eram adeptos desses hébitos.
Concomitantemente, ndo foi obtida relevancia estatistica para essas avaliacdes.

A identificacdo e controle de fatores de risco tém como objetivo a prevencao
primaria de AVE na populacdo. A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) é
considerada o principal fator de risco para AVE e o precursor mais comum. O risco
de desenvolver AVE é quatro vezes maior em hipertensos em relacdo a populacéo
normotensa (CHAVES, 2000; KANNEL et al., 1970). Apesar da evidéncia, 0s
resultados do presente estudo ndo sdo compativeis com a literatura, eliminando a
HAS como fator de risco de AVEH/Aneurisma.

Diabetes também é considerada importante no AVE sendo o segundo fator
mais importante apos a HAS. Essa patologia envolve mecanismos etiopatogénicos
que envolvem alteracdes hemodindmicas cerebrais. O tabagismo é um relevante
fator de risco principalmente pelo sinergismo com HAS e Diabetes, porém o fumo
contribui de forma independente para o AVE com maior risco para a HSA, contudo
ainda € inconclusiva a associacdo do numero de cigarros e o aumento do risco. O

etillismo como fator de risco sofre influéncias de variaveis comportamentais e assim
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como o tabagismo pode atuar como o efeito sinérgico a outras patologias.
(CHAVES, 2000; FERNANDES, 2009)

No presente estudo, nenhuma das variaveis associadas aos fatores de risco
foi estatisticamente significante, ou seja, ndo foi observada ligacdo entre os fatores
de risco e a ocorréncia de AVEH/Aneurisma. Consequentemente também néo foi
obtida a associacéo genotipica e alélica do polimorfismo do gene VEGF +936C/T.

Nos ultimos anos diversos instrumentos para a avaliacdo do nivel de
consciéncia vém sido utilizados na pratica clinica no formato de escalas, o objetivo é
manter um padrdo de avaliagdo da evolucdo clinica de pacientes e também a
melhora na comunicacdo entre os integrantes das equipes de saude além da
agilidade nos servicos de emergéncia, deve ser simples, objetivo, preciso e confiavel
(OLIVEIRA, PEREIRA & FREITAS, 2014)

A escala de coma de Glasgow (ECG) destina-se a avaliacdo da profundidade
e duracdo do comprometimento da consciéncia e o coma. Esses niveis sédo definidos
através de avaliacbes comportamentais baseados em valores numeéricos. A escala
modificada de Rankin (EmR) mensura o grau de incapacidade e a dependéncia em
atividades diarias de pacientes acometidos pelo AVE. Ja o indice de Barthel
relaciona-se a avaliacdo no que diz respeito as atividades diarias, mede a
independéncia funcional no cuidado pessoal, mobilidade, locomocédo e eliminacdes
(OLIVEIRA, PEREIRA & FREITAS, 2014; BRITO et al.,, 2013; MINOSSO et al.,
2010).

Quando avaliados os pacientes do grupo caso no que se refere as escalas de
consciéncia, os resultados relacionados a escala de Glasgow revelaram maioria
apresentando normalidade tanto no genétipo C/C quanto nos C/T + T/T. Por outro
lado, 9,0% dos pacientes com gendétipo C/C e apenas um (4,2%), representante dos
genotipos C/T + T/T estavam classificados na condi¢cdo de coma intermediario. Ja o
coma superficial, foi representado por dois pacientes (3.0%), relacionando-se com o
gendtipo C/C. Os resultados para a Escala de Glasgow n&o representaram diferenca
estatistica.

Avaliando a Escala de Rankin 6% dos pacientes com genétipo C/C possuiam
incapacidade grave e nenhum paciente com os genétipos C/T + T/T foi apontado
nesse quesito, portanto, ndo apresentando diferenga estatistica (P= 0,54). Quanto
ao Indice de Barthel 11,9% com genétipo C/C tinham incapacidade severa contra

apenas um (4,2%) com os genétipos C/T + T/T. Pacientes que apresentaram
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incapacidade leve tiveram resultados percentuais proximos tanto no genoétipo C/C
quanto nos C/T e T/T, 41,8 % e 41,7%, respectivamente. Nao houve diferenca
estatistica.

A avaliacéo referente a frequéncia genotipica do polimorfismo +936C/T em
relacdo as escalas avaliativas de comprometimento dos participantes do estudo
acometidos por AVEH e Aneurisma Intracerebral (Escala de Glasgow, Escala de
Rankin, e Indice Barthel) ndo mostrou significancia em nenhuma das escalas
utilizadas, portanto ,para o presente estudo, ndo podem ser considerados bons
instrumentos de avaliagdo de comprometimento do nivel de consciéncia e/ou
independéncia funcional.

A associacdo entre o polimorfismo VEGF +936C/T, seus genotipos,
caracteristicas clinicas (HAS, Diabetes, Tabagismo ou etilismo) e o perfil nos

pacientes do grupo controle também foi observada (tabela 12).

Tabela 12. Caracteristicas clinicas associadas a ocorréncia de AVEH/aneurisma
relacionadas ao polimorfismo por genétipo C/C, C/T + T/T do polimorfismo VEGF
+936C/T em pacientes do grupo controle.

VEGF +936 C/T (rs3025039)

CIC CIT+TIT

b N % N % P OR IC (OR)

HAS sim 5 10,2 1 12,5 0,615 0,80 0,08-7,86
nao 44 89,8 7 87,5

Diabetes  sim 0 0,0 0 0,0 0,999 NA NA

nao 49 100,0 8 100,0

Tabagismo sim 18 36,7 2 250 0,415 1,74 0,32-9,56
nao 31 63,3 6 75,0

Etilismo  sim 15 30,6 2 25,0 0,554 1,32 0,24-7,34

nao 34 69,4 6 75,0

b. Grupos = Controle; (HAS) Hipertenséo Arterial Sistémica; (N) nUmero amostral; (P) probabilidade;

(NA) néo se aplica; (OR) Odds Ratio; (IC) Intervalo de confianca.

Quanto ao grupo controle, no que tange as caracteristicas clinicas, a maioria
dos participantes revelou ndo ser portador de HAS, sendo a porcentagem do

gendtipo C/C maior (89,8%). No que se refere a Diabetes nenhum paciente tanto do
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grupo caso quanto controle era portador da patologia. Quanto ao tabagismo e
etilismo a maioria dos pacientes revela ndo terem tais habitos tanto os que
apresentaram genotipo C/C quanto os genotipos C/T + T/T, tais dados nao

obtiveram diferenca estatistica em nenhuma das variaveis.
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7. CONCLUSOES

O presente estudo buscou procurar associacao do polimorfismo do gene VEGF
+936 C/T e a ocorréncia de AVEH e/ou Aneurisma intracerebral. Quanto a
caracterizacdo dos grupos de estudo foi encontrada homogeneidade no que diz
respeito ao sexo, porém isso ndo foi notado quando se avaliou a idade.
Identificaram-se maiores frequéncias genotipicas +936 C/C e alélica para +936 C
tanto no que se refere aos pacientes acometidos por AVEH/Aneurisma quanto aos
individuos controle (saudaveis), revelando semelhanca entre os diferentes grupos o
gue pode ter tornado as diferencas estatisticas ndo significativas. Porém, o estudo
mostra representatividade quanto a frequéncia alélica e genotipica, jaque o alelo T é
0 menos comum e estd associado a niveis circulantes mais baixos do gene VEGF.
Portanto, ndo foram detectadas evidéncias de que as frequéncias alélicas e
genotipicas do polimorfismo +936C/T possam ter influéncia sobre as escalas
avaliadoras de nivel de comprometimento neurolégico e dependéncia funcional e

nem sobre os fatores de risco também atribuidos ao estudo.
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9. ANEXOS

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

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

Ak /?

COMITE DE ETICA EM PESQUISA/SES-DF
PARECER N2 0095/2010
PROTOCOLO N°-BQ PROJETO. 3849040 — POLIMORFISMOS GENETICOS

ASSOCIADOS AO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO HEMORRAGICO
E AO ANEURISMA INTRACEREBRAL.

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

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

Validade do Parecer: 15/1 2/2012

Tendo como base a Resolucdo 196/96 CNS/MS, que dispe 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
apreciacao ética, manifesta-se pela APROVACAO DO PROJETO.

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

Brasilia, 16 de dezembro de 2010.

Atenciosatnente,

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

Coordenadora
AL/CEP/SES-DF

] Comité de Etica gm Pesquisa
Fone: 325-4955 - FonefFax: 326-0119~ e-mail- cepsesdf@saude.df. gov.br
SMHN — Q. 501 - Bloco "A® — Brasilia— DF - CEP.:70.710-907

Fund: de Ensino e Pesqui: jm Ciéncias da Saude - SES

BRASILIA - PATRIMONIO CULTURAL DA HUMANIDADE



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

Nome do participante:

Nome do representante legal (se houver):

Idade:

Sexo: [OMasc. [IFem.
Cor:

Estado Civil:

Data do acidente vascular encefélico hemorragico e/ou do aneurisma

intracebral:

Hipertensao arterial: [1 Sim [ Nao

Pressao Arterial:

Diabetes: [0 Sim [ Nao

Glicemia:

Tabagismo: [1 Sim (1 Nao Se sim, quantos magos por dia:

Etilismo: [ Sim [0 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 explicacbes sobre o estudo que vocé esta
sendo convidado a participar. Antes de decidir se deseja participar (de livre e
espontanea vontade) vocé devera ler e compreender todo o contetudo. Ao final, caso
decida participar, vocé serd solicitado a assinad- lo e receberd uma cépia do
mesmo. Antes de assinar faca perguntas sobre tudo o que nao tiver entendido bem.
A equipe deste estudo respondera as suas perguntas a qualquer momento (antes,
durante e apds o estudo).

Natureza e objetivos do estudo:

Vocé esta sendo convidado a participar de um estudo pelo fato de ter
apresentado um aneurisma ou um acidente vascular encefalico (“derrame”). Vocé
podera decidir participar ou ndo. A decisédo € sua.

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

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

Procedimentos do estudo:

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

ApOs isso serd coletado de vocé, uma Unica vez, aproximadamente 10 ml
(uma seringa pequena) de sangue, através de uma puncdo da veia do seu
antebraco. O procedimento € o mesmo utilizado para realizacdo de diversos outros
tipos de exame de sangue. Serdo utilizados equipamentos novos, estéreis e
descartaveis.

N&do haverda nenhuma outra forma de envolvimento ou comprometimento
neste estudo.

Riscos:

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

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

Beneficios:

A sua participacdo neste estudo podera proporcionar, no ambito pessoal, a
identificacdo de algum problema ndo antes conhecido.
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Os resultados estardao sempre disponiveis a vocé. Caso seja de seu desejo,
os resultados serado discutidos com vocé pela equipe deste trabalho.

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

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

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

Conforme previsto pelas leis brasileiras vocé nao 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 namero e somente 0s pesquisadores
saberdo que numero pertence a cada individuo.

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

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

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

Os resultados deste trabalho 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 informacéo que
esteja relacionada com sua privacidade.

Se o0 Senhor(a) tiver qualquer davida em relacdo a pesquisa, por favor entre
em contato com a enfermeira Hélia Carla de Souza, no setor de Neurocirurgia, do
Hospital de Base de Brasilia, no horario matutino. Este projeto foi Aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da SES/DF. Qualquer divida com relagéo a assinatura
do TCLE ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do
telefone: (61) 3325-4955. Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara
com o pesquisador responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Eu, RG
, apos receber uma explicacdo completa dos objetivos do
estudo e dos procedimentos envolvidos concordo voluntariamente em 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 Encefalico Hemorragico e
ao Aneurisma Intracerebral

Este documento que vocé esta lendo é chamado de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Ele contém explicacfes sobre o estudo que o paciente
sob sua responsabilidade esta sendo convidado a participar. Antes de decidir se
deseja aceitar que o0 paciente sob sua responsabilidade (de livre e espontanea
vontade) participe, vocé devera ler e compreender todo o conteudo. Ao final, caso
decida aprovar a participacao, vocé sera solicitado a assina-lo e recebera uma cépia
do mesmo. Antes de assinar faga perguntas sobre tudo o que nao tiver entendido
bem. A equipe deste estudo respondera as suas perguntas a qualguer momento
(antes, durante e apés o estudo).

Natureza e objetivos do estudo:

O paciente sob a sua responsabilidade esta sendo convidado a participar de
um estudo pelo fato de ter apresentado um aneurisma ou um acidente vascular
encefalico (“derrame”). Vocé podera decidir que ele participe ou ndo. A decisao é
sua.

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

O objetivo especifico deste estudo 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 participacdo do paciente sob sua responsabilidade consiste em autorizar
gue seu 0s pesquisadores possam ver 0 prontuario do paciente, para que tenham
maior conhecimento dos exames, tratamento e da histéria da sua doenca do
paciente que esta sob sua responsabilidade.

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

N&do havera nenhuma outra forma de envolvimento ou comprometimento
neste estudo.

Riscos:

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

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

Beneficios:

A participagdo do paciente sob sua responsabilidade podera proporcionar, no
ambito pessoal, a identificacdo de algum problema n&o antes conhecido.
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Os resultados estardao sempre disponiveis a vocé. Caso seja de seu desejo,
0s resultados serédo discutidos com vocé pela equipe deste trabalho.

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

Participagao, recusa e direito de se retirar do estudo :

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

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

Caso vocé decida ndo concordar com a participacdo, isto ndo afetard 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
compensacao financeira pela participagdo neste estudo.

Confidencialidade:

Os registros médicos serdo sempre tratados confidencialmente.

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

Os resultados dos exames, bem como as informac¢des do prontudrio, serao
acessiveis somente aos pesquisadores envolvidos.

O sangue do paciente sob sua responsabilidade, coletado no presente
estudo, ficard guardado no Centro de Neurociéncias, no Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia, no banco de amostras “Aneurisma-AVE”, sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Renata Mortari. - Toda nova pesquisa a ser
feita com o material guardado sera submetida para aprovacdo de um Comité de
Etica em Pesquisa e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa.

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

Se o0 Senhor(a) tiver qualquer davida em relacdo a pesquisa, por favor entre
em contato com a enfermeira Hélia Carla de Souza, no setor de Neurocirurgia,
doHospital de Base de Brasilia, no horario matutino. Este projeto foi Aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da SES/DF. Qualquer divida com relacdo & assinatura
do TCLE ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do
telefone: (61) 3325-4955. Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara
com o pesquisador responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Eu, RG

, apos receber uma explicagdo completa dos objetivos do

estudo e dos procedimentos envolvidos concordo voluntariamente em permitir a

participacéo do paciente sob minha responsbilidade, 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 Bioldgico — Individuos “saudaveis”

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

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficard guardado no Centro de
Bioprospeccéao e Neurociéncias, no Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia,
no banco de amostras “Aneurisma-AVE”, sob a responsabilidade da Profa. Dra.
Marcia Renata Mortari e sera 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 0s pesquisadores saberdo a quem pertence cada numero,
mantendo-se assim o sigilo e respeito a confidencialidade dos seus dados.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficard 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.
Méarcia Renata Mortari. - O sangue sera utilizado somente em pesquisas que tenham
como objetivos verificar se determinadas sequéncias no DNA (material genético que
informa como nosso corpo € formado) pode aumentar o risco de pessoas
apresentarem aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”).

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

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

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

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

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

Assinatura do participante
Brasilia, de de
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Termo de Guarda de Material Bioldgico — Representante Legal

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

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

A qualquer momento vocé ter4 acesso aos dados do paciente sob sua
responsabilidade e de seus dados genéticos, assim como tera o direito de retirar o
material biolégico do banco onde se encontra armazenado.

Todas as informacdes estardo sempre a sua disposicdo, 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 informacado que ponha em risco sua
privacidade.

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

O sangue sera utilizado somente em pesquisas que tenham como objetivos
verificar se determinadas sequéncias no DNA (material genético que informa como
nosso corpo 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 Bioprospecc¢éo e Neurociéncias, no Instituto de
Biologia da Universidade de Brasilia, no banco de amostras “Aneurisma-AVE”, sob a
responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Renata Mortari.

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

Assinatura do participante
Brasilia, de de




ANEXO E. Escala de coma de Glasgow
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Variaveis

Escore

Abertura Ocular

Melhor resposta

verbal

Resposta

motora

Espontanea

A voz (comando verbal)

A dor

Ausente

N&o testavel (NT)- Em pacientes com edema ou
hematoma que impossibilita a abertura dos olhos

Orientado

Confuso

Palavras inapropriadas

Palavras ou sons

Incompreensivos

Sem resposta

N&o testavel (NT)- Em pacientes intubados

Obedece a comandos

Localiza dor

Movimento de retirada a dor
Flexao anormal

Extensédo anormal

Nenhuma resposta

R N WD

R N W A~ O

Fonte: OLIVEIRA, PEREIRA & FREITAS, 2014, modificado



ANEXO F. Escala de Barthel
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Atividade

Pontuacao

Alimentacéo

0 = incapacitado
5 = precisa de ajuda para cortar, passar manteiga, etc, ou dieta
modificada
10 = independente

Banho

0 = dependente
5 = independente (ou no chuveiro)

Atividades Rotineiras

0 = precisa de ajuda com a higiene pessoal
5 = independente rosto/cabelo/dentes/barbear

Vestir-se

0 = dependente
5 = precisa de ajuda mas consegue fazer uma parte sozinho
10 = independente (incluindo botbdes, zipers, lacos, etc.)

Intestino

0 = incontinente
5 = acidente ocasional
10 = continente

Sistema urinario

0 = incontinente, ou caracterizado e incapaz de manejo
5 = acidente ocasional
10 = continente

Uso do toilet

0 = dependente
5 = precisa de alguma ajuda parcial
10 = independente (pentear-se, limpar-se)

Transferéncia (da cama para a cadeira e vice versa)

0 = incapacitado
5 = muita ajuda (uma ou duas pessoas, fisica), pode sentar
10 = pouca ajuda (verbal ou fisica)
15 = independente

Mobilidade (em superficies planas)

0 = im6vel ou < 50 metros
5 = cadeira de rodas independente, incluindo esquinas, > 50 metros
10 = caminha com ajuda de uma pessoa (verbal ou fisica), > 50 metros
15 = independente (mas pode precisar de alguma ajuda; como
exemplo, bengala) > 50 metros

Escadas

0 = incapacitado
5 = precisa de ajuda (verbal, fisica ou ser carregado)
10 = independente

Fonte: Adaptado de http://bdigital.ufp.pt/bitstream/10284/2503/5/%C3%8Dndice%20de%20Barthel.pdf
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