N

UNIVERSIDADE DE BRASILIA - UnB
FACULDADE DE CEILANDIA - FCE
CURSO DE FARMACIA

GEIZA CARNEIRO TORRES

ASSOCIAGAO DO POLIMORFISMO /L4 E CARACTERISTICA CLINICA EM
UMA AMOSTRA DE ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO HEMORRAGICO

BRASILIA, 2021



GEIZA CARNEIRO TORRES

ASSOCIAGAO DO POLIMORFISMO /L4 E CARACTERISTICA CLINICA EM
UMA AMOSTRA DE ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO HEMORRAGICO

Monografia de Conclusdo de Curso
apresentada como requisito parcial
para obtengdo do grau de
Farmacéutico, na Universidade de

Brasilia, Faculdade de Ceilandia.

Orientador: Gabriel Moura Alves Seixas

Co-orientadora: Profé. Dr?. Izabel Cristina Rodrigues da Silva

BRASILIA, 2021



Ficha catalografica elaborada automaticamente,
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

CT693a

Carneiro Torres, GCeiza
Associ acdo do Polinmorfismo I1L4 e Caracteristica Clinica el
uma Anpstra de Acidente Vascul ar Encefalico Henorragico /
Gei za Carneiro Torres; orientador Gabriel Moura Alves
Sei xas; co-orientador |zabel Cristina Rodrigues da Silva. -
Brasilia, 2021.
58 p.

Monogr afia (G aduagdo - Farmacia) -- Universidade de
Brasilia, 2021.

1. Interleucina-4. 2. Polinorfisno. 3. AVE. |. Moura
Al ves Sei xas, Gabriel , orient. Il. Rodrigues da Silva,
| zabel Cristina, co-orient. Ill. Titulo.




GEIZA CARNEIRO TORRES

ASSOCIAGAO DO POLIMORFISMO /L4 E CARACTERISTICA CLINICA EM
UMA AMOSTRA DE ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO HEMORRAGICO

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Gabriel Moura Alves Seixas

(Universidade de Brasilia - FCE)

Co-orientadora: Prof?. Dr2. 1zabel Cristina Rodrigues da Silva

(Universidade de Brasilia — FCE)

Aline Ribeiro Barros

(Universidade de Brasilia - FCE)

Ligia Canongia de Abreu Cardoso

(Universidade de Brasilia - FCE)

BRASILIA, 2021



AGRADECIMENTOS

Primeiro agradeco a Deus, por todos os momentos em que fui sustentada

por Ele para superar todos os desafios que surgiram ao longo da caminhada.

Agradeco aos meus pais, Jodo Ramalho e Maria Vilma, por todo o suporte,
pelo esforco que fizeram para me educar, pelas palavras de incentivo e por

estarem sempre ao meu lado em todos os momentos.

A minha irma, Bruna, por todos os conselhos, pelo apoio e pela
compreensao e por todas as vezes em que me ajudou a superar minhas
fraquezas e medos. Claro, ndo poderia deixar de mencionar as pessoas que vocé
me trouxe e que me enchem de alegria todas as vezes em que brincamos juntos,

Lorenzo e Lorena, meus queridos sobrinhos.

A pessoa que torna os meus dias melhores, que esta sempre ao meu lado,
que me compreende e torna a vida mais leve, Fabio Henrique. Sou muito grata

por todo o carinho, amor e incentivo.

Nao poderia faltar um agradecimento as amigas de longa data, Ingrid
Alves, a enfermeira mais dedicada que conheco, e Izabelli Luiza, a pessoa mais
divertida do trio. Aos amigos que fiz ao longo da graduacgao, Leticia, Sheila, Ketle,
Josivan, Ana Beatriz e Katielle. Vocés tornaram a caminhada mais leve e

divertida, agradecgo por todos os momentos bons e ruins que enfrentamos juntos.

Agradeco a professora lzabel Cristina, pela oportunidade no laboratorio e
pela paixdao que tem por ensinar, isso foi sempre muito motivador para mim. Ao
meu co-orientador, Gabriel Seixas, pela paciéncia e pelas preciosas dicas. A Ligia

Canongia e Aline Barros, por aceitarem o convite para compor a banca.

E por fim, e ndo menos importante, a todos os professores que
contribuiram para a minha formacdo, todos foram essenciais para que eu

chegasse até aqui.



Sumario

1. Revisdo da Literatura ...........coviiiiiii e 08
1.1 Definigdo e Epidemiologia ..........ccoiieiiiiiiiiii e, 08

1.2 Fatores de Risco € DiagnoOstiCo ..........ouiiiiiiiiiiiiiii e, 08

1.3 Fisiopatologia ........oouie e 09

1.4 Acidente Vascular Encefalico e Interleucina-4 .....................ooe 10

2. Justificativa ........ccoeiiii 14
3. ObjJetiVOS ..o 14
3.1 Objetivos ESPecifiCos ........oviiiii i 14

4. Refer@NCias ......covuiieiiiiiiiiii 16
£ T Y o (T o 2P 20
RESUMOL. ... et r s s r e s s e s s s s e s e s s n e e s e nnss 21
1 I 2 20 22
B INIrOAUGAOD ... 23
B.2MEIOOS ... 24

5.2.1 Participantes .......cooiiiii 24

5.2.2 Procedimentos ..........cooiiiiiiiiii 24

5.2.3 Analise Estatistica ............cooiiiiiii 25

5.3 Resultados € DISCUSSA0 .....cvuueneee e 25



D CONCIUSAOD ..t e 29

5.5 REEréNCias ......coouieii i 30
TR 1= o L= 34
ANEXO A - Parecer do Comité de EtiCa...........cceuuueereerernnnnieeeeennennns 34
ANEXO B - Ficha de identificagao dos participantes........................ 35
ANEXO C - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.................. 37
ANEXO D - Termo de guarda de material biolégico..................c.....e. 45

ANEXO E - Normas do PeriodiCO.......cvviiiiiieiiiiieeeeeviiineeeeeenas 51



Lista de tabelas

Tabela 1. Distribuicdo do gendtipo de /L4 INTRON 3 VNTR entre os pacientes
portadores de AVE.

Tabela 2. Distribuicdo dos genotipos de /L4 INTRON 3 VNTR conforme as
variaveis sexo, hipertensao arterial sistémica (HAS), diabetes, tabagismo, etilismo

e Escala de Rankin Modificada (ERM) dos pacientes portadores de AVE.



1 .Revisao da Literatura
1.1 Definigao e Epidemiologia

O acidente vascular encefalico (AVE) origina-se por meio de de obstrugdo (AVE
isquémico) ou rompimento (AVE hemorragico) de vasos sanguineos do cérebro (FARIAS;
ALMEIDA, 2019), causando a interrup¢cao do fluxo sanguineo em determinada regiao
encefalica (BRASIL, 2013; MAGALHAES, 2016; PAIVA et al., 2016; SANTOS, 2019),
sendo um evento agudo (MAMED et al., 2019), que persiste por 24 horas (BRASIL, 2013;
MAGALHAES, 2016; SANTOS, 2019) e ocasiona perda repentina da fungao neurolégica
(LIMA; PETRIBU, 2016).

O AVE classifica-se em isquémico ou hemorragico, sendo o primeiro responsavel
por 80-85% dos casos e o segundo por 15% (ALVES; SANTANA; AOYAMA, 2020;
SANTOS; WATERS, 2020). De acordo com a Organizagao Mundial da Saude (OMS), no
ano de 2019 o acidente vascular encefalico foi a segunda maior causa de morte no
mundo, responsavel por aproximadamente 11% das 55,4 milhdes de mortes que
ocorreram globalmente por doengas transmissiveis e doengas cronicas nao transmissiveis
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020).

De acordo com o Global Burden of Disease Study (GBD), da Universidade de
Washington, no Brasil ocorreram aproximadamente 103.007,003 mortes no ano de 2019
(IHME, 2019). Ainda no cenario brasileiro, o AVE representa a segunda maior causa de
morte, sendo que a populagao adulta-idosa € a mais afetada e possui 0 maior nimero de
Obitos e sequelas. A prevaléncia na populagao idosa no ano de 2017 foi de 78,1% das
152.221 internagdes por AVE (DAL PI1ZZOL, 2018).

1.2 Fatores de Risco e Diagnéstico

De modo geral, os fatores de risco para AVE incluem idade, sexo, etnia, diabetes,
sedentarismo, uso de alcool e outras drogas, dislipdemias e hipertensao arterial sistémica,
sendo que este ultimo é o principal fator de risco para AVE hemorragico (AVEH)
(KURIAKOSE; XIAO, 2020; SANTOS et al., 2020).



Além da histdria clinica e da avaliagdo dos exames laboratoriais e dos sinais e
sintomas clinicos dos pacientes, o0os exames de imagem, como tomografia
computadorizada (TC) e ressonancia magnética (RM) também devem ser feitos, pois
podem elucidar o local afetado e a dimensao das lesées (MOROTTI; GOLDSTEIN, 2016).

Também podem ser utilizadas ferramentas para avaliar o grau de incapacidade dos
pacientes, como a Escala de Rankin Modificada (ERM), que é pontuada de 0 a 6
(LOCATELLI; FURLANETO; CATTANEO, 2017), na qual: 0, sem sintomas; 1, nenhuma
incapacidade; 2, incapacidade leve; 3, incapacidade moderada; 4, incapacidade
moderada a severa; 5, deficiéncia grave; e a pontuacdo 6 € determinada como 6bito
(BAPTISTA et al.,, 2018). Essa escala avalia o grau de dependéncia dos pacientes em
relacao aos seus cuidadores (ENDARA, 2018).

As sequelas apresentadas pelos individuos que sofreram AVE envolvem
principalmente a realizagao de atividades basicas do cotidiano, o que determina o nivel de
dependéncia que o paciente tera em relagdo ao seu cuidador, impactando sua qualidade
de vida (DAL PI1ZZOL, 2018). Os danos sensoriais e motores, como a hemiparesia, sao 0s

que mais prevalecem apos a ocorréncia de um AVE (VIEIRA, 2017).
1.3 Fisiopatologia

O aporte sanguineo para o cérebro é feito por meio do circulo arterial de Willis
(KURIAKOSE; XIAO, 2020) e a ocorréncia de acidente vascular encefalico provoca a
diminuicao ou auséncia desse aporte. No AVE isquémico (AVEI) a interrupgao temporaria
ou permanente do fluxo sanguineo se da por meio do surgimento de trombos ou émbolos
(NAKIRI, 2018). O interrompimento do fluxo diminui o aporte de oxigénio, glicose e outros
nutrientes e provoca uma série de alteragdes, como estresse oxidativo, disfuncéo da
barreira hematoencefalica e surgimento de processo inflamatoério, que podem levar a
disfuncédo e morte celular (NAKIRI, 2018; VIEIRA, 2017).

O rompimento dos vasos origina o acidente vascular encefalico hemorragico, o
qual representa a minoria dos casos, porém alta taxa de mortalidade (KURIAKOSE; XIAO,

2020). Pode ocorrer de duas formas: intraparenquimatosa ou subaracndidea. As
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principais causas para este tipo de AVE sdo o rompimento de aneurisma e hipertensao
arterial sistémica (AZEVEDO; ARAUJO; SOUZA, 2018; EBSERH, 2020).

Durante o AVE isquémico, varias substancias sao liberadas do nucleo isquémico
(area lesada pela baixa oferta de oxigénio) para a area de penumbra (area que circunda o
tecido lesionado e que possui capacidade de sobrevida celular, podendo auxiliar na
recuperacéo da area isquémica) (NAKIRI, 2018; ROLIM et al., 2020). Dentre elas podem
ser citadas substancias pro-inflamatérias e anti-inflamatérias que podem influenciar na
polarizagcdo da microglia ao fendtipo M1 (pré-inflamatério) ou ao fendtipo M2
(anti-inflamatdério) (ROLIM et al., 2020).

Tanto na hemorragia intracerebral quanto no AVEI, a micrdglia, os astrocitos e os
linfocitos T sdo os primeiros componentes do sistema imunolégico recrutados para o local

da lesdo, modulando a resposta inflamatéria ao dano provocado (TSCHOE et al., 2020).
1.4 Acidente Vascular Encefalico e Interleucina-4

Em resposta ao extravasamento de sangue para o parénquima, a micréglia é
ativada, tornando-se altamente fagocitica, e possui dois fenétipos: M1 e M2 (TSCHOE et
al., 2020).

O fendtipo M1 é pré-inflamatério, favorecendo o processo de aumento da lesao, e é
caracterizado pela presencga de citocinas inflamatdrias, quimiocinas, éxido nitrico, dentre
outros. Ja o fendtipo M2 é antiinflamatério, e esta associado a regeneragao tecidual. A
polarizacdo da microglia ao fendtipo pode estar associada a presenca de Interleucina-4
(TSCHOE et al., 2020).

A Interleucina-4 (IL-4) € uma citocina anti-inflamatoria produzida pelo subconjunto
T helper (Th2) das células T CD4 + e acompanhada de outras citocinas, exerce influéncia
sobre o sistema imune local, dependendo do tipo de estimulo e do ambiente (FILIANO;
GADANI; KIPNIS, 2017). A agéo da IL-4 no organismo se da por meio da ligagao com o
receptor de superficie celular IL-4R, participando, por exemplo, da ativagao de astrocitos e
induzindo a secrec¢ao de Fator de Crescimento Neural (NGF), que participa de processos
que desencadeiam a resolugao da inflamagao (LEAL, 2011; VICTORIA, 2018). O gene
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que codifica a IL-4 esta localizado na regido cromossdmica 5q31.1 (“IL4 interleukin 4

[Homo sapiens (human)] - Gene - NCB/I”, [s.d.]).

Dois tipos celulares estdo presentes no processo inflamatério, células T CD8+ e
células T CD4 +, que estdo associados a danos e reparo tecidual, respectivamente. A IL-4
proveniente das células T CD4+ possivelmente atua como fator protetor por reduzir a
inflamac&o, a qual promove aumento da lesdo no tecido afetado. A Interleucina-4 é
liberada quando estimulos provenientes de condigdes fisiopatologicas ativam a microglia
em direcdo ao fendtipo M2 (ativacao alternativa), reduzindo a inflamagao e influenciando

positivamente na reparagao tecidual (NIKOLIC et al., 2020).

Experimentos realizados com modelos animais para o acidente vascular encefalico
isquémico foram indicativos de que durante a ocorréncia deste evento a IL-4 funcionou
como mecanismo protetor do cérebro, induzindo a diferenciacdo de células Th2 e a
polarizacdo da micréglia. Se ativada alternativamente, em diregdo ao fendtipo M2
relaciona-se com o reparo tecidual e liberagao de citocinas anti-inflamatérias, que ao
contrario da ativagdo classica (fendtipo M1), inibe a liberagdo de citocinas
pro-inflamatorias (YE; GAO; CHENG, 2018).

Ap6s a oclusdo transitéria ou permanente da artéria cerebral média em
camundongos foi demonstrado que os animais que tinham deficiéncia de IL-4
apresentaram prejuizo sensério-motor e cognitivo apds AVE isquémico, ja os animais que
receberam suplementacdo com esta citocina obtiveram melhora funcional. A influéncia de
IL-4 na polarizagdo da micréglia ao fen6tipo M2 a longo prazo diminui a perda neuronal,
porém néo foi estabelecido que este fendtipo seja suficiente para promover neuroprotegéo

e evitar danos nos estagios finais de AVE isquémico (LIU et al., 2016).

IL-4 e fator de crescimento transformador beta-1 (TGF-B1) influenciaram na
recuperacao funcional e na resposta anti-inflamatéria apés um episédio de hemorragia
cerebral. A influéncia do fenétipo M2 e a polarizagdo deste ndao € muito conhecida para o
AVEH, e foi menos estudada que o fen6tipo M1, mas é esperado que esteja associado
nao somente como fator protetor para o AVE isquémico, como também para outras

doencgas que acometem o sistema nervoso central (LAN et al., 2017).
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A partir de experimentos feitos com camundongos, Lan et al. (2017) demonstraram
que na fase aguda de hemorragia cerebral, a ativacdo de fendétipo M1 induz o
recrutamento de substancias envolvidas com o dano cerebral a curto prazo, enquanto a

longo prazo o fendtipo M2 esta associado a recuperacao do tecido.

Estudos recentes demonstram que a micrdglia esta relacionada a manutencgéo de
redes neurais e suas ceélulas sdo as primeiras a responder a estimulos lesivos ou
infecciosos e auxiliar na reparacao tecidual (TAYLOR et al., 2017). Dada a importancia da
polarizacdo da microglia nos estudos existentes, Nikolic et al. (2020) citam em sua
pesquisa que a utilizagcao de estratégias que resultem na transicdo de fenétipo M1 para o
fendtipo M2 tem potencial terapéutico e podem ser adotadas durante o tratamento da fase

aguda de ambos os tipos de AVE.

O AVE é uma doenca multifatorial, que possui fatores genéticos tanto em sua
forma aguda quanto subaguda. Ha algumas evidéncias que apontam que polimorfismos
genéticos do gene que codifica a IL-4 podem influenciar a regulagdo da resposta
inflamatdria e o risco para os dois tipos de AVE (ROLIM et al., 2020). Danos neuronais
podem estar associados a diferentes polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs)
(NIKOLIC et al., 2020).

Polimorfismos genéticos podem ser definidos como as variagdes genéticas que
ocorrem com frequéncia superior a 1% na populagao. Estao relacionados com fatores de
risco para algumas doencgas, mas também sao responsaveis pela diversidade fenotipica
nos humanos (ROCHA et al., 2007).

Existem varios tipos de polimorfismos, dos quais podem ser citados dois tipos:
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) e Variable Number of Tandem Repeats
(VNTRs). Os SNPs sao caracterizados pela troca de bases, ocorrem tanto em regides
codificadoras quanto em regides ndo codificadoras, e € a variagdo genética mais
encontrada em humanos (90%) (TURCHETTO-ZOLET et al.,, 2017). Os VNTRs sao

caracterizados por repeticdes em série de uma mesma sequéncia (LEITE et al., 2013).
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O gene /L4, que codifica a interleucina-4, possui um polimorfismo no intron 3 de 70
pb, do tipo VNTR, que pode influenciar a expressao desta citocina e o risco de acidente
vascular encefalico hemorragico (AVEH) (BARROS et al., 2020; ROLIM et al., 2020).Esse
polimorfismo possui os alelos B1 (duas repeti¢cdes), e B2 (trés repeticdes). O alelo B2
pode estar mais relacionado com a diminuigdo da expressédo de IL-4 (BARROS et al.,
2020; AL-EITAN et al., 2019).

Os SNPs da regiao 5 nao traduzida (UTR) rs2070874 na posi¢cao -33T/C e da
regido promotora rs2243250 posicao 524T/C do gene /L4, foram investigados em um
estudo coreano para elucidar a associacdo destes com o AVEH. Foram encontrados os
gendtipos TT, TC e CC. Apds analise da frequéncia alélica verificou-se que ha reducao de
risco associado ao alelo C, tanto para o polimorfismo rs2070874 quanto para o
rs2243250, e que maior frequéncia alélica T estava associado com o aumento da
expressdo de IL-4. Foi verificado ainda que houve associagao significativa entre os
polimorfismos analisados e a possivel agao de IL-4 na fisiopatologia da doenga, em que
os alelos C de ambos os polimorfismos (rs2070874 e rs2243250) podem ser relacionados

como fator de protecéo contra o AVEH (PARK et al., 2011).

Porém Park et al. (2011) citaram que a amostra estudada foi um fator limitante e
que mais pesquisas precisam ser realizadas a fim de compreender como o0s
polimorfismos do gene /L4 podem influenciar a patogénese do AVEH e qual seria a agao

promovida pela IL-4 no organismo.

Rolim et al. (2020) analisaram o polimorfismo rs2243250 na regido promotora
posicao -589 C/T, buscando a correlagdo dos alelos com algumas caracteristicas dos
pacientes como sexo, preexisténcia de outras doengas e consumo de alcool e tabaco.
Nao foram demonstradas associagbes entre esse polimorfismo e as caracteristicas ja
mencionadas dos pacientes, ndo havendo associagdo entre as variagdes desse

polimorfismo com o risco para AVEH.
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2. Justificativa

Apdés o AVE os pacientes podem apresentar complicagbes que impactam seu
prognéstico, atividades sociais e cotidianas (BRASIL, 2013). Dentre essas complicagdes
podem ser citadas o comprometimento da capacidade motora, cognitiva, comportamental
e emocional (SANCHES, 2019).

Pela idade e presenca de fatores de risco, os pacientes podem, por exemplo, fazer
0 uso de medicamentos para tratar doengas preexistentes ou para diminuir os efeitos das
complicacbes que forem desenvolvidas. Os farmacos utilizados podem ser
anti-hipertensivos,  anti-hiperglicemiantes,  antidepressivos e  anticonvulsivantes
(SANCHES, 2019).

A presenca de um farmacéutico na equipe multiprofissional responsavel pela
assisténcia ao paciente contribui para a avaliagdo da farmacoterapia, visando a adesao
ao tratamento e diminuicdo dos problemas relacionados ao uso desses medicamentos,

considerando as condigdes clinicas de cada paciente.

Além disso, compreender as doengas também € necessario para o seu correto
tratamento. Considerando que o AVE é uma doenca multifatorial e possui fatores
genéticos associados (NIKOLIC et al., 2020), estudar o polimorfismo intron 3 VNTR do
gene que codifica a IL-4 pode ser util para compreender se essa interleucina possui um
papel relevante nas caracteristicas clinicas do AVEH, pois alguns estudos mostram que
polimorfismos genéticos do /L4 podem influenciar a regulagao da resposta inflamatoria e o
risco para os dois tipos de AVE, tanto o isquémico quanto o hemorragico (ROLIM et al.,
2020).

3. Objetivos

Investigar se ha associagao entre o polimorfismo intron 3 VNTR de 70 pb do gene
IL4 e a as caracteristicas clinicas do acidente vascular encefalico hemorragico em

pacientes diagnosticados com a doencga.

3.1 Objetivos Especificos
a) Padronizar e executar as estratégias de biologia molecular (reagcdo em cadeia da

polimerase - PCR) para avaliar a frequéncia do polimorfismo estudado em pacientes
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diagnosticados com AVEH
b) Investigar a possivel associacdo do polimorfismo com as caracteristicas clinicas

da doenca e prognostico dos pacientes.
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Resumo

INTRODUGAO: O acidente vascular encefalico (AVE) origina-se através de obstrucéo
(AVE isquémico) ou rompimento (AVE hemorragico) de vasos sanguineos do cérebro,
causando a interrupcéo do fluxo sanguineo em determinada regido encefalica, sendo um
evento agudo, que persiste por 24 horas e ocasiona perda repentina da fungcao

neuroldgica.

OBJETIVO: investigar a associagdo entre o polimorfismo do tipo VNTR, do gene IL4,
localizado na regidao do intron 3, 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 observacional, retrospectivo,
transversal, com 55 individuos, dos quais foram anotadas as caracteristicas clinicas do
prontuario e realizada analise da genotipagem por meio da estratégia de PCR. As
frequéncias genotipicas foram estimadas por contagem direta. O nivel de significancia

adotado foi de 5% e o teste estatistico utilizado foi o Qui-Quadrado.

RESULTADOS: Foi verificado que o gendtipo mais frequente foi o B1/B2 (50,9%; n=28),
seguido do seguido pelo gendtipo ancestral B1/B1 (27,3%, N=15), sendo que 0 menos
frequente foi o gendtipo B2/B2 (21,8%, N=12). Nao foi encontrada associagao estatistica
entre as variaveis hipertensdo arterial sistémica, diabetes, tabagismo e etilismo e a

presenga do polimorfismo no grupo estudado.

CONCLUSAO: A presenca do polimorfismo IL4 INTRON 3 VNTR teve associacdo com a
variavel sexo, demonstrando que na amostra estudada, o AVEH é mais frequente em
mulheres do que em homens, divergindo de estudos no quais individuos do sexo

masculino sdo mais propensos a desenvolverem AVE.

PALAVRAS-CHAVE: Polimorfismo. Interleucina-4. AVE.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Stroke originates through obstruction (ischemic stroke) or rupture
(hemorrhagic stroke) of blood vessels in the brain, causing interruption of blood flow in a
certain brain region, being an acute event that persists for 24 hours and causes sudden

loss of neurological function.

OBJECTIVE: to investigate the association between the VNTR-type polymorphism of the
IL4 gene, located in the region of intron 3, in patients diagnosed with hemorrhagic stroke

or intracerebral aneurysm in a sample from the Distrito Federal.

MATERIAL AND METHOD: This was an observational, retrospective, cross-sectional
study, with 55 individuals, whose clinical characteristics were recorded and the genotyping
analysis was performed using the PCR strategy. Genotypic frequencies were estimated by
direct counting. The significance level adopted was 5% and the statistical test used was
the Chi-Square.

RESULTS: It was found that the most frequent genotype was B1/B2 (50.9%; n=28),
followed by the ancestral genotype B1/B1 (27.3%, N=15), with the least frequent was the
genotype B2/B2 (21.8%, N=12). There was no statistical association between the
variables systemic arterial hypertension, diabetes, smoking and alcohol consumption and

the presence of polymorphism in the studied group.

CONCLUSION: The presence of the IL4 INTRON 3 VNTR polymorphism was associated
with the gender variable, demonstrating that in the studied sample, hemorrhagic stroke is
more frequent in women than in men, diverging from studies in which males are more

likely to develop stroke.

KEYWORDS: Polymorphism. Interleukin-4. stroke.
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5.1 Introducgao

O acidente vascular encefalico (AVE) origina-se através de obstrucdo (AVE
isquémico) ou rompimento (AVE hemorragico) de vasos sanguineos do cérebro,
causando a interrupgédo do fluxo sanguineo em determinada regido encefalica®®, sendo
um evento agudo®, que persiste por 24 horas®*% e ocasiona perda repentina da fungdo

neurologica”.

O AVE classifica-se em isquémico ou hemorragico, sendo o primeiro responsavel
por 80-85% dos casos e o segundo por 15%®9. De acordo com a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), no ano de 2019 o acidente vascular encefalico foi a segunda maior
causa de morte no mundo, responsavel por aproximadamente 11% das 55,4 milhdes de

mortes que ocorreram globalmente!™?),

Durante um AVE isquémico, sado liberadas varias substancias do nucleo isquémico
para a area de penumbra™). Essas substancias podem ativar a micrdglia e desencadear

respostas pré-inflamatdrias (fenétipo M1) ou respostas anti-inflamatarias (fenotipo M2)2.

Uma dessas substancias € a interleucina-4 (IL-4), citocina secretada por células T,
sendo responsavel por sua diferenciagdo, a qual também esta envolvida no processo de

13,14

reparo tecidual™'¥. A IL-4 polariza os macrofagos em diregdo ao fenétipo M2, o que

contribui para reducdo de lesdes tanto no AVE isquémico quanto no hemorragico".

O gene que codifica a IL-4 esta localizado na regido cromossémica 5q31.17%. Esse
gene possui um polimorfismo no intron 3, do tipo VNTR de 70pb, que pode influenciar a
expressdo desta citocina e o risco de acidente vascular encefalico hemorragico
(AVEH)'®') Esse polimorfismo possui os alelos B1 (duas repeticdes), e B2 (trés
repeticdes). O alelo B2 pode estar mais relacionado com a diminuigdo da expressao de
IL-401718),

Nesse contexto, este estudo teve por objetivo investigar a associagado entre o
polimorfismo do tipo VNTR, do gene /L4, localizado na regido do intron 3, em pacientes
diagnosticados com acidente vascular encefalico hemorragico (AVEH) ou aneurisma

intracerebral em uma amostra do Distrito Federal.
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5.2 Métodos

5.2.1 Participantes

Foi feito um estudo observacional, retrospectivo, transversal com 55 pacientes. Os
participantes recrutados fizeram parte de um estudo caso-controle realizado entre os anos
de 2011 e 2012, em um hospital do Distrito Federal, Brasil. Na amostra estudada havia 38

mulheres e 17 homens.

Os participantes deste estudo tinham acima de cinquenta anos de idade, tinham o
diagnostico de AVEH, de acordo com os critérios da Organizagdao Mundial da Saude
(OMS), que foi confirmado através de exames de imagem: Tomografia Computadorizada
(TC) e Ressonancia Magnética (RM). Os pacientes sem diagndstico e com idade inferior a

50 anos foram excluidos deste estudo.

Foram anotadas as caracteristicas clinicas dos pacientes e a partir disso foram
obtidas informagdes como diagndstico de hipertensao ou diabetes,e habitos de vida como
tabagismo e uso de alcool. A fim de avaliar a recuperagédo dos pacientes, foi utilizada a
Escala de Rankin Modificada (ERM)"").

As amostras obtidas dos pacientes foram processadas no Laboratério de Analises

Clinicas da Faculdade de Ceilandia, Universidade de Brasilia (UnB), Brasil.

O presente estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Fundacéo de
Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude (CEP — FEPECS), sendo aprovado sob o
namero 95/2010. Antes da realizacdo do estudo foi obtido o termo de consentimento livre

e esclarecido (TCLE) de cada participante.
5.2.2 Procedimentos

Foram coletados 5mL de sangue venoso de cada paciente, de onde foi feita a
extragdo de DNA, com o Mini Kit PureLink°®Genomic DNA, da empresa Invitrogen
(catalogo #K1820-02, lote #19339891). As concentracdes de DNA foram obtidas a partir
de espectrofotometria (equipamento NanoDrop®, da empresa Thermo Fisher Scientific

Inc.).


https://www.zotero.org/google-docs/?GasFDK
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O DNA obtido foi analisado por meio da estratégia de reagdo em cadeia da

polimerase (PCR), para a realizagdo da genotipagem. Foram utilizados 4,0uL de DNA
gendmico na concentragao final de 2,5ng/uL; 12,5uL de tampao 10x (10mM de Tris e
50mM de KCI); 3,8uL de MgCI2 50mM (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul,
Brasil), 10uL de desoxirribonucleotideo trifosfato (dNTPs) 2,5mM (Ludwig Biotec,
Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil); 2uL de Tag-Polimerase 10U/uL (Ludwig Biotec,
Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil); 5uL de cada oligonucleotideo (10uM, IDT

technologies); completando com agua Milli-Q para um volume final de 25uL por reagao.

Os oligonucleotideos utilizados para amplificar a sequéncia de interesse do
polimorfismo do gene /L4 VNTR intron 3 70pb foram 5-AGGCTGAAAGGGGGAAAGC-3’
forwmard e 5-CTGTTCACCTCAACTGCTCC-3’ reverse. A amplificacdo do fragmento
estudado foi realizada através do termociclador programado da seguinte maneira:
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagao a 94°C
por 20 segundos, anelamento a 58°C por 20 segundos, extensao a 72°C por 20 segundos
e extensao final a 72°C por 10 minutos. Os produtos da PCR foram submetidos a corrida
eletroforética em gel de agarose 3% com brometo de etidio por 1 hora a 80W. Apds a
corrida, os fragmentos foram visualizados em um transluminador (L-PIX Touch) com fonte
ultravioleta, e a frequéncia genotipica foi feita através de contagem direta dos amplicons.
As bandas de 183 pb foram definidas como gendtipo B1/B1, as bandas de 253 pb foram
definidas como gendtipo B2/B2 e as bandas que possuiam ambas, 183 pb e 253 pb,

foram definidas como genétipo B2/B2.
5.2.3 Andlise Estatistica

ApOs os resultados das PCRs, foi feita a analise estatistica dos dados utilizando o
programa estatistico SPSS versao 25.0, a qual tem por objetivo comparar o genétipo e as
caracteristicas clinicas dos pacientes. O nivel de significancia adotado foi de 5%, e o teste

estatistico executado para as analises de associacgao foi o0 qui-quadrado.
5.3 Resultados e Discussao

Na amostra estudada foram encontrados os alelos B1 (duas repeticées de 70 pb)
e B2 (trés repeticbes de 70 pb). Apds a analise estatistica das amostras, verificou-se que

o0 gendtipo mais frequente foi B1/B2 (50,9%, N=28), seguido pelo gendtipo ancestral
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B1/B1 (27,3%, N=15), sendo que o menos frequente foi o gendtipo B2/B2 (21,8%, N=12),

como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo do gendtipo de IL4 INTRON 3 VNTR entre os pacientes portadores
de AVE.

N %
IL4 B1/B1 15 27,3
B1/B2 28 50,9
B2/B2 12 21,8

IL4 = gene; B1/B1, B1/B2, B2/B2 = gendtipos; N = numero de pacientes que correspondem aos diferentes

genotipos; % = porcentagem de pacientes que correspondem aos diferentes genoétipos.

A partir da analise dos dados apresentados na Tabela 2, entre os diferentes
gendtipos, foi demonstrado que ndo houve associagéo estatistica entre as variaveis HAS
(hipertenséo arterial sistémica) (p=0,505), diabetes (p=0,545), tabagismo (p=0,875) e
etilismo (p=0,725).

Houve associagcdo entre a distribuicdo genotipica e a variavel sexo na amostra

estudada (p=0,039), porém isso nao influenciou no prognostico de AVEH (MRS p=0,929).
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Tabela 2. Distribuicdo dos gendtipos de IL4 INTRON 3 VNTR conforme as variaveis sexo,

hipertensao arterial sistémica (HAS), diabetes, tabagismo, etilismo e Escala de Rankin

Modificada (ERM) dos pacientes portadores de AVE.

IL4
B1/B1 B1/B2 B2/B2 P
N % N % N %

Sexo feminino 7 46,7 20 71,4 1" 91,7 0,039
masculino 8 53,3 8 28,6 1 8,3

HAS sim 14 93,3 23 82,1 1 91,7 0,505
nao 1 6,7 5 17,9 1 8,3

Diabetes sim 0 0,0 2 7.1 1 8,3 0,545
nao 15 100,0 26 92,9 11 91,7

Tabagismo sim 4 26,7 9 32,1 3 25,0 0,875
nao 1 73,3 19 67,9 9 75,0

Etilismo sim 4 26,7 8 28,6 2 16,7 0,725
nao 11 73,3 20 71,4 10 83,3

ERM prognostico 2 13,3 5 17,9 2 16,7
ruim 0,929
bom 13 86,7 23 82,1 10 83,3
prognéstico

* P <0,05;Teste do Qui-Quadrado. /L4 = gene; B1/B1, B2/B2 e B1/B2 = gendtipos; N = numero de pacientes

correspondentes aos gendtipos; % = porcentagem de pacientes correspondentes aos genétipos.

A associagao estatatistica entre e variavel sexo e o polimorfismo de /L4 na amostra

estudada é considerada um novo achado em relagao a estudos ja existentes.

Em um estudo realizado no Hospital de Base de Sao José do Rio Preto, Sdo Paulo,

os autores observaram que entre os prontuarios analisados houve maior prevaléncia de
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AVE em individuos do sexo masculino (56,04%) do que no sexo feminino (43,96%)!"%.

Um estudo transversal feito com 223 pacientes diagnosticados com AVE, que
foram atendidos em um hospital de Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil, no periodo de
janeiro a junho de 2015 demonstrou que a maior parte de individuos acometidos eram
homens (123 pacientes - 55%), numa faixa etaria de 33 a 93 anos, onde a idade média

desses individuos era de 64,3 anos®?.

Individuos do sexo masculino, abaixo de 85 anos, sdo os mais acometidos por
AVE. Este fato tem ligagdo também com a preexisténcia de hipertenséo arterial sistémica,
que € mais prevalente em homens de até 50 anos. Acima dos 70 anos, as mulheres
passam a ser mais propensas a desenvolverem AVE, devido a fatores hormonais

(menopausa)®@.

Os polimorfismos genéticos podem alterar o perfil de liberagdo de citocinas, € o
polimorfismo do gene /L4 intron 3 VNTR pode ser um dos responsaveis por alterar a
liberagéo de IL-4?). Esse polimorfismo possui os alelos B1 (duas repeticdes) e B2 (trés
repeticdes). O alelo B2 pode estar mais relacionado com a diminuigdo da expressao de
|L-4(1618),

Estudos anteriores demonstraram que a interleucina-4 € capaz modular a resposta
imunoldgica e polarizar a microglia para o fenétipo M2, que associa-se ao reparo tecidual
e a liberagao de citocinas anti-inflamatdrias, o que seria benéfico tanto na recuperacao de
AVE isquémico quanto de AVEH®*2),

Em um estudo com camundongos, Zhao et al. (2015) obtiveram resultados
positivos na recuperagao desses animais apos acidente vascular encefalico isquémico. A
administracdo de IL-4 resultou em uma reducdo da lesdo isquémica e influenciou
positivamente na recuperac¢ao neurologica desses animais, além de induzir a polarizagéo
da microglia para o fenétipo M2, que é capaz de reduzir a inflamacgao e relaciona-se ao

reparo tecidual®¥,

Yang et al. (2016) induziram hemorragia intracerebral, um dos tipos de AVEH, em
ratos Sprague Dawley para testar qual seria o efeito da inje¢cao de IL-4 na polarizagéo da

microglia e na resposta imunoldgica ao dano causado. Os resultados demonstraram que a


https://www.zotero.org/google-docs/?e6exV6
https://www.zotero.org/google-docs/?fH9Zs5
https://www.zotero.org/google-docs/?tHDSuK
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https://www.zotero.org/google-docs/?CIepBw
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administracao de IL-4 foi capaz de induzir a polarizagdo da microglia ao fenétipo M2, além

de melhorar a resposta anti-inflamatéria e consequentemente, a recuperagao do rato apés
hemorragia intracerebral. Porém ressaltaram que mais estudos precisam ser feitos a fim
de encontrar a dose ideal e qual o melhor momento para administracdo de IL-4, se na

fase inicial ou final do AVEH.

Rolim et al. (2020) estudaram o polimorfismo rs2243250 de nucleotideo unico
(SNP), o qual apresentava dois alelos, C e T, que se relacionaram com o risco de
desenvolver AVEH. Na analise dos dados a variacao alélica de C e T nao se relacionou
com os fatores de risco para AVEH, nem houve associagao estatistica entre o progndstico

de AVEH e a frequéncia alélica do polimorfismo estudado.

Park et al. (2011) estudaram dois polimorfismos SNPs de /L4, rs2070874 e
rs2243250, encontrando os gendtipos CC, TT e TC. O alelo C associava-se com a
redugao do risco para AVE e o alelo T relacionava-se ao aumento da expressao de IL-4,
existindo associacao estatistica entre esses polimorfismos e o AVEH. Porém, no mesmo
estudo, apontaram como limitagcdo a amostra utilizada e sugeriram que mais estudos

precisam ser realizados a fim de elucidar qual o papel da IL-4 no AVEH.
5.4 Conclusao

Existem poucos estudos demonstrando a relagao entre a interleucina-4 e o AVEH
pois em sua maioria, a IL-4 esta relacionada ao AVEI. Este estudo mostrou que a
presenca do polimorfismo IL4 INTRON 3 VNTR teve associagdo com a variavel sexo,
demonstrando que na amostra estudada, o AVEH é mais frequente em mulheres do que
em homens, divergindo de estudos no quais individuos do sexo masculino sdo propensos

a desenvolver AVE.

Em relacdo as demais caracteristicas clinicas de acidente vascular encefalico
hemorragico (hipertensao arterial sistémica, diabetes, etilismo, tabagismo e progndstico),

nenhuma associacao estatistica foi encontrada.

Para compreender melhor o papel deste polimorfismo na populagao estudada, sao
necessarios mais estudos detalhados, avaliando outras caracteristicas dos pacientes,

como perfis lipidico, inflamatério e bioquimico, e analise dos prontuarios.
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6. Anexos

ANEXO A -

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA SES/DF

GOVERNO DO DISTRITO FEDERAL
SECRETARIA DE ESTADO DE SA(IDE .
Fmdl&thummciimdlm

e N

BRASILIA

1]

sl

COMITE DE ETICA EM PESQUISA/SES-DF
PARECER N2 0095/2010

PROTOCOLO N°-PQFROEIR. 380/2019 - POLIMORFISMOS GENETICOS
ASSOCIADOS AO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO HEMORRAGICO
E AO ANEURISMA INTRACEREBRAL.

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

Area Temitica Especial: Grupo I (n&o pertencente 4 area tematica especial),
Ciéncias da Sadde.

Validade do Parecer: 15/12/2012

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

Esclarecemos que o pesquisador devera observar as responsabilidades
que lhe sdo atribuidas na Resolugio 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.

Atenciosathente,

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

Coordenadora
ALICEP/SES-DF

Fundagio de Ensing @ Pesquisa §m Cidncias da Seide - 565
Comitd de Etica dm Pesquisa
Fone: J25-4955 . FoneFar: 326-0719- o-mad cepsesofffasude of gov br
SMHN = ). 501 - Bloco *A* - Oraglio - DF - CEP: 10.T10-907

BRASILIA - PATRIMOMIC CULTURAL D4 HUMANTDADE

34



ANEXO B - FICHA DE IDENTIFICAGAO DOS PARTICIPANTES

Nome do participante:

35

Nome do representante legal (se houver):

Idade:
Sexo: ( )Masc. ( ) Fem.

Cor:

Estado Civil:

Data do acidente vascular encefalico

intracebral:

hemorragico e/ou

do

Hipertensao arterial: ( ) Sim ( ) Nao

Pressao Arterial:

Diabetes: ( ) Sim ( ) N&o

Glicemia:

Tabagismo: ( ) Sim ( )Nado Se sim, quantos magos por dia:

Etilismo: ( ) Sim ( ) N&o Se sim, quanto por dia:

Uréia:

Creatinina:

Plaquetas:

Escala de Glasgow:

Escala de Rankin:

indice de Barthel:

aneurisma



Tomografia:

Angiografia:

Observacoes:

36
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Paciente

Polimorfismo 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 explicagbes sobre o estudo que vocé estd sendo
convidado a participar. Antes de decidir se deseja participar (de livre e esponténea
vontade) vocé devera ler e compreender todo o conteudo. Ao final, caso decida participar,
vocé sera solicitado a assina- lo e recebera uma cépia do mesmo. Antes de assinar 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 decisdo é sua.

Existe uma possibilidade de associagcdo de fatores genéticos com o aneurisma ou
acidente vascular encefélico (“derrame”), assim, este estudo tem o objetivo geral de

conhecer um pouco melhor como “funciona” estas doencas, 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 € 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 os
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 5 ml (uma

seringa pequena) de sangue, através de uma puncdo da veia do seu antebrago. O
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procedimento € o mesmo utilizado para realizacdo de diversos outros tipos de exame de

sangue. Serao utilizados equipamentos novos, estéreis e descartaveis.

Nado 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 incbmodo.

Podera haver pequeno incobmodo de dor no momento da introdu¢do 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

identificagdo de algum problema nao antes conhecido.

Os resultados estardo sempre disponiveis a vocé. Caso seja de seu desejo, 0s

resultados serao discutidos com vocé pela equipe deste trabalho.

Sua participagédo podera ainda ajudar no maior conhecimento sobre o aneurisma
ou acidente vascular encefalico (“‘derrame”), principalmente em relacdo as causas

genéticas da doenca.
Participacéao, recusa e direito de se retirar do estudo:

Sua participagao é voluntaria e ndo alterara o seguimento e tratamento da doencga

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.
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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 nao recebera nenhum tipo de

compensacao financeira pela sua participacédo neste estudo.
Confidencialidade:
Os seus registros médicos serdo sempre tratados confidencialmente.

Seus dados serao identificados com um numero e somente os pesquisadores

saberao que numero pertence a cada individuo.

Os resultados de seus exames, bem como as informacgdes de seu prontuario, serao

acessiveis somente aos pesquisadores envolvidos.

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficard guardado no Centro de
Neurociéncias, no Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia, no banco de amostras

“Aneurisma- AVE”, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Marcia Renata Mortari.

Toda nova pesquisa a ser feita com o material guardado serd 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 informacdo que esteja

relacionada com sua privacidade.

Se o Senhor(a) tiver qualquer duvida em relagao a pesquisa, por favor entre em
contato com a enfermeira Hélia Carla de Souza, no setor de Neurocirurgia, do Hospital de
Base de Brasilia, no horario matutino. Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da SES/DF. Qualquer duvida com relagao 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.
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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 explicagdes sobre o estudo que o paciente sob sua
responsabilidade esta sendo convidado a participar. Antes de decidir se deseja aceitar
que o paciente sob sua responsabilidade (de livre e espontanea vontade) participe, vocé
devera ler e compreender todo o conteudo. Ao final, caso decida aprovar a participagao,
vocé sera solicitado a assina-lo e recebera uma copia do mesmo. Antes de assinar 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:

O paciente sob a sua responsabilidade esta sendo convidado a participar de um
estudo pelo fato de ter apresentado um aneurisma ou um acidente vascular encefalico

(“derrame”). Vocé podera decidir que ele participe ou ndo. A decisao € sua.

Existe uma possibilidade de associagcdo de fatores genéticos com o aneurisma ou
acidente vascular encefélico (“derrame”), assim, este estudo tem o objetivo geral de

conhecer um pouco melhor como “funciona” estas doengas, do ponto de vista genético.

O objetivo especifico deste estudo é o de conhecer se determinadas sequéncias do
DNA (material genético que informa como nosso corpo € formado) pode aumentar o risco

de pessoas apresentarem aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”).
Procedimentos do estudo:

A participacédo 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.
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Apos isso sera coletado do paciente sob sua responsabilidade, uma uUnica vez,

aproximadamente 5 ml (uma seringa pequena) de sangue, através de uma puncao da
veia do seu antebrago. O procedimento € o mesmo utilizado para realizagao de diversos
outros tipos de exame de sangue. Serdo utilizados equipamentos novos, estéreis e

descartaveis.

Nao havera nenhuma outra forma de envolvimento ou comprometimento neste

estudo.
Riscos:

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

risco ou incoémodo.

Podera haver pequeno incobmodo de dor no momento da introdu¢do da agulha para
a retirada do sangue e, eventualmente, a formacdo de um pequeno hematoma (mancha

roxa) no local.
Beneficios:

A participagdo do paciente sob sua responsabilidade podera proporcionar, no

ambito pessoal, a identificagdo 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 participacédo do paciente sob sua responsabilidade podera ainda ajudar no maior
conhecimento sobre o aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”),

principalmente em relagédo as causas genéticas da doenca.
Participacéao, recusa e direito de se retirar do estudo :

A participagao do paciente sob sua responsabilidade € voluntaria e nao alterara o

seguimento e tratamento da doenga que voceé ja esta fazendo.
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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 participacao, 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 nao havera nenhum tipo de

compensacao financeira pela participagao neste estudo.
Confidencialidade:
Os registros médicos serdao sempre tratados confidencialmente.

Os dados do paciente sob sua responsabilidade serdo identificados com um

numero e somente os pesquisadores saberdo que numero pertence a cada individuo.

Os resultados dos exames, bem como as informagdes do prontuario, serao

acessiveis somente aos pesquisadores envolvidos.

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

Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa.

Os resultados deste trabalho poderao ser apresentados em encontros ou revistas
cientificas, entretanto, ele mostrara apenas os resultados obtidos como um todo, sem
revelar seu nome, instituicdo a qual pertence ou qualquer informacdo que esteja

relacionada com sua privacidade.

Se o Senhor(a) tiver qualquer duvida em relacao a pesquisa, por favor entre em

contato com a enfermeira Hélia Carla de Souza, no setor de Neurocirurgia, do Hospital de
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Base de Brasilia, no horario matutino. Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da SES/DF. Qualquer duvida com relagao 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 explicagdo completa dos objetivos do estudo

e dos procedimentos envolvidos concordo voluntariamente em permitir a participagéo do
paciente sob minha responsbilidade, o}
Sr(a)

Brasilia, de de

Responsavel pelo Participante da pesquisa
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ANEXO D - TERMO DE GUARDA DE MATERIAL BIOLOGICO DOS PARTICIPANTES

DA PESQUISA
Termo de Guarda de Material Biolégico — Individuos “saudaveis”

Este documento € chamado de Termo de Guarda de Material Bioldgico. Ele contém
explicacdes sobre a guarda de seu material biolégico (sangue). Vocé podera autorizar ou

ndo a guarda de seu material biolégico. A decisdo é sua.

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

presente estudo.

As amostras de sangue serdo identificadas com um numero e ndo com seu nome.
Somente os pesquisadores saberdao a quem pertence cada numero, mantendo-se assim o

sigilo e respeito a confidencialidade dos seus dados.
Se for de seu interesse, vocé tera acesso aos resultados dos seus exames.

O sangue sera utilizado somente em pesquisas que tenham como objetivos
verificar a frequéncia de determinadas sequéncias no DNA (material genético que informa

como nosso corpo € formado) em individuos saudaveis.

Os trabalhos resultantes destas pesquisas mostrardo apenas os resultados e

nunca seu nome ou qualquer outra informagao que ponha em risco sua privacidade.

Todas as informacdes estardao sempre a sua disposicao, bastando para isso entrar

em contato com um dos pesquisadores.

A qualquer momento vocé tera acesso a seus dados genéticos, assim como tera o

direito de retirar seu material biolégico do banco onde se encontra armazenado.
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Toda nova pesquisa a ser feita com o material guardado serd submetida para

aprovacdo do CEP da instituicdo e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em

Pesquisa.

Eu ,RG

, apoés receber uma explicagdo completa dos procedimentos

envolvidos na guarda de material bioldgico, 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 Biolégico — Paciente

Este documento é chamado de Termo de Guarda de Material Biolégico. Ele contém
explicagbes sobre a guarda de seu material biolégico (sangue). Vocé podera autorizar ou

n&do a guarda de seu material biolégico. A decisdo é sua.

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficara guardado no Centro de
Bioprospecgao e Neurociéncias, no Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia, no
banco de amostras “Aneurisma-AVE”, sob a responsabilidade da Profa. Dra. Marcia
Renata Mortari. - 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 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 estardao sempre a sua disposicao, bastando para isso entrar

em contato com um dos pesquisadores.

A qualquer momento vocé tera acesso a seus dados genéticos, assim como tera o

direito de retirar seu material biolégico do banco onde se encontra armazenado.

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 , apos receber uma explicagdo completa dos procedimentos

envolvidos na guarda de material bioldgico, venho através deste termo consentir a guarda

de meu material biolégico (sangue) decorrente da presente pesquisa.



Brasilia,

Assinatura do participante

de

de

48
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Termo de Guarda de Material Bioldgico — Representante Legal

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

paciente sob sua responsabilidade.

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

Pesquisa.

A qualquer momento vocé tera acesso aos dados do paciente sob sua
responsabilidade e de seus dados genéticos, assim como tera o direito de retirar o

material biolégico do banco onde se encontra armazenado.

Todas as informagdes estardo sempre a sua disposi¢ao, 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 informacdo que ponha em risco sua

privacidade.

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

cada numero.

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

vascular encefalico (“derrame”).

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

da Profa. Dra. Marcia Renata Mortari.



50
Eu, , RG

apdés receber uma explicacdo completa dos procedimentos

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

minha responsabilidade:

Assinatura do participante

Brasilia, de de
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ANEXO E - NORMAS DO PERIODICO

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial (JBPML), continuagao do
Jornal Brasileiro de Patologia, de periodicidade bimestral (fevereiro, abril, junho, agosto,
outubro e dezembro), € o o6rgao oficial da Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML), da Sociedade Brasileira de Patologia (SBP) e
da Sociedade Brasileira de Citopatologia (SBC). E indexado na Literatura Latino
Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), no Periodica e no Chemical
Abstracts e é integrante da base de dados Scientific Electronic Library Online (SciELO).
Destina-se a publicagao de trabalhos cientificos que contribuam para o desenvolvimento
da area de Medicina Laboratorial e aceita as seguintes categorias: artigos originais, de
revisdo, de atualizagcdo, experimentais, relatos de caso, comunicagdes breves e cartas
aos editores. Os trabalhos podem ser submetidos nos idiomas portugués, inglés ou
espanhol, mas o texto completo sera publicado apenas em inglés, com resumo em

portugués ou espanhol.
TAXA DE PUBLICAGAO

O JBPML tem mais de 71 anos de histéria. Desde 1950, com pausas minimas na
publicagdo, a revista se compromete a publicar artigos de exceléncia na area médica
diagnodstica. Para que possamos dar continuidade ao trabalho que temos executado com
tanta dedicacado, a partir de 2021, passaremos a cobrar uma taxa de publicagdo dos
artigos no valor de R$ 500,00 (quinhentos reais). O processo sera realizado por meio do
Contrato de Licenga de Uso Oneroso de Obra — enviado ao autor apds a aprovacao final

do artigo —, juntamente com as instrugdes para pagamento da taxa de publicagao.
ANALISE DOS TRABALHOS

O manuscrito recebido sera enviado para, pelo menos, dois avaliadores
independentes, pares cientificos, de renome e com conhecimento especifico na area
contemplada pelo artigo. Apds analise pelos avaliadores, o editor-chefe do JBPML entrara
em contato com o autor principal comunicando 0s passos a serem seguidos na aceitagao

do trabalho para publicagdo ou sua eventual rejeigao.
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ETICA

Estudos realizados com seres humanos, incluindo 6érgaos e/ou tecidos
isoladamente, bem como prontuérios clinicos ou resultados de exames clinicos, deverao
estar de acordo com a Resolugcdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Quando
pertinente, o trabalho enviado devera ser acompanhado de copia do comprovante de
aprovacéo por um Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (exceto dados de

dominio publico).

Nos trabalhos experimentais envolvendo animais, devem ser respeitados os
principios éticos de experimentagdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal (COBEA) e as normas estabelecidas no Guide for Care and Use of Laboratory
Animals (Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences, National
Research Council, Washington, D.C., 1996).

As drogas e substancias quimicas eventualmente utilizadas na realizagdo do

trabalho devem ser identificadas com precisao.

N&do devem ser utilizados nomes ou iniciais do paciente nem informados nomes

comerciais, de empresas e/ou registros de hospitais.
RESPONSABILIDADE DA AUTORIA E CONFLITO DE INTERESSES

De acordo com as diretrizes elaboradas pelo International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE), atualizada em 2013, a autoria deve ser validada para: a)
concepgao e projeto do trabalho ou aquisigdo, andlise e interpretacdo dos dados; b)
redacao inicial do artigo ou revisao critica do seu conteudo; c) aprovacao final da versao
para publicacéo; d) responsabilidade para todos os aspectos do trabalho, garantindo que
questdes relacionadas com acuracia ou integridade de qualquer parte do trabalho sejam
adequadamente investigadas e analisadas. Todos os autores listados no artigo devem
preencher os quatro critérios de validagao de autoria para serem designados como tal. Os
participantes do trabalho que ndo preencherem os quatro critérios devem ser incluidos na
seccdo de Agradecimentos (Acknowledgements). O autor principal deve especificar a

contribuigdo de cada um nas diferentes etapas do estudo.
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Do mesmo modo, o autor principal deve declarar ou negar a existéncia de
possiveis conflitos de interesse. Caso exista algum conflito, ele deve ser especificado

como nota no final do artigo.
TITULAGAO

O nome dos autores devera ser referido da seguinte forma: primeiro nome e ultimo
sobrenome serdo grafados por extenso e nomes intermediarios serdo abreviados.
Acrescentar apos o nome de cada autor seu respectivo ORCID. Deve-se inserir nos
créditos apenas a Instituicdo onde cada autor atua. O nome da instituicdo sera grafado
em portugués ou no idioma do pais sede da instituigdo, relacionado por numero ao nome

dos autores correspondentes.
RESUMOS E UNITERMOS

Independentemente do idioma no qual o trabalho foi escrito, devem constar dois
resumos: um em portugués (Resumo) e outro em inglés (Abstract). Os resumos devem
identificar os objetivos, os procedimentos e as conclusbées do trabalho (maximo de 250
palavras para artigos originais e artigos de revisdo; e maximo de 100 palavras para

relatos de caso e comunicagdes breves).

Os unitermos, palavras que representam o assunto tratado no trabalho, devem ser
em numero de trés a seis, utilizando o vocabulario controlado Descritores em Ciéncias da
Saude (DeCS) da BIREME, acrescidos de outros termos, quando necessario. Devem ser

apresentados em portugués e inglés.
AGRADECIMENTOS

Devem ser breves, diretos e dirigidos apenas a pessoa ou a instituicgdo que
contribuiu substancialmente para a elaboragao do trabalho. Devem ser incluidos apds as

conclusdes e antes das referéncias bibliograficas.
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ESTRUTURA DO TEXTO
Artigos originais

Sao contribuicdes destinadas a divulgar resultados de pesquisa original, inédita,
que possam ser replicados ou generalizados. Os artigos podem conter até 4 mil palavras.
A sua estrutura formal deve seguir o esquema de apresentagao do texto para esse tipo de
artigo: Introducado, Objetivos, Material e Método, Resultados, Discussao, Conclusdes e

Referéncias.

O uso de subtitulos € recomendado, particularmente na Discussao. Implicagdes
clinicas e limitagdes do estudo devem ser claramente apontadas. Sugere-se o
detalhamento do topico Material e Método. Para esses artigos, exige-se a apresentagao
de resumos estruturados em portugués e inglés, com cabecgalhos obedecendo a
apresentacdo formal do artigo: Introdugéo, Objetivos, Material e Método, Resultados,
Discussao, Conclusdes e Referéncias. O Abstract (resumo em inglés) deve ser precedido
pelo titulo em inglés. As referéncias devem aparecer no final do texto, obedecendo as

normas especificadas a seguir.
REFERENCIAS

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. (links para pesquisa: 1.
https://usp.br/sddarquivos/arquivos/vancouver.pdf. 2.
http://www.abenmt.org.br/VancouverNormas-2017.pdf. 3.
http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK7256/). Os titulos dos peridédicos deverao 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 serao

imediatamente rejeitados, sem reviséo de conteudo.

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 exatidao das
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referéncias bibliograficas € de responsabilidade dos autores. Comunicagdes pessoais,

trabalhos inéditos ou em andamento poderdo ser citados, quando absolutamente
necessarios, mas nao devem ser incluidos na lista de referéncias bibliograficas; 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 sé 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 periédicos (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 periéodicos (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 periédico 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/journal/issues/v27n1/2004069/2004069.web.pdf.

e Livros no todo (dois autores)
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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.

e Parte de livro em meio eletronico

Sao Paulo (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizagdes ambientais
em matéria de meio ambiente. In: Sdo Paulo (Estado). Entendendo o meio ambiente. Sdo

Paulo; 1999. v. 1. Disponivel em: http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm.
e Evento em meio eletrénico

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 dissertagao

Silva MAL. Estudo da identificacdo de haplotipos e a relacdo com as manifestagdes
clinicas em pacientes com doenca falciforme. 2008. [dissertacdo]. Programa de

pos-graduacado em Ciéncias Médicas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul; 2008.
e Citagoes no texto

Devem ser identificadas por algarismos arabicos (niUmeros-indice). Podem também
ser acrescentados o0 nome do autor e o ano. As referéncias com mais de um autor devem
conter o sobrenome do autor seguido da expresséao et al., como, por exemplo, Higashi et

al.

TABELAS E FIGURAS
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As tabelas deverdo ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos e
encabecgadas por seu titulo, recomendando-se a nao repeticdo dos mesmos dados em
graficos. Na montagem das tabelas, seguir as normas de apresentagdo 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 deverao vir preparados em
programa processador de graficos. Deverao ser indicados os locais aproximados no texto

onde as ilustragdes serao intercaladas com as figuras.

O SGP aceita a importagao de tabelas, imagens e graficos em arquivo eletrénico

nos seguintes formatos: jpg, gif, psd, tif e png.
ABREVIACOES E NOMES DE MEDICAMENTOS

As abreviagbes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira
utilizagdo. Empregar o nome genérico de medicamentos e indicar a fonte de componentes

nao disponiveis para prescrigao.

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

Internacional (Sl) entre parénteses.



