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Resumo

O Acidente Vascular Encefédlico (AVE) corresponde a uma disfuncdo
neuroldégica aguda causada pela interrupcdo do fluxo sanguineo em areas do
encéfalo, ocasionando diversas incapacidades e o acometimento global interfere em
atividades diarias da vida do paciente. O Acidente Vascular Encefalico Hemorragico
(AVEH), compreende a hemorragia subaracnéide e a hemorragia
intraparenquimatosa, que tem como principal doenca associada a hipertenséo arterial
sistémica (HAS). No Brasil, sdo registradas mais de 68 mil mortes por AVE
anualmente, tal doenca representa a primeira causa de morte e incapacidade no pais,
gerando impacto social e econdmico. Neste trabalho foram avaliados Polimorfismos
Genéticos em pacientes diagnosticados com AVEH e/ou Aneurisma Intracerebral.
Polimorfismo genético pode ser compreendido quando ha mutacdo de nucleotideos
em pelo menos 1% dos individuos da espécie, onde um especifico gene apresenta
variacfes em suas sequéncias codificadora, ndo-codificadora ou promotoras, o que
pode acarretar fenétipos diferentes. O objetivo do presente estudo foi investigar
possivel associacdo entre os polimorfismos dos genes CTLA4, NOS3 e CYP e a
ocorréncia do AVEH e/ou Aneurisma Intracerebral, descrevendo frequéncias alélicas
e genotipicas, avaliando diferentes manifestacdes clinicas e progndésticos de
pacientes residentes no Distrito Federal. Os participantes preencheram uma ficha de
identificacdo e foram sujeitos a coleta de sangue venoso. Apds a coleta, foi realizada
extracdo do DNA, PCR-RFLP e analise do genotipo. As frequéncias genotipicas foram
estimadas por contagem direta, por meio do programa SPSS versdo 23.0. Para
comparacao das distribuicdes das frequéncias foi aplicado o teste do qui-quadrado,
de forma a detectar possiveis associa¢cdes dos genaotipos entre 0S grupos caso e
controle. Foram consideradas associacdes com probabilidades menores que 5%
(P<0,05). Concluiu-se que independente do polimorfismo a presenca da HAS é um
fator de risco para a ocorréncia de AVEH/Aneurisma e quando analisado o
polimorfismo CTLA4 -318 C/T, a presenca do gendtipo CT, foi considerada um fator
de risco para a ocorréncia de AVEH/Aneurisma. Os demais polimorfismos néo

obtiveram diferenca estatistica quanto a associagao entre os diferentes genotipos.

Palavras-chave: Acidente Vascular Encefélico, Polimorfismo, CTLA4, NOS3, CYP.
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Abstract

Stroke refers to an acute neurological dysfunction caused by disruption of blood
flow in areas of the brain, causing various disabilities, and global impairment interferes
with daily activities of the patient's life. Hemorrhagic Stroke (HS), includes
subarachnoid hemorrhage and intraparenchymal hemorrhage, which has as its main
disease associated with systemic arterial hypertension (SAH). In Brazil, more than 68
thousand deaths per year are registered, this disease represents the first cause of
death and disability in the country, generating social and economic impact. Genetic
polymorphism can be understood when there is a mutation of nucleotides in at least
1% of the individuals of the species, where a specific gene presents variations in its
coding, non-coding or promoter sequences, which can lead to different phenotypes.
The aim of the present study was to investigate possible association between the
CTLA4, NOS3 and CYP gene polymorphisms and the occurrence of hemorrhagic
stroke/intracerebral aneurysm, describing allelic and genotype frequencies, evaluating
different clinical manifestations and prognoses of patients residing in the Federal
District. Participants filled out an identification form and were subjected to venous
blood collection. After the collection, DNA extraction, PCR-RFLP and genotype
analysis were performed. The genotypic frequencies were estimated by direct
counting, using SPSS software version 23.0. To compare the frequency distributions,
the chi-square test was applied in order to detect possible associations of genotypes
between the case and control groups. Associations with probabilities less than 5% (P
<0.05) were considered. It was concluded that regardless of the polymorphism the
presence of SAH is a risk factor for the occurrence of hemorrhagic stroke/Aneurysm.
Analyzing the CTLA4 -318 C/T polymorphism, the presence of the CT genotype was
considered a risk factor for the occurrence of hemorrhagic stroke/Aneurysm. The other
polymorphisms did not present statistical difference regarding the association between

the different genotypes.

Key words: Stroke, Polymorphism, CTLA4, NOS3, CYP.



1. INTRODUCAO

Doencas Crbnicas nao transmissiveis sdo as principais causas de morte no
mundo, representam 63% dos 6bitos no mundo ocorridos em 2008, dentre elas,
destacam-se as doencas isquémicas do coragao (DIC) e doencgas cerebrovasculares
(DCBYV), dentro do grupo de DCBV, o Acidente Vascular Encefélico (AVE) tornou-se
uma das principais causas de incapacidade, sedo considerada a segunda doenca com
maior taxa de mortalidade (Ferreira and Ferreira 2012, Malta, Oliveira et al. 2016)

De acordo com o Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude
(DATASUS), no Brasil 28,2% dos 6bitos em 2012 foram resultados de doengas do
aparelho circulatério, sendo que desses 06bitos 30,1% foram por DCBV e 13,6% por
doencas hipertensivas, tais 6bitos séo prevalentes na regido Nordeste e possuem uma
reducdo nas regides Sudeste e Sul quando comparadas as regiées Norte e Centro-
Oeste. (de Padua Mansur and Favarato 2016, Villela, Klein et al. 2016).

O AVE corresponde a uma disfuncdo neurolégica aguda causada pela
interrupcdo do fluxo sanguineo em éareas do encéfalo, ocasionando diversas
incapacidades e o acometimento global interfere em atividades diarias da vida do
paciente (Medeiros, Fernandes et al. 2014).

Apbs a ocorréncia do AVE, um dos maiores riscos é o AVE secundario, também
conhecido como AVE recorrente, que ocorre nas primeiras 24 horas ou mais apés o
primeiro AVE e pode envolver qualquer area vascular do encéfalo. O AVE secundario
estq associado a um aumento de mortalidade e a um pior prognostico quando
comparado ao primeiro AVE. A morbidade causada pelo AVE é considerada a maior
causa de incapacidade no mundo (Peter and Justus 2016).

Pacientes acometidos pelo AVE apresentam variados graus de dependéncia para
arealizacado de suas atividades diarias, portanto, cabe ao profissional, em seu trabalho
interdisciplinar atentar para todas necessidades do paciente e atuar com vistas a
integralidade de suas acdes. E importante destacar propostas de promocao de sautde
e agOes preventivas, além do trabalho centrado no conhecimento biomédico (Araujo,
Ximenes et al. 2013).



1.1 Acidente Vascular Encefélico

O AVE é considerado um déficit neurologico (transitorio ou definitivo) em uma
area do encéfalo que ocorre secundario a uma leséo vascular. Pode ser dividido em
duas categorias principais: isquémicos (87%) e hemorragicos (13%). Tais categorias
apresentam semelhancas, porém diferem quanto a etiologia, fisiopatologia,
tratamento médico e cirdrgico (Montaner, Mendioroz et al. 2012).

O Acidente Vascular Encefélico Hemorrdgico (AVEH), compreende a
hemorragia subaracndide e a hemorragia intraparenquimatosa, que tem como
principal doenca associada a hipertensdo arterial sistémica (HAS); e o Acidente
Vascular Encefalico Isquémico (AVEI) define um déficit neurolégico devido a
insuficiéncia de suprimento sanguineo no encéfalo, podendo ser temporario ou
permanente, tem como principais fatores de risco a HAS, diabetes mellitus e
cardiopatias (Radanovic 2000).

A American Heart Association desenvolveu um conceito de saude
cardiovascular ideal para ser aplicado em todo o mundo, que é definido com a
presenca simultanea de quatro comportamentos de saude ideais: ser ndo-fumante,
obter indice de Massa Corporal (IMC) <25 kg/m?, realizar atividades fisicas
regularmente e seguir uma dieta consistente; e com trés fatores de saude ideais: obter
indice de colesterol total < 200 mg/dL, pressdo arterial sistélica < 120 mmHg e
diastélica < 80 mmHg, e glicose em jejum < 100 mg/dL. Tais medidas buscam a
prevencao de fatores de risco para a ocorréncia de doencas cardiovasculares e AVE
(Zhang, Zhou et al. 2013).

Taylor, Trialists e colaboradores afirmam que o AVE ndo € mais considerado
uma doenca sem tratamento e com morbidade a longo prazo. Hospitais publicos e
privados da Africa do Sul ganharam bastante atencdo devido a sua desenvoltura
multidisciplinar em tratamento de pacientes com AVE. Nas unidades de AVE, os
cuidados dos pacientes ficam sob a supervisdo de uma equipe multidisciplinar
especializada na gestéo da doenca (Trialists’Collaboration 2013, Taylor, le Feuvre et
al. 2016).

Cerca de 60 a 70% dos casos de AVE ocorrem em pessoas com mais de 65
anos e esses pacientes acometidos pelo AVE tornam-se cada vez mais dependentes,
com a necessidade de apoio permanente, o que produz impacto na qualidade de vida

do acometido. Devido a dependéncia fisica surgem alteracbes sociais como o



isolamento, alteragbes econOmicas e emocionais, podem ocorrer transtornos
neuropsiquiatricos como a depressdo (Marques and Martins 2012, Silva, Neves et al.
2016).

Diversas terapias tém sido estudadas na tentativa de minimizar as sequelas do
AVE, entre as quais estdo a reducao do equilibrio e da mobilidade funcional. Estudos
vém propondo medidas que proporcionem melhora no quadro do paciente e em sua
qualidade de vida. Bacha e colaboradores (2016) afirmam que o treinamento funcional
tem se sobressaido com opc¢éao de tratamento para idosos, pois possui caracteristicas
para manutencdo da mobilidade funcional e independéncia dos acometidos.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) definiu como qualidade de vida “a
percepc¢do do individuo da sua posi¢cdo na vida, no contexto da cultura e sistema de
valores nos quais ele vive, e em relacdo aos seus objetivos, expectativas, padrées e
preocupacgdes”. As experiéncias clinicas e mudancas comportamentais dos pacientes
devem ser avaliadas para que seja mantida a qualidade de vida, devido a isso séao
realizadas avaliacBes de qualidade de vida a partir de escalas (Fleck, Louzada et al.
2000, Suzano, de Almeida et al. 2016).



1.2 Fisiopatologia

O encéfalo exige um suprimento constante de oxigénio e glicose que sao
fornecidos pela circulagdo sanguinea. O fluxo sanguineo cerebral é cerca de 50mL
por minuto para cada 100g de tecido e se mantém constante devido as pressdes
sanguineas e intracranianas que se mantém continuas pela auto regulacdo da
resisténcia vascular (Pereira 2013).

Tal auto regulacéo ainda ndo € completamente compreendida, porém, sabe-se
que mecanismos neurogénicos e o0 Oxido nitrico (NO) sao participantes deste
processo. Mediadores quimicos liberados pelo NO podem controlar a reatividade
vascular e inibir o acimulo de plaquetas e leucdcitos. Experimentos demonstraram
que camundongos deficientes da enzima Oxido nitrico sintase endotelial (NOS3)
possuiam um maior volume do enfarte cerebral. Essas e outras observacdes sugerem
gue o NO no endotélio pode proteger o tecido encefalico isquémico por mecanismos
hemodinamicos (del Zoppo and Hallenbeck 2000).

A fisiopatologia do AVEH depende da etiologia e do tipo de disturbio vascular.
Os sintomas como deterioracdo ou perda da funcdo neurolégica sdo produzidos
guando ha um rapido acumulo de sangue dentro do parénquima cerebral, devido a
hemorragia, que leva a ruptura da artéria e aumento da presséao no local (Fann, Lee
et al. 2013).

O metabolismo normal do encéfalo é rompido pelo fato de ter sido exposto ao
sangue, que geram efeitos patolégicos como alteracBes devido a citotoxicidade do
sangue, hipermetabolismo, stress oxidativo e inflamacdo. Ocorre uma isquemia
secundaria no encéfalo devido a pressao de perfuséo reduzida (Aronowski and Zhao
2011).

Estudos correlacionam os niveis de presséo arterial sistélica e diastolica com o
risco de ocorréncia de doencas cardiovasculares e AVE. Quanto ao AVE, diferentes
etiologias tém sido associadas com 0s niveis de pressao arterial e que ambos 0s
valores altos ou baixos estdo associados a um mau prognostico para deterioracéo
neuroldgica precoce (Zis, Vemmos et al. 2013).

O Aumento da presséo intracraniana (PIC) devido ao derramamento de sangue
no encéfalo pode levar a disfuncdo vascular cerebral e congestdo vascular com
posterior edema cerebral. Como o aumento da PIC sobe para niveis que se

aproximam da presséo arterial média, a presséo de perfuséo cerebral se aproxima de



zero, 0 que resulta na perda de fluxo sanguineo. Este processo pode conduzir a
isquemia encefalica quando o fluxo sanguineo ndo cumprir as exigéncias metabolicas
dos tecidos (Donnelly 2014).

A isquemia encefalica desencadeia alteracdes no metabolismo de neurdnios e
células da glia, podendo levar & morte celular pela faléncia de seu metabolismo e por
falta de suprimento energético. Durante a isquemia, ha uma diminuicdo do nivel de
adenosina trifosfato (ATP) disponivel, levando a disfuncdo da bomba de sodio e
potassio, acumulo do sédio intracelular e como consequéncia alteracdo do potencial
de membrana e edema celular (Homi, Junior et al. 2000)

Aneurismas intracranianos ocorrem em decorréncia da dilatacdo das paredes
da artéria cerebral que se desenvolve em devido a fraqueza da parede arterial, séo
mais comuns na bifurcacdo da artéria carétida interna e cerebral média, sendo 72,5%
dos casos nestas localizagdes. Podem apresentar-se de diversas formas sendo a
mais frequente a ruptura do aneurisma gerando uma hemorragia subaracnoide
(Wanderley Filho, Junior et al. 2013).

O processo inflamatério desempenha um papel importante na patogénese do
aneurisma intracerebral. O dano oxidativo causado por espécies reativas de oxigénio
pode danificar as paredes dos vasos por conta da geracao de radicais livres, através
do recrutamento de células pré-inflamatérias. Aneurismas intracerebrais desenvolvem
pontos de ramificacdo de vasos ao longo das artérias que sao areas de alto estresse
hemodinamico (Starke, Chalouhi et al. 2014).



1.3 Classificacdo Etioldgica
1.3.1 Acidente Vascular Encefalico Hemorragico (AVEH)

O AVEH é uma das principais causas de mortalidade em todo o0 mundo sendo
responsavel por 10-15% de todos os casos de AVE (Mota, Meireles et al. 2016).

Envolve a ruptura de uma artéria intracerebral e por consequente um
derramamento de sangue, formando um hematoma. Alguns danos cerebrais
envolvem a morte de células que foram privadas de oxigénio e nutrientes, inicia-se
entdo um processo degenerativo que elimina progressivamente neurénios e astrocitos
da regido do AVEH dentro de 24 horas. Células vizinhas também podem ser perdidas
dentro de semanas subsequentes. A fase secundaria envolve uma resposta
inflamatéria do tecido encefdlico que causa edema, constricdo de vasos,
citotoxicidade e acidose (Robinson, Dang et al. 2013).

O AVEH é uma doenca multifatorial resultante da combinacdo de fatores e
genéticos e ambientais. Fatores de risco contribuem para o aumento do risco na
ocorréncia do AVEH (Silva 2013, Hopewell and Clarke 2016).

E considerado mais debilitante e grave quando comparado ao AVEI sendo que
34% dos casos resultam em Obito dentro de 30 dias. Casos de hemorragias
intracerebrais e hemorragias subaracnoides podem decorrer da ruptura de um
aneurisma intracraniano. (Robinson, Dang et al. 2013).

A hemorragia intracerebral primaria ocorre devido a ruptura espontanea
causada pela hipertensdo descontrolada, € uma das formas mais letais do AVEH.
Contudo, a localizacéo e o volume do hematoma sé&o fortes preditores para se definir
um bom prognéstico. A expansdo do hematoma acontece em 30% dos pacientes, 0
gue significa apenas piora do quadro, porém pode ser evitada. A hemorragia
intracerebral secundaria esta associada a malformacdes arteriovenosas, aneurismas
intracranianos e medicamentos (Brouwers, Chang et al. 2014).

A hemorragia subaracnoide € considerada um caos de urgéncia médica com
altas taxas de morbidade e mortalidade. Avancos no tratamento tém gerado uma
gueda quanto a taxa de mortalidade, e a porcentagem de sobreviventes apés a ruptura
do aneurisma pode ser de até 65%. Déficits na construcado visual, memodria,

flexibilidade mental, deficiéncia cognitiva e velocidade psicomotora sdo demonstrados



mesmo em pacientes com bom progndéstico e podem persistir por mais de um ano (da
Costa, Dunkley et al. 2016).

Gonzalez-Pérez e colaboradores (2013) em um estudo coorte realizado no
Reino Unido, examinaram a letalidade de curto e longo prazo de pacientes que
sofreram hemorragia intracerebral priméaria e hemorragia subaracnéide entre os anos
2000 e 2008. Tal estudo demonstrou que pacientes com menos de 50 anos sao mais
propensos a morrer depois da hemorragia intracerebral primaria em comparagao com
a hemorragia subaracnéide. Além disso, os sobreviventes de ambos casos continuam

a ter risco de morte em comparacdo com uma populagéo de referéncia.

1.3.2 Acidente Vascular Encefalico Isquémico (AVEI)

O encéfalo pode ser privado de oxigénio de duas formas, entrando em hipéxia
funcional quando ha baixa presséo parcial de oxigénio, devido a incapacidade de
carreamento de oxigénio pelo sangue ou quando ocorre a isquemia, podendo esta ser
transitéria ou permanente, devido a interrupcado do fluxo sanguineo por perfusdo
reduzida ou obstrugéo de um vaso (Loterio 2015).

Ao se avaliar medidas especificas para o controle do AVEI, é necessario que o
conceito de zona de penumbra isquémica seja esclarecido. Esta é uma area ao redor
do nucleo isquémico, caracterizada por isquemia moderada, disfuncéo celular, porém
ndo ha morte celular, tal area é reversivel apés a reperfusdo (Rolindo and Oliveira
2016).

A isquemia produz uma série de alteragcbes moleculares e celulares, como
disfuncdo inflamatéria molecular e desequilibrio de ions que levam a um estado
patologico grave. Durante a reperfuséo, ap6s a isquemia, a restauracao de oxigénio e
fornecimento de glicose restabelecem a fosforilagdo oxidativa que ajuda a normalizar
0s niveis de energia exigidos nos processos fisioldgicos (Burcu, Osman et al. 2016).

Menos que 5% dos pacientes acometidos por AVEI recebem terapia
trombolitica intravenosa, este fato se da pelo receio dos médicos de piorar a evolugéo
dos pacientes com AVEI ou pela admisséao tardia do paciente no hospital. Contudo,
essa terapia trombolitica venosa dentro de uma janela de tempo de 4 horas e 30
minutos apds a ocorréncia do AVEI pode oferecer efeito benéfico em pacientes
selecionados (Strbian, Engelter et al. 2012, Sundseth, Faiz et al. 2014).



Individuos pés-AVEI podem enfrentar incapacidades como paralisia dos
musculos, rigidez em partes do corpo, perda de mobilidade das articulacbes, dores
difusas, problemas de memoria, dificuldade na comunicacédo oral e incapacidades
sensoriais. A funcionalidade do individuo € um fator importante associado a
independéncia e qualidade de vida. Porém a restricdo no funcionamento fisico e
cognitivo tende a piorar a salde mental do acometido pelo AVEI (Estrela-Dias and
Pais-Ribeiro 2014).

1.3.3 Aneurisma Intracerebral

Aneurismas Intracerebrais sao lesdes comumente adquiridas e encontradas em
1 a 6% das autopsias post mortem. O aneurisma sacular ou congénito € o tipo mais
comum de aneurisma intracerebral, cerca de 90% dos aneurismas saculares ocorrem
na circulacdo anterior préximo aos pontos de ramificacdo arterial. Os Aneurismas
Intracerebrais caracterizam-se por uma dilatagéo localizada e anormal na parede das
artérias, situadas geralmente no poligono arterial de Willis (Pinto and Zago 2000).

Na maioria dos casos 0s aneurismas ndo se rompem e passam por toda a vida
do individuo sem diagnéstico. Contudo 27 mil novos casos de hemorragia
subaracndide nos Estados Unidos sédo decorrentes de aneurismas, sendo que destes
5 a 15% evoluem para um AVEH (Magistris, Bazak et al. 2013).

Os fatores mais importantes para o surgimento do aneurisma intracerebral sao
a vulnerabilidade da parede arterial e 0 aumento do estresse hemodinamico. Estudos
histopatologicos em aneurismas demonstram a falta da lamina elastica interna com as
camadas intima, média e adventicia normais associada a presenca de
polimorfonucleares, linfécitos e células plasmaticas (LOURENCO, JUNIOR et al.
2013).

O diagnostico do aneurisma intracerebral pode ser realizado através de
tomografia computadorizada do cranio; angiotomografia, Gtil em aneurismas clipados
e pacientes submetidos a técnicas endovasculares; angiorressonancia magnética,
possibilita a reconstrucédo de vasos, porém com uso restrito em aneurismas clipados
e angiografia cerebral por cateterizagdo intra-arterial, sendo padrdo ouro para o
diagnostico de aneurisma intracerebral (Fukujima and Gabbai 2001).



1.4 Escalas de consciéncia

O atendimento ao paciente que sofrera o AVE requer muita atencao e depende
de uma equipe multidisciplinar bem capacitada para o desenvolvimento de protocolos.
E de fundamental importancia que a equipe de socorro imediato faca a avaliagéo
neurologica do paciente, observando o nivel de consciéncia aplicando algumas
escalas (ALBAN and CARVALHO 2016).

Tais escalas examinam a presenca de incapacidades relacionadas ao AVE e
fornecem informacfes para um prognostico funcional, sendo fundamentais como
guias em programas de reabilitacdo funcional, assim como, adaptagéo a atividades
diarias (Pawlowski, de Carvalho Rodrigues et al. 2013).

A escala de coma de Glasgow tornou-se uma importante ferramenta para a
investigacdo de lesdes cerebrais traumaticas desde a sua introducdo em meio
académico por Teasdale e Jennett, quando se notou ser vital a capacidade de avaliar
e registrar mudancas em estados de consciéncia alterada de forma confiavel, assim
como a inconsisténcia de sistemas para descrever pacientes com alteracfes de
consciéncia que muitas vezes descreviam em termos de ma compreensao (Barker,
Whyte et al. 2014).

Em 1974, Teasdale e Jennett afirmam que se deve avaliar trés aspectos
diferentes da resposta comportamental: resposta motora, resposta verbal e abertura
dos olhos, sendo cada uma avaliada independentemente da outra, o que depende de
respostas que podem ser claramente definidas e graduadas de acordo com a ordem
de classificacao que indica o grau de disfuncdo (Teasdale and Jennett 1974).

O desenvolvimento da escala de coma de Glasgow comec¢ou em 1971, como
um instrumento para melhorar o atendimento clinico de pacientes com leséo cerebral
aguda e como consequéncia seus prognosticos. A pesquisa que produziu a escala
ocorreu na unidade de neurocirurgia do Instituto de Ciéncias Neurologicas, em
Glasgow, Reino Unido, uma clinica multidisciplinar que prestava servigos no oeste da
Escécia (Teasdale, Maas et al. 2014).

Completando 40 anos, a escala de coma de Glasgow é utilizada clinicamente
em todo o mundo, e seu artigo pioneiro de 1974 em 2010 foi considerado um dos
artigos de neurocirurgia mais citados em todo o mundo, contudo, ha a preocupacgéo
de que com o passar do tempo, sua divulgacéo foi acompanhada com altera¢des na

técnica de aplicacdo, ha relatos de diferentes técnicas e avaliacdo de fatores como
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confusdo e intubacdo, aléem disso h& alteragbes na forma como os resultados séo
tratados (Ponce and Lozano 2010, Reith, Brennan et al. 2016).

A escala de Rankin é uma escala bem estabelecida para avaliar pacientes
acometidos por AVE, contudo, possui uma confiabilidade abaixo do ideal e para limitar
subjetividades foi proposto um questionario simplificado para a Escala de Rankin
Modificada, o qual apresenta boa confiabilidade e um tempo médico de concluséo de
1,5 minutos (Bruno, Close et al. 2013).

Tal escala é considerada uma escada ordinal com pontuacéo definida por 7
graus classificados da seguinte forma: 0, assintomatico; 1, nenhuma deficiéncia
significativa e apesar dos sintomas € capaz de desempenhar todas as tarefas e
atividades habituais; 2, ligeira deficiéncia, ndo € possivel executar todas as atividades
anteriores, mas capaz de cuidar de seus assuntos sem ajuda; 3, deficiéncia
moderada, exige alguma ajuda, mas capaz de andar sem ajuda; 4, deficiéncia
moderada a grave, é incapaz de andar sem ajuda e incapaz de atender as proprias
necessidades corporais sem assisténcia; 5, incapacidade grave, acamado,
incontinente e exigindo cuidados de enfermagem e atencdo constantes; e 6, a morte
(Cheng, Forkert et al. 2014).

Pesquisadores de AVE estudam medidas globais para avaliar pacientes
acometidos e entdo desenvolver um bom progndstico quanto a deficiéncia de cada
paciente. As escalas para o AVE sdo mundialmente conhecidas, confiaveis e
validadas, sendo importantes na pratica clinica, uma vez que a mensuragcao acurada
do estado funcional do paciente é de grande relevancia (de Brito, Lins et al. 2013).

O indice de Barthel compreende a avaliagcdo de dez itens que consideram a
independéncia funcional em pacientes acometidos por AVE. O escore varia de 0 a
100, onde é considerado: dependéncia severa, escores inferiores a 45; dependéncia
grave, entre 45 e 59; dependéncia moderada entre 60 e 80 e dependéncia leve, entre
81 e 100 (Rangel, Belasco et al. 2013).
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1.5 Epidemiologia

A OMS relata que o AVEH possui 15 milhdes de casos em todo o mundo a cada
ano, destes, mais de cinco milhdes morrem e outros cinco milhdes permanecem
incapacitados. A maioria destas mortes ocorre geralmente em paises desenvolvidos
(Somarajan, Kalita et al. 2011, Kumar, Sagar et al. 2013, Tada, Shiffman et al. 2014).

A cada ano mais de 690.000 norte-americanos sofrem um AVEI, esta enorme
morbidade é resultante de um comprometimento neuroldgico, emocional e social.
Apesar do aumento do numero de casos de AVEH em todo o mundo, avancos vem
sendo relatados quanto ao controle de novos casos (Kernan, Ovbiagele et al. 2014).

Em 2008, apés anos sendo a terceira principal causa de morte nos Estados
Unidos, o AVE caiu para a quarta principal causa de morte. O que reflete o
compromisso e o trabalho realizado pela American Heart Association/American Stroke
Association (AHA/ASA), a razdo do sucesso quanto a reducdo de Obitos foi
considerada multifatorial e incluiu uma melhor prevencao e melhores cuidados nas
primeiras horas da ocorréncia do AVE (Jauch, Saver et al. 2013).

A incidéncia do AVE na China tem aumentado rapidamente ao longo dos anos.
Cerca de 15 milhdes de morte estdo associadas ao AVE por ano, e ja se torna a
primeira causa de mortalidade na China, tal taxa esta intimamente associada com a
idade, significantemente mais presente em pacientes idosos. Devido ao
envelhecimento demografico na China, torna-se urgente compreender a tendéncia do
prognostico do AVE (He, Wu et al. 2014).

O AVEH e as doencas cardiacas sdo as principais doencas acometidas no
mundo, embora o AVE seja mais evidente em paises em desenvolvimento, por
exemplo, as taxas de mortalidade por doengas cardiacas sdo ligeiramente mais
elevadas na América do Norte, Europa e Australia. Em contraste as taxas de
mortalidade por AVE s&o mais elevadas em grande parte da Africa e Asia (Figura 1)
(Kim and Johnston 2013).
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Figura 1: taxa de mortalidade relativa de AVE em comparacdo com doenca
isquémica do coracdo. 2004. (OMS - Organizacdo Mundial da Saude) Fonte: (Kim
and Johnston 2013)

No Brasil, s&o registradas mais de 68 mil mortes por AVE anualmente, tal
doenca representa a primeira causa de morte e incapacidade no pais, gerando
impacto social e econébmico. A OMS recomenda adocao de medidas de emergéncia
para a prevencao e tratamento da doenca, uma vez que 90% dos casos podem ser
prevenidos. O Ministério da Saude afirma que o fumo € responsavel por 25% das
doencas vasculares, entre elas o AVE (Portal Saude. 2016).

O AVE em 2005 ocasionou cerca de 5,7 milhdes de mortes. Estudos revelam
uma elevada taxa de mortalidade por AVE no Brasil ao final da década de 1980. A
reducdo de Obitos por AVE iniciou em meados da década de 1960 e foi estabilizada
ao final do século XX em paises como Estados Unidos, Canada e Australia. O Brasil
apresenta reducdo da taxa de mortalidade por AVE semelhante a dos paises em
desenvolvimento, porém ainda € a quarta maior taxa de toda América Latina
(Garritano, Luz et al. 2012).

Ha evidéncias do declinio da taxa de mortalidade por AVE no estado de S&o
Paulo desde 1870 e em todo o pais desde 1980. De 1979 a 1996, a taxa de
mortalidade ajustada por idade em adultos brasileiros com 30 anos ou mais diminuiu
de 200 para 164 mortes por 100.000 habitantes homens e de 168 para 130 mortes
por 100.000 mulheres (Passos, Ishitani et al. 2016).
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Estudos brasileiros nos estados de S&o Paulo e Santa Catarina demonstraram
uma taxa de mortalidade reduzida em 20%, semelhante ao observado em paises
desenvolvidos. Na populacéo da cidade de Joinville, SC, observou-se uma diminuicéo
de 30% na mortalidade em casos de AVE (Minelli, Fen et al. 2007, Cabral, Goncalves
et al. 2009).

No sul do Brasil, Copstein e colaboradores (2013) afirmam que ha uma alta
prevaléncia de sobreviventes de AVE em uma populacdo vulneravel na cidade de
Porto Alegre. Foram identificados como fatores de risco para a ocorréncia de AVE
idade, tabagismo, hipertensdo e doenca coronariana. Maior escolaridade foi
associada como um fator de protecédo contra o AVE. Contudo os autores informam
gue ha necessidade de implementacdo de politicas publicas de baixo custo para
melhoramento do niumero de sobreviventes.

Em sobreviventes de AVE com mais de 65 anos sdo comumente relatadas
dificuldades ap6s 6 meses da lesdo, tais como, hemiparesia, incapacidade de andar
sem assisténcia, alteracdes cognitivas, sintomas de depressao, afasia e dependéncia
para serem realizadas as atividades diarias (Caro, Mendes et al. 2016).

Com a implementacdo do Programa Nacional de Assisténcia aos Portadores
de Hipertensdo Arterial Sistémica, denominado HIPERDIA em 2002, foi permitido
evidenciar uma redugédo acentuada nas taxas de hospitalizagdo por AVEI (HAVEI).
Lopes e colaboradores (2016) afirmam que houve um declinio acentuado na
incidéncia de HAVEI no Brasil em todas faixas etarias e sexo, contudo ndo evidencia
a diminuicdo da mortalidade por AVEI, por esta ser dependente de melhorias no

sistema de saude, incluindo suporte de urgéncia e emergéncia.
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1.6 Fatores de Risco

A ocorréncia do AVE na maioria dos casos € secundéria a presenca de fatores
de risco em cada paciente. Tais fatores de risco podem ser divididos em modificaveis
e nao modificaveis. Existem fatores de risco cardiovasculares que podem ser
trataveis, porém aumentam o risco de desenvolver o AVE (Rodrigues, Castro et al.
2013).

Fatores de risco para AVE modificaveis incluem: Hipertenséo Arterial Sistémica
(HAS), Diabetes Mellitus (DM), tabagismo, etilismo e glicemia. Os fatores de risco nao
modificAveis sdo os que ndo podem ser tratados como altera¢des congénitas, idade,
sexo e etnia (Rodrigues, da Silva et al. 2016).

A HAS é o fator de risco para AVE mais importante e melhor documentado.
Estudos afirmam que avaliando a presséo arterial em 115/75 mmHg, altera¢ces de 20
mmHg na sistélica e 10 mmHg na diastdlica para cima estdo associadas a um
aumento de risco de 2 vezes para mortalidade por AVE. Globalmente a HAS esta
presente em um a cada trés adultos, condicdo que faz com que 51% das mortes dos
portadores de HAS seja por AVE. (Hong, Bang et al. 2013, Owolabi and Agunloye
2013).

A DM e uma doenca metabdlica, cuja principal clinica € a hiperglicemia. As
principais formas clinicas de DM sédo o tipo 1 e 0 2. A DM tipo 1 decorre da destruicao
imunoldgica das células-B pancreaticas (células de Langerhans) e é responsavel por
aproximadamente 10% dos casos, tais pacientes passam a depender da insulina para
sobrevivéncia e tendem a descompensar com cetoacidose (Oselka and Troster 2000).

A DM tipo 2 é a forma mais prevalente, correspondendo a mais de 90% dos
casos, e esta basicamente associada a dois mecanismos: disfungéo de células-f3 e
resisténcia a acao da insulina, que varia da resisténcia a insulina predominante com
deficiéncia relativa de insulina aos casos em que predomina o defeito secretorio com
resisténcia a insulina. Esta Ultima, por sua vez, esta intimamente relacionada a
obesidade e ao sedentarismo (Oselka and Troster 2000, Bosi, Carvalho et al. 2009).

Pacientes com DM possuem um aumento de risco para ocorréncia do AVE e
nota-se que este risco ocorre de 10 a 15 anos mais cedo do que em individuos néao
diabéticos. Além disso a sindrome metabdlica e seus componentes também

demonstram um aumento de risco para a ocorréncia do AVE, especialmente em
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pacientes com DM tipo 2. Vérios estudos avaliam a DM tipo 2 como fator de risco,
porém s&o poucos 0s que estudam a DM tipo 1 (Hagg, Thorn et al. 2014).

Khoury e colaboradores (2013) afirmam que a populacdo com DM é
substancialmente um fator de risco para a ocorréncia de AVE. Seus dados destacam
a crescente prevaléncia de DM em paciente com AVE ao longo do tempo, além disso
demonstram uma taxa de incidéncia 3 a 4 vezes de AVEI em paciente com DM.

Foi demonstrado que o tabagismo é um fator de risco para ambos os tipos de
AVE, isquémico e hemorragico, tanto em homem quanto em mulheres. Fumantes
possuem uma duplicacdo quanto ao risco de ocorréncia do AVE durante suas vidas
em comparagao aos que nunca fumaram. Estimativas indicam que 19% das causas
de AVE sdo em decorréncia do fumo (Peters, Huxley et al. 2013).

Segundo a OMS o etilismo mata cerca de 2,5 milhdes de pessoas por ano,
causando 4% de todas as mortes. O uso prejudicial do alcool € fator de risco,
principalmente entre os homens com idades entre 15 e 59 anos, para a ocorréncia
ndo somente de AVE mas como cirrose, convulsdes, acidentes, violéncia e cancer
(O’Keefe, Bhatti et al. 2014).

Eventos pos-prandiais sdo reconhecidos como fatores de risco para doencas
vasculares. Valores elevados de glicemia pds-prandial sdo marcadores do aumento
de resisténcia da insulina que quando associados a outros fatores como sindrome
metabdlica e pressao arterial elevada formam um fator de risco para a ocorréncia do
AVE (Mirrahimi, Chiavaroli et al. 2014)

O AVE é conhecido por ter um efeito maior em mulheres do que em homens,
embora quando se trata de idade a incidéncia aumenta em homens e os piores
progndésticos aumentam em mulheres, pois a incidéncia do AVE é maior em grupos
etarios mais velhos e as mulheres possuem maior longevidade. Em todo o mundo, a
incidéncia do AVE é 33% mais elevado em homens do que em mulheres fato também
observado na prevaléncia, sendo 41% maior em homens (Wang, Ning et al. 2014).

Ha cada vez mais evidéncias sobre as diferencas na incidéncia do AVE,
principalmente quando relacionadas a grupos étnicos. Na Inglaterra e Pais de Gales
as variacdes na ocorréncia do AVE sao grandes, onde negros sao mais acometidos
pelo AVE, quase que duas vezes mais do que outros grupos étnicos da populacéo.
Nas popula¢bes de Bangladesh e Paquistao a prevaléncia de AVE é mais que o dobro

em homens (Bhopal, Bansal et al. 2012).
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Além dos fatores de risco originalmente estudados, a identificagdo de fatores
de risco néo tradicionais para o AVE vém aumentado. Alguns fatores como obesidade,
sindrome metabdlica, apnéia do sono, inflamacédo crénica, doenca renal crénica,
nutricdo, anticoncepcionais orais, estresse, depressdo e poluicdo do ar tém sido
avaliados com novos fatores de disparo para a ocorréncia do AVE (Silva, Nascimento
et al. 2013, Bang, Ovbiagele et al. 2015).

2. Polimorfismos genéticos

O projeto genoma humano consistiu em um esfor¢o internacional para o
mapeamento do genoma humano, tal projeto surgiu a partir de duas ideias chave no
inicio de 1980, a de que a capacidade de analisar pontos de vista globais aceleraria a
pesquisa biomédica analisando problemas de forma abrangente e imparcial e a
construcdo de um ponto de vista global que exigiria esforco de toda comunidade
cientifica (Lander, Linton et al. 2001).

O estabelecimento da tecnologia de sequenciamento do DNA por Walter Gilbert
e Allan Maxam gerou um numero de sequéncias de DNA disponiveis em bancos de
dados de genémica que tém crescido exponencialmente nos Ultimos anos, 0 que conta
com o auxilio de novas geracbes de sequenciadores de alta eficiéncia (Carrer,
Barbosa et al. 2010).

Polimorfismo genético pode ser compreendido quando ha mutacdo de
nucleotideos em pelo menos 1% dos individuos da espécie, onde um especifico gene
apresenta variagdes em suas sequéncias codificadoras, nao-codificadoras ou
promotoras, o que pode acarretar fenotipos diferentes. (Salazar Pelaéz, Fernandez
Grisales et al. 2012).

SNPs (polimorfismos de nucleotideo Unico) constituem 90% das variagdes
encontradas no genoma humano e podem ocorrer em um a cada 1.000 pares de
bases, sendo comuns no genoma humano e podendo ser responsaveis por diversas
patologias. SNPs nas regibes promotoras e codantes possuem maior probabilidade
de modificar o desempenho do gene e por consequéncia a traducéo em proteina (de
Marqui 2015).
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O namero de identificagéo de referéncia de um SNP, ou ID "rs", é uma etiqueta
de identificagéo atribuida pelo NCBI a um grupo de SNPs que mapeiam para uma
localizac&o idéntica. O numero “rs” € um identificador exclusivo para SNP e ndo deduz
a posicao, podendo ter uma ou mais posicdes numa sequéncia. Sendo que tais
identificacbes para os polimorfismos deste estudo sdo: CTLA4 -318 C/T (rs5742909),
NOS3 -786 T/C (rs2070744) e CYP2D6 (rs3892097) (Bhagwat 2010).

Os polimorfismos de comprimento de sequéncia Unica englobam VNTRs
(variable number tandem repeat) ou minissatélites e STR (short tandem repeats) ou
microssatélites. Os VNTRs possuem repeticdes in tandem de 10 a 64 pares de base,
enquanto 0os STRs possuem repeticdes de 2 a 9 pares de base. STRs e SNPS sao
comumente utilizados na identificacdo humana, tendo amplas analises em casos
forenses (da Silva Leite, Batista et al. 2013).

VNTRs sdo marcadores informativos para caracterizacdo genética e séo
denominados como codominantes na natureza. A utilizacdo da Reacado em Cadeia da
Polimerase (PCR) em VNTRs tem sido Gtil em diagndsticos pré-natais, quantificacéo
de quimerismo poés transplante, analise de doencas e diversos estudos de populacéo
(Pellerin, McKercher et al. 2016, Sajib, Yeasmin et al. 2016).

Polimorfismos genéticos podem configurar uma genética de risco ou protecao
quando uma proteina codificada por um gene polimorfico participa de processos
bioldgicos, porém nem todo polimorfismo tem significado funcional. A presenca de
alelos polimérficos em uma populacdo ndo afetada reflete que tais polimorfismos néao
séo determinantes e outros fatores devem ser investigados (Teles 2013).

Estudos de variagcdo genética sugerem que do total de casos de AVE
aproximadamente 38% sdo hereditarios, também afirmam que a maior parte da
contribui¢cdo genética para o AVE é poligénica e reflete efeitos de multiplos genes cada

um exercendo pequenos efeitos (Hopewell and Clarke 2016).
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2.1 Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 (CTLA4)

O CTLA4 é uma potente molécula imunorreguladora que desempenha um papel
na regulacdo negativa de ativacao e proliferacdo de células T. O CTLA4 pode induzir
a apoptose independente de células T ativadas, o que inibe a funcdo imune de
linfécitos T (Zhao, Duan et al. 2014).

Moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86, expressas na superficie de Células
Apresentadoras de Antigenos (APCs), possuem como papel principal a inducéo de
resposta imune e manutencao da tolerancia. Tais moléculas quando se ligam ao
receptor CD28, presente em linfocitos T, promovem o segundo sinal necessario para
ativacao e proliferacdo de linfocitos T, contudo, quando se ligam ao receptor CTLA4
inibem a resposta celular (Migliori 2010).

O CD80 e CD86 presentes na célula apresentadora de antigeno se ligam ao
CTLA4 com mais forca do que o CD28. Tal descoberta levou a proposta de que o
CTLA4 atua em competicdo com o CD28, bloqueando sua sinalizag&o e atenuando a
resposta de células T ao antigeno, retardando o aparecimento de doencas. (Rudd
2008).

Wang e colaboradores (2015) afirmam que o polimorfismo do gene CTLA4 esta
associado com a diminuicéo do risco de ocorréncia de cancer, especialmente cancer
de mama e de pulméo. Reconhecendo que o CTLA4 atua como um regulador negativo
na ativacao de células T reduzindo a producéo de receptores das interleucinas 1 e 2,
responsaveis pela diferenciacéo e proliferacdo de linfocitos, e retardando as células T
na fase G1 do ciclo celular, induzindo assim a apoptose da célula.

O polimorfismo do gene CTLA4 -318 C/T (rs5742909) ja foi descrito por
desempenhar um papel na regulacdo da autotolerancia do sistema imune. A presenca
do alelo T pode regular positivamente a expressdo do CTLA4 e ja foi relatado em
doencas autoimunes como a artrite reumatoide (Lee, Bae et al. 2015).

Lozano e colaboradores (2011) inferem que individuos portadores do alelo T no
SNP -318 possuem maior expressao de CTLA4 na superficie celular. Tal SNP foi
associado com uma maior atividade promotora, 0 que aumenta a expressao do gene
e condiz com forte efeito regulador do CTLA4 em linfocitos T.

Wang e colaboradores Wang, Jiang et al. (2009) afirmaram que a apresentacao
do antigeno pode estar envolvida no desencadeamento do AVE idiopatico em criancas

e que moléculas envolvidas na co-estimulacdo da ativacdo das células T, como o
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CTLA4, podem ser importantes na regulacado da apresentacdo do antigeno no AVE
idiopatico. E por isso que utilizamos o gene CTLA4 como candidato para determinar
se o polimorfismo de tal molécula co-estimuladora de células T esta associada ao
AVEH.

O gene CTLA4 esta localizado no cromossomo 2933 e € composto por 4 éxons
que possuem funcgBes distintas como: dominio extracelular, transmembranico e

citoplasmatico, e 3 introns (Liu and Zhang 2013).

2.2 Oxido Nitrico Sintase Endotelial (NOS3)

O 6xido nitrico (NO) é sintetizado a partir da L-arginina que é transformada em
um intermediario, a N-hidroxi-L-arginina, com a presenca de fosfato de dinucleotideo
de nicotinamida e adenina (NADPH) e Ca2+ e ap0s € necessario mais NADPH e O3
para a formacdo de L-citrulina e NO. Muitas células sédo capazes de sintetizar NO
através de enzimas NO sintases (NOS), tais sintases possuem trés isoenzimas. A
isoforma | estéa presente no cérebro, isoforma Il é induzida por macréfagos e outras
células e a isoforma Il (NOS3) é expressa por células endoteliais (Flora Filho and
Zilberstein 2000).

O NO possui vérias atividades fisioldgicas que incluem a regulacédo do fluxo
sanguineo cerebral e a modulagcédo das atividades neuronais. Qualquer defeito na
NOS3 induz a disfuncdo endotelial vascular e diminuicdo das atividades cerebrais.
Doencas como aterosclerose e 0 AVE estdo relacionadas a disfungcdo da NOS3
(Elneam, Boghdady et al. 2015).

O gene NOS3 esta localizado no cromossomo 7g35-36, contém 26 éxons e 21
kb de DNA. Os polimorfismos 4b/a localizado no intron 4 e o -786 T/C na regido
promotora tém sido amplamente investigados. Estudos tém demonstrado que tais
polimorfismos estdo associados a ocorréncia de AVEI. Os polimorfismos intron4 e -
786 T/C estdo associados com o AVEI em populacdes asiaticas, além disso o intron
4 pode estar também relacionado com a ocorréncia de AVE em populacdes brancas
(Niu, Yang et al. 2013).

O SNP do gene NOS3 -786 T/C (rs2070744), foi estudado por alterar a
expressdo do NOS3 e reduzir a atividade promotora do gene, a desregulacdo de
NOS3 influencia no nivel de NO plasmatico, que possui propriedades antitrombdéticas

e anti-inflamatérias (Liu, Geng et al. 2014).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Fosfato_de_dinucle%C3%B3tido_de_nicotinamida_e_adenina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fosfato_de_dinucle%C3%B3tido_de_nicotinamida_e_adenina
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O VNTR localizado no intron 4 do NOS3 esta intimamente associado com a
concentracédo de NO no plasma. Tal polimorfismo possui uma sequéncia de 27 pares
de base, onde ha um alelo maior e outro menor. O alelo maior “b” possui 5 repeticoes
in tandem de 27 pares de base, enquanto o alelo menor “a” possui 4 repeticbes
(Turkanoglu Ozgelik, Can Demirdégen et al. 2014).

Zhao e colaboradores (2012) sugeriram em uma meta-analise que o VNTR no
intron 4 possui efeito protetores significativos contra retinopatia diabética,
principalmente em pacientes diagnosticados com diabetes tipo 2. Contudo a presenca
do alelo C do SNP -786 T/C pode ser considerado um fator de protecdo para tal

patologia.
2.3 Citocromo p450 2D6 (CYP2D6)

O gene citocromo p450 (CYP) 2D6 é membro da subfamilia de genes CYP2D.
Embora a enzima CYP2D6 seja mais extensivamente estudada devido a sua
importancia clinica, a evolugédo da subfamilia CYP2D ainda ndo foi completamente
compreendida. As enzimas CYP catalisam a oxidacdo de substratos exdgenos e
enddgenos como medicamentos, quimicos ambientais, acidos graxos e esteroides.
Tais enzimas séo proteinas ligadas a membrana celular expressas em eucariotos e
procariotos. (Yasukochi and Satta 2015).

As enzimas CYP desempenham um papel importante na biotransformacdo de
farmacos, mediando até 90% do metabolismo de oxidacdo do farmaco. O gene
CYP2D6 esta entre os principais que desempenham tal papel, metabolizando
aproximadamente 19% do farmaco. A variabilidade de CYP ¢é atribuida a fatores
genéticos que podem ser indicadores para terapias individualizadas. A relacdo entre
uma especifica enzima CYP e seu polimorfismo tem sido amplamente estudada (Wu,
Zhang et al. 2013).

A CYP2D6 tem recebido bastante atencéo desde o inicio de 1970, devido a sua
grande variacao individual que levou a descoberta de delecdo e duplicacéo no gene
CYP2D6. O gene possui 9 éxons e 8 introns que codificam um polipeptideo de 497
aminoacidos. CYP2D6 constitui apenas 2 a 4% das enzimas hepéaticas, porém possui
um papel no metabolismo de farmacos maior que outras enzimas. (Ota, Hayashida et
al. 2014).
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A nomenclatura de CYP450 € determinada por conven¢do. CYP2D6*4, se refere
a citocromo p450, familia 2, subfamilia D, isoenzima 6, variante alélica numero 4. O
alelo*4 possui frequéncia de 22% dos suecos, representando 75% dos alelos mutados
(Gamarra 2011).

CYPs séo encontradas no reticulo endoplasmatico ou em fragdes mitocondriais. O
locus do gene CYP2D6 é altamente polimorfico com mais de 80 variantes alélicas.
CYP2D6 localiza-se no cromossomo 22g13.1 (Zalata, EI-Samanoudy et al. 2015).

Nepomnyashchikh e colaboradores (2012), investigando a cirrose hepatica,
estudou a associacao de substituicdo de um nucleotideo Unico na regidao 1846 G/A do
gene CYP2D6 (rs3892097), formando o agrupamento de alelos CYP2D6*4, em
Caucasianos com cirrose viral ou toxica desenvolvida.

Por serem polimorficos, os genes que codificam as CYP levam a variacdo na
atividade enzimatica e por sua vez a suscetibilidade ao cancer. As enzimas
codificadas pelos genes das CYP2E1l, CYP1Al e CYP1A2 estdo envolvidas na
ativacdo de diversas substancias cancerigenas. O polimorfismo CYP2D6*4 G/A
resulta em uma capacidade limitada para metabolizar substancias, tal diminuicdo
prolonga o tempo de exposicdo a neurotoxinas, podendo levar a ocorréncia de AVE.
(de Leon, Armstrong et al. 2006)

Dentre os polimorfismos ja descritos, o gene CYP1A1l exibe uma substituicdo de
C para T denominada 3801 C/T (CYP1A1*2) no éxon 7, que cria um sitio de restricdo
para Mspl e resulta em um aumento de trés vezes na atividade enzimatica, diferente
do polimorfismo CYP2D6*4 (Zordoky and El-Kadi 2010).

O efeito modificador dos polimorfismos sobre a atividade das enzimas CYP é o
fator mais importante das diferencas individuais no metabolismo oxidativo das drogas.
Conhecer o tipo do polimorfismo dado permite escolher o farmaco mais adequado e

definir a dose eficaz exata (Nyir6, Inczédy-Farkas et al. 2012).


https://www.snpedia.com/index.php/Rs3892097
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Investigar possivel associacdo entre os polimorfismos dos genes CTLA4, NOS3
e CYP e a ocorréncia do AVEH e/ou aneurisma intracerebral.

3.2 Objetivos Especificos

- Descrever as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos CTLA4 -
318 C/T, NOS3 -786 T/C, NOS3 intron4 e CYP2D6 1846 G/A nos participantes do
estudo

- Avaliar as diferentes manifestacdes clinicas e o prognosticos dos participantes
da pesquisa com AVEH e/ou aneurisma intracerebral;

- Analisar a associacdo dos polimorfismos CTLA4 -318 C/T, NOS3 -786 T/C,
NOS3 intron4d e CYP2D6 1846 G/A e a ocorréncia do AVEH e/ou aneurisma
intracerebral residentes no Distrito Federal (Brasil);

- Analisar a associagao entre os polimorfismos CTLA4 -318 C/T, NOS3 -786
T/C, NOS3 intron4 e CYP2D6 1846 G/A com manifesta¢des clinicas e o progndsticos

de e/ou aneurisma intracerebral.
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4. METODOLOGIA

4.1 Delineamento

Trata-se de um estudo observacional, descritivo do tipo caso-controle em
pacientes com diagnoéstico de AVEH e/ou aneurisma intracerebral e individuos sem

registro do desfecho residentes no Distrito Federal (Brasil).

4.2 Campo de estudo

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

O Unico procedimento a que os participantes foram submetidos foi a coleta de
aproximadamente 10 mL de sangue venoso através de puncéo de veia periférica, com
material novo e descartavel. A coleta de sangue foi realizada pela enfermeira chefe
do setor de Neurocirurgia do Hospital de Base de Brasilia, Hélia Sousa, responsavel
pelo projeto de pesquisa.

O material bioldgico (sangue) dos participantes foi levado ao Laboratério de
Biologia Molecular do Centro de Bioprospecc¢éao e Neurociéncias (Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade de Brasilia), onde foi estocado sob a guarda da Profa. Dra.
Marcia Renata Mortari para realizacéo da extracdo do DNA das amostras e 0s exames
para verificacdo dos polimorfismos genéticos. Esse material biolégico foi fracionado,
e armazenado no Laboratério de Pesquisa em Genética Molecular, sob
responsabilidade do professor Dr. Luzitano Branddo Ferreira e no Laboratério de
Andlises Clinicas, sessdo de Patologia Molecular, sob a tutela da professora Dra.
Izabel Cristina Rodrigues da Silva.
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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 0s sexos,
idade maior que 18 anos, com diagnostico de AVEH e/ou aneurisma intracerebral,
admitidos no periodo de 1 de janeiro de 2011 a 31 de dezembro de 2012, com
diagnostico de AVEH e ou aneurisma intracerebral comprovado por meio de
tomografia computadorizada.

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

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

O grupo controle teve como critérios de incluséo individuos de ambos os sexos,
idade maior que 18 anos, sem AVEH e aneurisma intracerebral e ndo aparentados
dos pacientes do grupo caso. Também foi considerado como critério de inclusao
aqueles individuos que realizaram exames bioquimicos de sangue (glicemia sérica)
h& 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 relacdo ao

grupo caso.
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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 que tinham condi¢cdes de compreender e assinar o
TCLE. Aos pacientes que ndo apresentaram condicdes clinicas de compreender e
assinar o TCLE devido a sua patologia foi solicitado o TCLE do responsével 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 o
possivel uso dos resultados previstos. Aos sujeitos de pesquisa foi oferecida a op¢éo

de escolher entre serem informados ou ndo sobre resultados de seus exames.

4.5 Termo de Guarda de Material Bioldgico

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

Aos participantes da pesquisa foi dada a possibilidade de autorizar ou néo o
armazenamento de dados e materiais biol6gicos coletados no ambito da pesquisa.
Todo individuo ter4 acesso a seus dados genéticos, assim como tera o direito de

retird-los do banco onde se encontram armazenados, a qualquer momento.
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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 (catdlogo #CA10-0005, lote #1031100300, Alemanha)
(Figura 2). A concentragdo do DNA obtido foi estimada pelo espectrofotometro
(NANODROP Technologies Inc., Wilmington, DE, USA). A concentracdo média
alcangada foi de 20 ng/uL.

Figura 2. Extracdo do DNA visualizada em gel de agarose (elaborada pela

autora).

4.6.2 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A técnica da PCR permite que uma regido selecionada do genoma seja
amplificada milhdes de vezes. As sequéncias de oligonucleotideos utilizadas para

avaliar os polimorfismos foram:

Gene Oligonucleotideos Referéncias
CTL@‘/‘T&S Foward 5' AAA TGA ATT GGA CTG GAT GGT 3’ (Zzoegge" Krhin et al.

Reverse 5 TTA CGA GAAAGG AAGCCG TG &
NOS3-786 Forward 5 TGG AGA GTG CTG GTG TAC CCC (Glueck, Prince et

TIC A3 al. 2015)
Reverse 5' GCC TCC ACC CCC ACC CTG TC 3'
NOS3 INON Eoward 5 AGG CCC TAT GGT AGT GCC TT 3 ;“T"g'g'l’ofa'yor‘c“ et
Reverse 5 TCT CTT AGT GCT GTG GTC AC 3'
CYP2D6 . . (Nepomnyashchikh,
oG Foward 5 GCC TTC GCC AAC CACTCC G 3 (iehomivasionie

Reverse 5' AAATCC TGC TCT TCC GAG GC 3




27

Em cada reagéao, foram utilizados 4,0 yL de DNA gendmico na concentragéo
de 2,5 ng/uL; 2,5uL de tampéo 10X Taq Pol, (Ludwig Biotecnologia LTDA, Brasil);
0,5 pyL de MgCl2 (50 mM, Ludwig Biotecnologia LTDA, Brasil), 0,5 yL de dNTPs
(2,5mM; Ludwig Biotecnologia LTDA, Brasil)); 0,5 pyL de Tag-Polimerase
(Ludwig Biotecnologia LTDA, Brasil), 5U/uL); 1,5uL de cada oligonucleotideo foward
e reverse (Invitrogen Life Technologies, EUA, 10 pmol/uL); completando com agua
ultrapura para um volume final de 25 L por reagao.

O equipamento utilizado foi termociclador TC-512 (Techne, EUA).

4.6.2.1 PCR do gene CTLA4

As condicdes de termociclagem para a amplificacao da regido do polimorfismo
CTLA4 -318 C/T foram: 94°C por 5 minutos (desnaturagao inicial), seguida por 35
ciclos de desnaturagéo a 94°C por 45 segundos, anelamento dos oligonucleotideos a
60°C por 45 segundos e 72°C por 60 segundos para a extensao dos fragmentos. A
extensédo final foi realizada a 72°C por 10 minutos. O produto desta PCR foi um

fragmento de 247pb.
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4.6.2.2 PCR do gene NOS3

Na termociclagem do gene NOS3 na regido promotora -786 T/C foram feitas as
seguintes etapas: desnaturagédo inicial a 95°C por 5 minutos, 33 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 30 segundos, anelamento dos oligonucleotideos a 63°C por
30 segundos e extensao da fita de DNA a 72°C por 30 segundos. Extensao final a
72°C por 10 minutos. Tal PCR gerou um fragmento de 180pb (Figura 3).

Figura 3. PCR do gene NOS3 -786 T/C gerando um fragmento final de 180pb

(elaborada pela autora).

Para a amplificacdo do gene NOS3 na regido do intron 4 foram realizadas a
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagao a 94°C por 30
segundos, anelamento dos oligonucleotideos 60°C por 30 segundos e extensao 72°C
por 1 minuto. Extensao final 72°C por 10 minutos, gerando fragmentos de DNA de 420
pb (alelo b) e/ou 323pb (alelo a) (Figura 4).

250 pbule

Figura 4. PCR do gene NOS3 intron 4 gerando um fragmento final de 420pb

(alelo b) e/ou 323pb (alelo a) (elaborada pela autora).
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4.6.2.3 PCR do gene CYP2D6

A PCR do gene CYP2D6 compreendeu as seguintes etapas: desnaturacéo
inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturagcdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento dos oligonucleotideos 60°C por 15 segundo e extensdo 72°C por 20
segundos. Extensao final 72°C por 7 minutos. Foi produzido um fragmento de 355 pb
(Figura 5).

250 pb

I %

Figura 5. PCR do gene NOS3 CYP2D6 gerando um fragmento final de 355 pb

(elaborada pela autora).

4.6.3 RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism / Polimorfismo
de Comprimento de Fragmentos de restrigcdo

Para a obtencao de marcadores polimorficos, os produtos da PCR podem ser
digeridos por enzimas de restricdo gerando fragmentos de tamanhos variados
denominados RFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de restricdo). As
enzimas de restricdo clivam o DNA em locais especificos, denominados sitios de
restricdo (SCHINCARIOL 2011).
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4.6.3.1 RFLP do gene CTLA4

O produto da PCR foi digerido com a enzima de restricdo Msel (New England
Biolabs, Inc., EUA). Para montagem do sistema de digestao foram utilizados: 10,0 pL
da PCR; 2,0uL de tamp&o 10x NEB4 (Biolabs); 1 uyL de enzima Mse | (10U/uL),
completando com agua ultrapura para um volume final de 20 pL por reagao. O sistema
foi mantido a 37°C por 3 horas.

Os produtos da digestéao foram submetidos a uma corrida eletroforética em um
gel de agarose a 3% (Invitrogen Life Technologies, EUA), com brometo de etidio em
uma poténcia de 100W por 20 minutos. O alelo 1 (T) criou um novo sitio de restri¢éo,
e o fragmento de 247pb foi clivado em dois de 132pb e 115pb; o alelo 2 (C) n&o foi
clivado pela enzima, e assim, o polimorfismo foi dividido em genétipo de clivagem

(TT), heterozigoto (TC) e gendtipo de nédo clivagem (CC) (Figura 6).

200 pb E»

Figura 6. PCR e digestdo enzimética do gene CTLA4, gerando os gendtipos
C/C, TIT e TIC (Wang, Jiang et al. 2009).
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4.6.3.2 RFLP do gene NOS3

Apenas a regido promotora -786 T/C foi submetida a digestdo enzimética. O
produto da PCR foi digerido utilizando a enzima de restricdo Mspl (New England
Biolabs, Inc., EUA). Para a digestéo foi utilizado 10,0 yL da PCR; 2,0uL de tampéo
(New England Biolabs, Inc., EUA); 1 uL de enzima Mspl (10U/uL), 17 yL completando
com agua ultrapura para um volume final de 20 pL por reagdo. O sistema foi mantido
a 37°C por 1 hora e 30 minutos.

Os produtos da digestédo foram submetidos a uma corrida eletroforética em um
gel de agarose a 3%, com brometo de etidio em uma poténcia de 50W por 1 hora e
30 minutos.

O alelo 1 (T) criou um sitio de restricdo, gerando os fragmentos de 140pb e
40pb e o alelo 2 (C) possuiu dois sitios de restricdo criando fragmentos de 90pb, 50pb
e 40pb. Esse polimorfismo -786 T/C foi dividido em gendtipo T/C onde ambos os tipos
de clivagem ocorreram nos dois alelos, T/T em que ocorreu uma clivagem nos dois

alelos e gendtipos C/C no qual a enzima clivou duas vezes os dois alelos (Figura 7).

Figura 7. Digestdo enzimatica do gene NOS3 -786 T/C, gerando os genotipos
CIC, TIC e TIT (elaborada pela autora).
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A regido do intron 4 ndo foi submetida a digestéo enzimatica por ser um VNTR
e possuir uma mutacdo de delecdo, na qual o alelo selvagem 4b é maior com 5
repeticdes in tandem de 27 pares de base, e o alelo mutado 4a é menor com 4
repeticdes devido a delecéo.

Apenas com a amplificacdo do material genético foi possivel realizar a
genotipagem, pois o oligonucleotideo reconhecia os alelos 4a e 4b. O alelo 4a,
mutante, produziu um fragmento de 323pb e o alelo 4b, selvagem um fragmento de
420pb.
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4.6.3.3 RFLP do gene CYP

A digesté@o enzimética do produto da PCR foi realizada utilizando a enzima de
restricio BseBIl. A reacdo de restricdo utilizou: enzima de restricao BseBl (Jena,
Alemanha). Para isto foi utilizado, 10,0 yL do produto da PCR; 2,0uL de tampé&o da
enzima; 1 pyL de enzima BseBIl (10U/uL), 17 pyL de agua ultrapura. O sistema foi
mantido a 60°C por 1 hora e 30 minutos.

Os produtos da digestao foram submetidos a uma corrida eletroforética em um
gel de agarose a 4%, com brometo de etidio em uma poténcia de 50W por 1 hora e
30 minutos.

Quando digerido, o polimorfismo CYP2D6*4 aparece em duas bandas de 105
e 250pb, definidas como alelo selvagem G, o aparecimento de um fragmento néo
digerido de 355pb indica a presenca da mutacdo A de CYP2D6*4, denominado
mutacdo homozigotica. No CYP2D6*4 selvagem, existe um local de restricdo que se
perde em individuos que tiveram a troca de base G para A. Como consequéncia, esta

enzima ndo corta o DNA genbmico devido a mutacdo homozigoética (Figura 8).

25000 >

Figura 8. Digestdo enzimética do gene CYP2D6, gerando os gendtipos G/A e

A/A (elaborada pela autora).



34

5. ANALISE ESTATISTICA

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

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

Também foram estimadas as frequéncias de caracteristicas dos participantes
da pesquisa, a saber: sexo, tabagismo, etilismo, presenca de hipertenséao arterial
(HAS), e diabetes; por outro lado, as variaveis quantitativas idade e glicemia foram
descrita em termos de suas estatisticas-resumo (média e erro padrao).

Além disto, caracteristicas clinicas do grupo caso foram descritas
estatisticamente, tais como: as escalas de Glasgow, Rankin, indice de Barthel; e

exames laboratoriais como exames bioquimicos.



35

6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo dos grupos de estudo

No periodo do estudo foram identificados 112 individuos portadores de AVEH
e/ou aneurisma, porém devido a auséncia de informacdes clinicas relevantes no seu
prontuario e a necessidade de homogeneidade de caracteristicas basais com o grupo
controle selecionado, o tamanho amostral do grupo caso foi reduzido para 81
individuos. Destes, 48 (59,3%) pacientes eram portadores de AVEH e 33 (40,7%)

pacientes de aneurisma (Tabela 1).

Tabela 1. Tamanho amostral do grupo caso, dividido em AVEH e Aneurisma.

Desfecho N %
AVEH 48 59,3%
Aneurisma 33 40,7%
Total 81 100,0%

Assim, a avaliagdo da homogeneidade quanto ao sexo e a idade dos grupos de
estudo estdo descritas nas tabelas 2 e 3, respectivamente. A tabela 2 avalia a
associacdo do sexo em relacdo ao AVEH/Aneurisma. Foi observado que no grupo
AVEH/Aneurisma 59,3% dos participantes eram do sexo feminino contra 53,1% do
grupo controle. Nao houve diferenca estatistica, entre os grupos de estudo, na
proporcao do sexo (P=0,429)

Tabela 2. Associacéo entre sexo e grupos caso e controle.

Grupos
AVEH/Aneurisma Controle
N % N % P OR IC

feminino 48 59.3% 43 53,1% 0,429 1,29 (0,69-2,39)
Sexo masculino 33 40,7% 38 46,9%
Total 81 100,0% 81 100,0%
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A tabela 3 descreve a diferenca de médias de idade entre 0s grupos caso e
controle. A média de idade dos participantes do grupo AVEH/Aneurisma foi de 53,49,
e 52,6 do para controle. Apesar dos valores diferentes, ndo houve diferenca estatistica

entre 0s grupos.

Tabela 3. Associacéo entre idade e grupos caso e controle.

Grupos
AVEH/Aneurisma Controle
L . Desvio , . Desvio
Média Padrao Média Padrao

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

A tabela 4 avalia a associagdo entre as caracteristicas clinicas e a ocorréncia
de AVE. Nota-se que 74,1% dos participantes do grupo caso apresentaram HAS
contra apenas 9,9% no grupo controle, tal evidéncia apresentou diferenca estatistica
(P<0,001) sendo considerada a presenca da HAS um fator de risco para a ocorréncia
de AVEH/Aneurisma, este fator de risco aumenta a chance para a ocorréncia do
desfecho em até 26 vezes (OR = 26). As demais caracteristicas ndo apresentaram
diferenca estatisticamente significante. Em relacéo a Diabetes, no grupo caso 3,7%
dos participantes eram portadores de Diabetes contra nenhum do grupo controle.
Avaliando-se a caracteristica tabagismo, 39,5% do grupo caso era tabagista, contra
29,6% do grupo controle. Com relacéo ao etilismo, 27,2% dos participantes do grupo

caso apresentavam etilismo, contra 24,7% do grupo controle.
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Tabela 4. Caracteristicas clinicas associadas aos grupos caso e controle.

Grupos
AVEH/Aneurisma Controle
N % N % P OR IC
sim 60 74,1% 8 9,9% <0,001* 26,0 (10,78 - 63, 05)
HAS nao 21 25,9% 73 90,1%
Total 81 100,0% 81 100,0%
sim 3 3,7% 0 0,0% 0,245 NA NA

Diabetes nao 78 96,3% 81 100,0%

Total 81 100,0% 81 100,0%

sim 32 39,5% 24 29,6% 0,186 1,55 (0,81-2,98)
Tabagismo nao 49 60,5% 57 70,4%

Total 81 100,0% 81 100,0%

sim 22 27,2% 20 247% 0,720 1,14 (0,56 - 2,30)
Etilismo néao 59 72,8% 61 75,3%
Total 81 100,0% 81 100,0%

* diferenca estatistica
NA = ndo se aplica

Exames como creatinina e a contagem de plaquetas, foram anotados dos
pacientes do grupo caso (Tabela 5). Sendo a média de creatinina nos pacientes

diagnosticados com AVE/Aneurisma 1,1 mg/dL e a média de plaquetas 316.000/mm3.

Tabela 5. Exames bioquimicos e hematoldgicos associados ao grupo caso.

AVEH/Aneurisma
Desvio Percentil Percentil
Média padréo N Mediana 25 75
Creatinina 1,1 1,3 81,0 0,8 0,7 1,1

(mg/dL)

Plaguetas/mm? 315,7 76,0 81,0 313,0 255,0 373,0
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A média de glicose foi avaliada tanto no grupo caso quanto no grupo controle,
sendo que, a média de glicose no grupo AVEH foi 107 mg/dL contra 96 mg/dL do
grupo controle. Tal diferenca foi estatisticamente significante (P=0,001),
demonstrando um aumento de glicemia relacionado aos pacientes diagnosticados
com AVEH/Aneurisma (Tabela 6).

Tabela 6. Média de glicose associada aos grupos caso e controle.

Grupos
AVEH/Aneurisma
L Desvio . Percentil Percentil
Média padrio N Mediana o5 75 P
Glicose
(mg/dL) 106,7 22,5 81,0 101,0 95,0 118,0
Controle 0,001~
L Desvio . Percentil Percentil
Média padrao N Mediana o5 75
(Cr;r']'gcﬁjsl_e) 96,2 7.0 810 96,0 89,0  100,0

* diferenca estatistica

Todos os pacientes diagnosticados com AVEH/Aneurisma tiveram registros
anotados quanto ao seu nivel de consciéncia. A tabela 7 demonstra em namero
absolutos e relativos quais eram os estados de consciéncia dos pacientes segundo a
Escala de Coma de Glasgow, Escala de Rankin, Escala de Rankin Modificada (ERM)
e indice de Barthel. Analisando Escala de coma de Glasgow, 9,9% dos pacientes
apresentaram coma intermediario. Na Escala de Rankin, 4,9% sofriam de
incapacidade grave, contudo, em relacdo a ERM 87,7% possuiam prognostico bom.

Quanto ao indice de Barthel, 12,3% dos pacientes tinham incapacidade severa.



Tabela 7. Escalas de Consciéncia.

Escalas de Consciéncia

N %
coma intermediario 8 9,9%
Glasgow coma superficial 2 2,5%
normalidade 71 87, 7%
assintomatico 20 24, 7%
sintoma sem 46 56.8%
incapacidade
incapacidade leve 2 2,5%
Rankin : ;
incapacidade 3 3.7%
moderada
incapacidade 6 7.4%
moderada a grave
incapacidade grave 4 4,9%
prognéstico ruim 10 12,3%
ERM
prognéstico bom 71 87,7%
incapacidade 10 12.3%
severa
incapacidade o
indice de moderada 6 7.4%
Barthel
incapacidade leve 39 48,1%
independéncia 26 32.1%

funcional

ERM = Escala de Rankin Modificada

39
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6.2 Resultados da avaliagdo do polimorfismo genético CTLA4 -318 C/T

Na tabela 8 estdo descritas as distribuicdes genotipicas do gene CTLA4
associadas aos grupos caso e controle, no qual se verifica uma diferenca estatistica
na propor¢éo dos genotipos CT e CC (P=0,018). O gendtipo homozigoto (CC) foi mais
prevalente do que os demais gendtipos, tanto no grupo caso (72,8%, n=59), quanto
no grupo controle (87,7%, n = 71), e nenhum participante da pesquisa era portador do
genotipo homozigoto (TT). Foi possivel identificar que o gendtipo CT pode ser
considerado como fator de risco para a ocorréncia de AVE e/ aneurisma, aumentando
em 3 vezes o risco para a ocorréncia do desfecho em participantes com genétipo CT
(OR = 3). 13,6% dos patrticipantes do grupo caso possuiam o alelo T, contra 6,2% do
grupo controle, essa diferenca foi estatisticamente significante, aumentando em 2

vezes a chance do portador do alelo T ter AVEH/Aneurisma.

Tabela 8. Distribuicdo genotipica do polimorfismo CTLA4 -318 C/T nos grupos caso e
controle.

Grupos
AVEH/Aneurisma Controle
N % N % P OR IC
TT 0 0 0 0
CT 22 27,2 10 12,3 0,018* 2,67 (1,162-6,031)
CcC 59 72,8 71 87,7
Total 81 100 81 100
T 22 13,6 10 6,2
C 140 86,4 152 93,8 0,025 2,38 (1,09 -5,22)
Total 162 100 162 100

CTLA4
-318 C/T

* diferenca estatistica
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A tabela 9 descreve o estudo de associacdo entre polimorfismo CTLA4 -318
C/T e as caracteristicas clinicas (HAS, Diabetes, tabagismo ou etilismo) em todos os
participantes da pesquisa. 33,8% dos participantes com genotipo CC possuiam HAS,
contra 75% com genotipo CT. Essa diferenca foi estatisticamente significante, e a
presenca do gendtipo CC foi considerada um fator de protecéo para a ocorréncia de
HAS. O fato do individuo ser portador do genétipo CC, o protege 6 vezes contra a
ocorréncia de HAS. Avaliando Diabetes, nenhum participante com genétipo CC tinha
Diabetes, contra 9,4% com gendtipo CT. Essa diferenca foi significante, contudo, ndo
foi possivel calcular OR. Quanto ao tabagismo, 23,1% dos participantes com genotipo
CC eram tabagistas, contra 81,3% do genoétipo CT, tais dados tiveram diferenca

estatistica.

Tabela 9. Distribuicdo das caracteristicas clinicas: HAS, Diabetes, tabagismo e

etilismo conforme o polimorfismo CTLA4 -318 C/T nos participantes do estudo.

CTLA4 -318 C/T

CC CT
N % N % P OR IC
HAS sim 44 33,8% 24 75,0% <0,001* 0,17 (0,071-0,411)
nao 86 66,2% 8 25,0%
. sim 0 0,0% 3 9,4% 0,007* NA NA
Diabetes .
nao 130 100,0% 29 90,6%
. sim 30 23,1% 26 81,3% <0,001* 0,07 (0,026 -0,184)
Tabagismo N
nao 100 76,9% 6 18,8%
. sim 35 26,9% 7 21,9% 0,559 1,31 (0,523 - 3,313)
Etilismo .
nao 95 73,1% 25 78,1%

* diferenca estatistica
NA = néo se aplica
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As caracteristicas clinicas também foram associadas em cada variante do
polimorfismo, por grupo de estudo separado (Tabela 10), sendo possivel afirmar que
71,2% dos participantes do grupo caso portadores do genétipo CC eram hipertensos,
contra apenas 2,8% do grupo controle, e assim, entre os participantes CC, o risco para
AVE aumentava 85 vezes em hipertensos comparado ao grupo controle (P<0,001;
OR=85; 18,74-387,60). Para as demais caracteristicas clinicas, ndo houve
associacdo entre a presenca da patologia e a presenca das caracteristicas,

independente do genatipo.
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Tabela 10. Caracteristicas clinicas associadas a ocorréncia de AVEH/aneurisma por genétipo CC e CT do polimorfismo CTLA4
-318 C/T.

CTLA4 -318CIT

cC CT
Grupos Grupos
AVEH/Aneurisma Controle AVEH/Aneurisma Controle
N % N % P OR (IC) N % N % P OR (IC)

sim 42 71,2% 2 2,8% <0,001* 85,24 (18,74-387,60) 18 81,8% 6 60,0% 0,218 3,00 (0,57-15,87)
HAS nao 17 28,8% 69 97,2% 4 18,2% 4 40,0%
Total 59 100,0% 71 100,0% 22 100,0% 10 100,0%

sim 0 0,0% 0 0,0% NA NA 3 13,6% 0 0,0% 0,543 NA

Diabetes ndo 59 100,0% 71 100,0% 19 86,4% 10 100,0%
Total 59 100,0% 71 100,0% 22 100,0% 10 100,0%

sim 12 20,3% 18 25,4% 0,499 0,75 (0,33-1,72) 20 90,9% 6 60,0% 0,06 6,66 (0,97-45,79)
Tabagismo nao 47 79,7% 53 74,6% 2 9,1% 4 40,0%
Total 59 100,0% 71 100,0% 22 100,0% 10 100,0%

sim 16 27,1% 19 26,8% 0,963 1,01 (0,468-2,22) 6 27,3% 1 10,0% 0,387 3,38 (0,35-32,64)
Etilismo n&o 43 72,9% 52 73,2% 16 72,7% 9 90,0%
Total 59 100,0% 71 100,0% 22 100,0% 10 100,0%

* diferenca estatistica
NA = ndo se aplica
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Em seguida, efetuou-se o estudo de associagédo entre o perfil da escala de
consciéncia e o polimorfismo CTLA4 -318 C/T, no grupo caso (Tabela 11). Com
relacdo a Escala de Glasgow, 13,6% dos portadores do gendétipo CC estavam em
coma intermediario, contra 0% do gendtipo CT, essa associacdo teve diferenca
estatistica (P=0,015). Avaliando a Escala de Rankin, 5,1% dos participantes com
gendtipo CC possuiam incapacidade grave contra 4,5% do gendtipo CT,
apresentando diferenca estatisticamente significativa (P=0,007). Quanto ao indice de
Barthel, 13,6% dos portadores do gendtipo CC tinham incapacidade severa, contra

9,1 com genotipo CT.



Tabela 11. Escalas de consciéncia associadas ao polimorfismo CTLA4 -318 C/T.
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CTLA4 -318 C/T

CcC CT
N % N % P OR IC
_coma 8 136% 0 00% 0,015* NA NA
intermediario
coma o 0
superficial 0 0.0% 2 9.1%
Glasgow normalidade 51 86,4% 20 90,9%
Total 59 100,0% 22 100,0%
assintomatico 20 33,9% 0 0,0% 0,007~ NA NA
sintoma sem 0 o
incapacidade 26 441% 20 90,9%
incapacidade > 3.4% 0 0.0%
leve ' ’
Rankin incapacidade 3 5 1% 0 0.0%
moderada ' ’
incapacidade
moderada a 5 8,5% 1 4.5%
grave
incapacidade 3 5 1% 1 45%
grave ’ '
Total 59 100,0%0 22 100,0%
incapacidade g 43600 5 9196 0239 NA NA
severa
incapacidade 0 0
' moderada 6 10,2% 0 0,0%
Indice de incapacidade
Barthel FI’ 29 492% 10 455%
eve
independéncia 5 57900 10 4550
funcional
Total 59 100,00 22 100,0%

* diferenca estatistica

NA = néo se aplica
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Os participantes da pesquisa do grupo caso foram dicotomizados entre bom e
mau progndéstico neuroldgico, de acordo com a definicdo progndstica adotada em
estudos sobre tratamento de AVE, sendo considerado como bom prognéstico a
pontuacédo de 0 a 2 e mau progndstico a pontuacdo na Escala de Rankin Modificada
(ERM) entre 3 e 6; sendo 3, deficiéncia moderada; 6, morte; 0, assintomético e 2
ligeira deficiéncia (Braga 2016).

A tabela 12 associa bom e mau prognostico segundo a ERM e o polimorfismo
CTLA4 -318 C/T. 13,6% dos participantes com gendétipo CC apresentavam
prognadstico ruim, contra 9,1% do gendtipo CT, nédo foi encontrada diferenca estatistica
entre os prognosticos e diferentes tipos de genétipos (P=0,720).

Tabela 12. Estudo de associacdo entre prognostico (escala de Rankin) e o
polimorfismo CTLA4 -318 C/T.

CTLA4 -318CIT
CC CT

N % N % P OR IC

Prognostico g 434504 2 919% 0720 1,56 (0,306 - 8,034)

ruim

ERM prognostico 51  86.4% 20 90,9%
bom
Total 59 100,0% 22 100,0%

ERM = Escala de Rankin
Modificada
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Andlises bioquimicas e hematoldgicas como dosagem de glicose, creatinina e
contagem de plaquetas foram obtidas dos participantes da pesquisa. A tabela 13
avalia a diferenca de médias de glicemia entre os grupos de estudo nos diferentes
genatipos. Avaliando o genotipo CC, a média de glicose no grupo caso foi 105 mg/dL,
contra 96 mg/dL do grupo controle. Essa diferenca foi estatisticamente significante e
a glicemia no grupo caso era superior a do grupo controle.

Quanto ao gendtipo CT, a média de glicose no grupo caso foi 111 mg/dL, contra
98 mg/dL do grupo controle. O que também teve diferenca estatisticamente

significante, sendo a glicemia média do grupo caso maior que a do grupo controle.

Tabela 13. Analise da glicemia nos grupos de estudo conforme o perfil genético no
polimorfismo CTLA4 -318 C/T.

CTLA4 -318 CIT

CC CT
Grupos Grupos
AVEH/Aneurisma Controle AVEH/Aneurisma Controle
Desvio Desvio Desvio Desvio
Média padrdo Média padrédo P Média padrdo Média padrdo P
Glicose 105 25 96 7 0,023* 111 16 98 6 0,015*

(mg/dL)

* diferenca estatistica
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A dosagem de creatinina e contagem de plaquetas foi obtida apenas do grupo
caso. A média de creatinina em participantes com genétipo CC foi de 1,2 mg/dL, contra
0,9 mg/dL do gendtipo CT. A média da contagem de plaguetas no genétipo CC foi
311.000/mms3, contra 326.000/mm?3 do gendtipo CT. Nao houve diferenca entre as
médias da quantidade estimada de creatinina e do nimero de plaquetas quando
associadas aos diferentes gendétipos nos grupos caso e controle (tabela 14).

Tabela 14. Analises bioguimicas e hematoldgicas no grupo caso conforme o perfil
genético no polimorfismo CTLA4 -318 C/T.

CTLA4 -318 C/T

CC
. Desvio . Percentil Percentil
Média padrio N Mediana o5 75
%r:]ega}grﬂ')”; 1,2 15 1300 08 0,7 1,0
Plaguetas/mm3# 311,4 73,3 130,0 2920 2520 373,0
CT
. Desvio . Percentil Percentil
Média padrio N Mediana o5 75 P
((:r;ege}gz')”: 0.9 02 320 009 07 12 0487

Plaquetas/mm3 # 326,7 83,3 32,0 327,0 268,0 398,0 0,429

# grupo caso
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A tabela 15 avalia a média da glicemia sem considerar a separa¢ao por grupos
de estudo. Avaliando o gendtipo CC, a média de glicose foi 101 mg/dL, contra 107

mg/dL do gendtipo CT. Nao houve diferenca estatistica entre as médias.

Tabela 15. Analise glicémica no grupo caso conforme o perfil genético no polimorfismo
CTLA4 -318 C/T.

CTLA4 -318 C/T

CC
. Desvio . Percentil Percentil
Média padrio N Mediana o5 75 p
Glicose 1006 1900 1300 96,0 91,0 1040
(mg/dL)
CT 0,097
. Desvio . Percentil Percentil
Média padrio N Mediana o5 75
Glicose

(mgidL) 1069 150 320 1040 960 1160
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6.3 Resultados da avaliagcdo do polimorfismo genético NOS3 intron 4

A tabela 16 avalia a associacdo entre o polimorfismo NOSS3 intron 4 e a
ocorréncia de AVEH/Aneurisma. 7,4% dos participantes do grupo caso apresentaram
gendtipo aa, contra 3,7% do grupo controle. Ndo se obteve diferenca estatistica
guanto a associacao do polimorfismo e os diferentes genotipos. 23,5% dos pacientes
com AVEH/Aneurisma possuiam o alelo b, contra 17,9% do grupo controle, também
ndo houve diferenca estatistica quando aos diferentes alelos e a ocorréncia de
AVEH/Aneurisma.

Tabela 16. Distribuicdo genotipica do polimorfismo NOS3 intron 4 nos grupos caso e
controle.

Grupos
AVEH/Aneurisma Controle
N % % P OR IC
aa 6 74 3 3,7
bb 49 60,5 55 67,9
Total 81 100,0 81 100,0
mon4abvaa 32 395 26 321 0325 0724 (0,380 - 1,380)
Total 81 100,0 81 100,0
b 38 23,5 29 17,9
a 124 76,5 133 82,1 0,217 1,405 (0,817 - 2,415)
Total 162 1000 162 100,0

NA = ndo se aplica

A tabela 17 demonstra o estudo de associagéo entre o polimorfismo NOS3
intron 4 e as caracteristicas clinicas (HAS, Diabetes, tabagismo e etilismo). Quanto as
caracteristicas clinicas do grupo caso, a presenca do genotipo b/b ndo foi associada
estatisticamente com a HAS (P=0,828) nem com a diabetes (P=0,292), tabagismo (P=
0,718) ou etilismo (P=0,268).
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Tabela 17. Distribuicdo das caracteristicas clinicas: HAS, Diabetes, tabagismo e

etilismo conforme o polimorfismo NOS3 intron 4 nos participantes do estudo.

NOS3 intron 4

b/b a/b + a/a
N % N % P OR IC
HAS sim 43 41,3% 25 431% 0,828 0,930 (0,486-1,782)
nao 61  58,7% 33 56,9%
_ sim 1 1,0% 2 3,4% 0,292 0,272 (0,024 - 3,065)
Diabetes
nao 103 99,0% 56 96,6%
_ sim 37  356% 19 328% 0,718 1,134 (0,575-2,237)
Tabagismo
nao 67  64,4% 39 67,2%
- sim 24 231% 18 31,0% 0,268 0,667 (0,325-1,369)
1Hsmo
nao 80  76,9% 40 69,0%

As caracteristicas clinicas também foram analisadas separadamente quanto

aos genodtipos do polimorfismo NOS3 intron 4 por grupo de estudo separado, como

descrito na tabela 18. 73,5% dos participantes do grupo caso portadores do genétipo

b/b apresentaram HAS contra 12,7% do grupo controle, tendo uma associacao

estatistica significante e o portador do genétipo a/a possui um risco aumentado em 19
vezes de se ter AVEH quando se é hipertenso (P<0,001; OR=18,99; IC (6,88-52,42).

75% do grupo caso portadores do gendtipo a/b + a/a eram hipertensos contra 3,8%

do grupo controle, aumentando em 75 vezes o risco de se ter AVEH, quando é

hipertenso, sob a presenca do alelo a.
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Tabela 18. Caracteristicas clinicas associadas a ocorréncia de AVEH/aneurisma por genétipo a/a e a/b + b/b do polimorfismo

NOS3 intron 4.

NOS3 intron 4

b/b a/b + ala
Grupos Grupos
AVEH/Aneurisma Controle AVEH/Aneurisma Controle
N % N % P OR (IC) N % N % P OR (IC)
sim 36 73,5% 7 12,7%  <0,001* 18,99 (6,88 - 52,42) 24 75,0% 1 3,8% <0,001* 75 (8,71 - 645,79)
HAS ndo 13 26,5% 48 87,3% 8 25,0% 25  96,2%
Total 49 100,0% 55 100,0% 32 100,0% 26 100,0%
sim 1 2,0% 0 0,0% 0,471 NA 2 6,3% 0 0,0% 0,497 NA
Diabetes néo 48 98,0% 55 100,0% 30 93,8% 26 100,0%
Total 49 100,0% 55 100,0% 32 100,0% 26 100,0%
sim 19 38,8% 18 32,7% 0,52 1,31 (0,58 - 2,91) 13 40,6% 6 23,1% 0,157 2,28 (0,72 - 7,23)
Tabagismo néo 30 61,2% 37 67,3% 19 59,4% 20 76,9%
Total 49 100,0% 55 100,0% 32 100,0% 26 100,0%
sim 9 18,4% 15 27,3% 0,282 0,60 (0,24 - 1,53) 13 40,6% 5 19,2% 0,08 2,87 (0,86 - 9,58)
Etilismo néo 40 81,6% 40 72,7% 19 59,4% 21 80,8%
Total 49 100,0% 55 100,0% 32  100,0% 26 100,0%

* diferenca estatistica
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Efetuou-se o estudo de associacéo entre os perfis de escalas de consciéncia e
o polimorfismo NOS3 intron 4 (Tabela 19). Foram avaliadas as proporcdes de
individuos segundo as escalas de consciéncia: Glasgow, Rankin e Barthel. Na Escala
de Glasgow, 10,2% dos individuos com genoétipo b/b apresentaram coma
intermediario, contra 9,4% dos individuos com gendétipo a/b+a/a. Avaliando a Escala
de Rankin, 8,2% dos pacientes com genoétipo b/b apresentaram incapacidade grave,
contra nenhum com genétipo a/b+a/a. Quanto ao indice de Barthel, 14,3% dos
individuos com genotipo b/b apresentaram incapacidade severa, contra 9,4% do
gendtipo a/b+a/a. Nao houve associacdo em relacdo as escalas de consciéncia que
estdo relacionadas aos genotipos do grupo caso do polimorfismo NOS3 intron 4.
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Tabela 19. Escalas de consciéncia associadas ao polimorfismo NOS3 intron 4.
NOS3 intron 4
b/b a/b + a/a
N % N % P OR IC
_coma 5  10,2% 3 9,4%
intermediario
Glasgow 4 superficial 2 4,1% 0 0,0% 0,503  NA NA
normalidade 42 85,7% 29 90,6%
assintomatico 16 32, 7% 4 12,5%
sintomasem 53 46900 23 71,9%
incapacidade
'”Caﬁ’:\fédade 1 2,0% 1 3,1% 0,139  NA NA
Rankin . .
incapacidade > 4.1% 1 3.1%
moderada
incapacidade
moderada a 3 6,1% 3 9,4%
grave
incapacidade 4 8.2% 0 0.0%
grave
incapacidade 7 14.3% 3 9.4%
severa
, incapacidade ;g 5, 2 63% 0860 NA NA
Indice de moderada ! ’ '
Barthel . .
'”Caﬁs\fédade 22 449% 17  53,1%
independéncia ;5 35700 19 31.3%
funcional

NA = néo se aplica
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Na tabela 20 avalia-se a proporcao de individuos com progndéstico bom ou ruim
segundo a ERM, de acordo com a definicdo progndstica adotada em estudos sobre o
tratamento de AVE. 14,3% dos individuos com genoétipo homozigoto b/b apresentaram
prognastico ruim, contra 9,4% do gendtipo a/b+a/a, ndo havendo diferenca estatistica

entre os grupos (P=0,732).

Tabela 20. Estudo de associacdo entre prognostico (escala de Rankin Modificada) e

o polimorfismo NOS3 intron 4.

NOS3 intron 4

b/b alb + ala
N % N % P OR IC
progl’}frj“co 7 14,3% 3 9,4% 0,732 1,61 (3,84-6,752)
ERM  bom 42 857% 29  90,6%
prognostico
Total 49  100,0% 32  100,0%

ERM = Escala de Rankin Modificada

A tabela 21 avalia a diferenca de médias de glicemia entre os grupos de estudo
nos diferentes genadtipos. Avaliando o gendtipo b/b, a média de glicose no grupo caso
foi 107 mg/dL, contra 96 mg/dL do grupo controle, quanto a essas diferencas de
médias foi obtida diferenca estatistica (P=0,003).

Tabela 21. Analise da glicemia (mg/dL) nos grupos de estudo conforme o perfil

genético no polimorfismo NOS3 intron 4.

NOS3 intron 4

b/b a/b + a/a
Grupos Grupos
AVEH/Aneurisma Controle AVEH/Aneurisma Controle
Média DESVIO \iggig DESVIO P Média DP8SVI0 pigdia DESVIO p
padrao padrao padréo padrao
Glicose 47 22 96 7 0,003* 106 24 96 7 0,147
(mg/dL)

* diferenca estatistica
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Andlises bioquimicas e hematoldgicas como as dosagens de glicose, creatinina
e contagem de plaquetas foram associadas aos genotipos do polimorfismo NOS3
intron 4 no grupo caso. A média de creatinina foi 1,1 mg/dL para o genétipo b/b contra
1,1 mg/dL para o genotipo a/b+a/a. A média de plaguetas dos pacientes com genétipo
b/b foi 320.000/mma3, contra 310.000/mm?3 no gendtipo a/b+a/a. Contudo, ndo houve
diferenca estatistica entre as andlises e os genatipos (tabela 22).

Tabela 22. Analises bioguimicas e hematoldgicas no grupo caso conforme o perfil

genético no polimorfismo NOS3 intron 4.

NOS3 intron 4

b/b
. Desvio . Percentil Percentil
Média padrio N Mediana o5 75
Creatinina
(mg/dL) # 1,1 1,2 104.,0 0,8 0,8 1,1
Plaquetas/mm3 #  319,7 70,5 104.,0 292.0 267,0 373,0
a/b+al/a
. Desvio . Percentil Percentil
Média padro N Mediana o5 75 P
Creatinina
(mg/dL) # 1,1 15 58,0 0,9 0,7 1,0 0,836

Plaguetas/mm3#  309,8 84,6 58,0 327,0 2420 395,0 0,579

# grupo caso
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A glicemia média associada aos genotipos b/b e a/b+a/a do polimorfismo NOS3
intron 4 sem considerar a separacao por grupos esta evidenciada na tabela 23.
Avaliando o genotipo b/b a média de glicose foi 102 mg/dL, contra 102 mg/dL no
genatipo a/b+a/a. Nao houve diferenca estatistica significante quando comparadas as

médias dos participantes com genatipo b/b e a/b+a/a (P=0,903).

Tabela 23. Analise glicémica no grupo caso conforme o perfil genético no polimorfismo
NOS3 intron 4.

NOS3 intron 4

b/b
Desvio Percentil Percentil p
Média padrdo N  Mediana 25 75
Glicose 102,0 17,4 104,0 96,5 94,5 104,0
(mg/dL)
a/b+ala 0,903
Desvio Percentil Percentil
Média padrdo N  Mediana 25 75

Glicose  102,4 20,1 58,0 100,0 95,0 116,0
(mg/dL)




6.4 Resultados da avaliagcdo do polimorfismo genético NOS3 -786 T/C

Na tabela 24 estdo descritas as distribuicbes genotipicas e alélicas do
polimorfismo NOS3 -786 T/C associadas aos grupos caso e controle. Foi observado
que 19,8% dos participantes com AVEH/Aneurisma possuiam genétipo TT, contra
28,4% do grupo controle com mesmo gendtipo. Nao houve diferenca estatistica com
relacdo as demais frequéncias genotipicas (P=0,209). 58% dos pacientes com
AVEH/Aneurisma possuiam o alelo T, contra 60,5% dos participantes do grupo

controle com o mesmo alelo. Tal diferenca ndo foi estatisticamente significante

(P=0,654).

Tabela 24. Distribuicdo genotipica do polimorfismo NOS3 -786 T/C nos grupos caso e

controle.

Grupos
AVEH/Aneurisma Controle
N % N % P OR IC
TT 16 19,8 23 28,4
TC 62 76,5 52 64,2 0,209 NA NA
cC 3 3,7 6 7,4
Total 81 100,0 81  100,0
NOS3 TT 16 19,8 23 284
-786 TIC TC+CC 65 80,2 58 716 0,198 0,621 (0,299 - 1,288)
Total 81 100,0 81  100,0
T 94 58,0 98 60,5
C 68 42,0 64 39,5 0,654 0,902 (0,579 - 1,406)
Total 162 1000 162 100,0
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Na tabela 25 avalia-se a diferenca na propor¢do de individuos segundo
caracteristicas clinicas (HAS, Diabetes, tabagismo e etilismo) associadas ao
polimorfismo NOS3 -786 T/C. Em relacdo as caracteristicas clinicas, ndo houve
diferenca estatistica quando associadas aos genoétipos, dado que para HAS
(P=0,890), para Diabetes (P=0,565), tabagismo (P=0,083) e etilismo (P=0,376).

Tabela 25. Distribuicdo das caracteristicas clinicas: HAS, Diabetes, tabagismo e

etilismo conforme o polimorfismo NOS3 -786 T/C nos participantes do estudo.

NOS3 -786 T/C

TT Tc+CC
N % N % P OR IC
HAS sim 16 41,0% 52 423% 0,890 0,950 (0,457 -1,974)
n&o 23 59,0% 71 57,7%
_ sim 1 2,6% 2 16% 0,565 1,592 (0,140 - 18,048)
Diabetes
n&o 38 97,4% 121 98,4%
_ sim 9 23,1% 47 382% 0,083 0,485 (0,212-1,111)
Tabagismo
n&o 30 76,9% 76 61,8%
i sim 8 20,5% 34 276% 0376 0,676 (0,282-1,616)
1HISmMo
n&o 31 79,5% 89 72,4%

A tabela 26 mede a associagao entre as caracteristicas clinicas e a ocorréncia
de AVE, nos diferentes gendtipos. Sendo que, 87,5% dos participantes do grupo caso
portadores do gendtipo TT apresentavam HAS, contra 8,7% do grupo controle com o
mesmo genotipo. Entre os participantes com genoétipo TT, o risco para AVE
aumentava 73 vezes no grupo caso com HAS (P<0,001; OR=73; 9,24 — 584,43).
70,8% dos participantes do grupo caso com genotipo TC+CC eram hipertensos, contra
10,3% do grupo controle com o0 mesmo genotipo. O risco para AVEH/Aneurisma em
pacientes com HAS e com genotipo TC+CC aumentou em 21 vezes, quando
comparado ao grupo controle (P<0,001; OR=21; 7,72 - 57,03).
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Tabela 26. Caracteristicas clinicas associadas a ocorréncia de AVEH/aneurisma por genétipo TT e TC + CC do polimorfismo NOS3 -786

T/IC
NOS3 -786 T/C
TT TC+CC
Grupos Grupos
AVEH/Aneurisma Controle AVEH/Aneurisma Controle
N % N % P OR (IC) N % N % P OR (IC)
sim 14 87,5% 2 8,7%  <0,001* 73,50(9,24-584,43) 46 70,8% 6 10,3%  <0,001* 20,98 (7,72 - 57,03)
HAS nao 2 12,5% 21 91,3% 19 29,2% 52 89,7%
Total 16 100,0% 23  100,0% 65 100,0% 58 100,0%
sim 1 6,3% 0 0,0% 0,41 NA 2 3,1% 0 0,0% 0,498 NA
Diabetes nao 15 93,8% 23  100,0% 63 96,9% 58 100,0%
Total 16 100,0% 23  100,0% 65 100,0% 58 100,0%
sim 4 25,0% 5 21,7% 1 1,20 (0,27 - 5,40) 28 43,1% 19 32,8% 0,24 1,55 (0,74 - 3,24)
Tabagismo ndo 12 75,0% 18 78,3% 37 56,9% 39 67,2%
Total 16 100,0% 23  100,0% 65 100,0% 58 100,0%
sim 4 25,0% 4 17,4% 0,694 1,58 (0,33 - 7,56) 18 27, 7% 16 27,6% 0,99 1,00 (0,46 - 2,22)
Etilismo ndo 12 75,0% 19 82,6% 47 72,3% 42 72,4%
Total 16 100,0% 23  100,0% 65 100,0% 58 100,0%
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Na tabela 27 sdo associados diferentes prognésticos dos pacientes medidos
pelas escalas de consciéncia com o polimorfismo. Em relacdo a Escala de Glasgow,
31,3% dos participantes com genaétipo TT apresentavam coma intermediario, contra
4,6% com genotipo TC+CC, demonstrando uma diferenca estatistica (P=0,003).
Avaliando a Escala de Rankin, 18,8% dos participantes com genétipo TT
apresentavam incapacidade grave, contra 1,5% com genétipo TC+CC (P=0,021) e
quanto ao indice de Barthel, 37,5% dos participantes apresentaram incapacidade
severa e eram do genotipo TT, contra 6,2% com gendtipo TC+CC, apresentando

diferenca estatistica (P=0,003).



Tabela 27. Escalas de consciéncia associadas ao polimorfismo NOS3 -786 T/C.

NOS3 -786 T/C

TT TC+CC
N % N % = OR IC
_coma 5 313% 3  46%
intermediario
Glasgow su(;:)zrr?iiial 1 6,3% 1 1,5% 0,003* NA NA
normalidade 10 625% 61 93,8%
assintomatico 3 18,8% 17  26,2%
sinfomasem 7 4380 39  60,0%
incapacidade
noapacidade o 00% 2 31% 0021* NA NA
Rankin . :
incapacidade 0 0,0% 3 4,6%
moderada
incapacidade
moderada a 3 188% 3 4,6%
grave
'”Cag;‘i/'gade 3 188% 1 15%
mcasz?/zl:jaade 6 37.5% 4 6.2%
indice de mr?na:)pdaecrlggge 0 00% 6 92% 0003 NA NA
Barthel . :
mca;lns\(/:édade 3 50,0% 31 47,7%
independéncia > 125% 24  36,9%

funcional

* diferenca estatistica
NA = nao se aplica
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A tabela 28 avalia o prognostico medido pela ERM associada ao polimorfismo
NOS3 -786 T/C. 37,5% dos portadores do genétipo TT apresentaram prognostico
ruim, contra 6,2% com genoétipo TC+CC, tal diferenca foi estatisticamente significante,
sendo que a presenca do genoétipo TT aumenta em 9 vezes o risco de um prognaéstico
ruim (P=0,003; OR=9; 2,19 — 38,27)

Tabela 28. Estudo de associacdo entre prognostico (escala de Rankin) e o
polimorfismo NOS3 -786 T/C.

NOS3 -786 T/C

TT TC+CC
N % N % P OR IC
prognostic g 3750 4 6,2% 0,003 9,00 (2,19 -38,27)
O ruim
bom
ERM  prognéstic 10 625% 61 93,8%
(0]
Total 16 100,0% 65  100,0%

* diferenca estatistica
ERM = Escala de Rankin Modificada

A tabela 29 avalia a diferenca de médias de glicemia entre os grupos de estudo
nos diferentes gendétipos, ndo havendo diferenca estatistica entre a glicemia média

dos grupos em ambos genotipos.

Tabela 29. Andlise da glicemia nos grupos de estudo conforme o perfil genético no
polimorfismo NOS3 -786 T/C.

NOS3 -786 T/C

TT TC+CC
Grupos Grupos
AVEH/Aneurisma Controle AVEH/Aneurisma Controle
Média E:j‘gg Média Eaejr‘gg P Média E:jgg Média Eaej’gg P
Glicose 5y 14 9% 7 0707 108 24 96 7 0970

(mg/dL)
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A dosagem de creatinina e contagem de plaguetas foram associadas aos
genatipos do polimorfismo NOS3 -786 T/C no grupo caso (tabela 30). A média de
creatinina foi 1,9 mg/dL para o gendtipo TT contra 0,8 mg/dL para o genétipo TC+CC.
A média de plaquetas dos pacientes com gendtipo TT foi 348.000/mms3, contra
307.000/mms3 no genodtipo TC+CC. Contudo, ndo houve diferencga estatistica entre as

andlises e 0s genatipos.

Tabela 30. Analises bioguimicas e hematoldgicas no grupo caso conforme o perfil

genético no polimorfismo NOS3 -786 T/C.

NOS3 -786 T/C

TT
Desvio Percentil Percentil
Média padréo N Mediana 25 75
Creatinina 1,9 2,9 39,0 0,8 0,7 1,2
(mg/dL) #
Plaguetas/mm?3 # 348,4 72,2 39,0 358,0 292,0 373,0
TC+CC
Desvio Percentil Percentil
Média padréo N Mediana 25 75 P
Creatinina 0,9 0,2 123,0 0,8 0,7 1,0 0,830

(mg/dL) #
Plaquetas/mm3 # 308,0 75,4 1230 292,0 252,0 373,0 0,580

# grupo caso
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A glicemia média associada aos genétipos TT e TC+CC do polimorfismo NOS3
-786 T/C sem considerar a separacdo por grupos esta evidenciada na tabela 31.
Avaliando o gendtipo TT a média de glicose foi 97,7 mg/dL, contra 103,4 mg/dL no
genadtipo TC+CC. Nao houve diferenca estatistica significante quando comparadas as

médias dos participantes com genétipo TT e TC+CC (P=0,903).

Tabela 31. Associacdo entre a glicemia dos participantes com genétipo TT contra os

genaotipos TC+CC.
NOS3 -786 T/C
TT
, L. Desvio . Percentil Percentil
Média padrio N Mediana o5 75 P
g‘;%sf) 08 11 39 96 95 104
TC+CC 0,903
. Desvio . Percentil Percentil
Média padrio N Mediana o5 75
Glicose 103 20 123 99 94 107

(mg/dL)
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6.5 Resultados da avaliagdo do polimorfismo genético CYP2D6 1846 G/A

Na tabela 32 estdo descritas as distribuicbes genotipicas e alélicas do
polimorfismo CYP2D6 1846 G/A associadas aos grupos caso e controle. Foi
observado que 74,1% dos pacientes do grupo caso possuiam genotipo GG, contra
71,6% do grupo controle com mesmo gendtipo. Nao houve diferenca estatistica com
relacdo as demais frequéncias genotipicas (P=0,930). 86,4% dos pacientes com
AVEH/Aneurisma possuiam o alelo G, contra 83,3% dos participantes do grupo
controle com o mesmo alelo. Tal diferenca ndo foi estatisticamente significante
(P=0,764).

Tabela 32. Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo CYP2D6 nos grupos caso

e controle.
Grupos
AVEH/Aneurisma Controle
N % N % P OR IC
GG 60 74,1 58 71,6
GA 17 21,0 19 23,5 0,930 NA NA
AA 4 4,9 4 4,9
Total 81 100,0 81 100,0
cyp2ps GG 60 74,1 58 71,6
1846 G/A GA+AA 21 25,9 23 28,4 0,729 1,13 0,56-2,27
Total 81 100,0 81 100,0
G 137 86,4 135 83,3
A 25 15,4 27 16,7 0,764 1,09 0,60-1,98
Total 162 100,0 162 100,0

NA = néo se aplica
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Na tabela 33 avalia-se a diferenca na propor¢do de individuos segundo
caracteristicas clinicas (HAS, Diabetes, tabagismo e etilismo) associadas ao
polimorfismo CYP2D6 1846 G/A. Contudo, ndo houve associagdo entre 0s genotipos
e a presenca de HAS (P= 0,867), diabetes (P= 1,00), tabagismo (P= 0,938) e etilismo
(P=0,332).

Tabela 33. Distribuicdo das caracteristicas clinicas: HAS, Diabetes, tabagismo e

etilismo conforme o polimorfismo CYP2D6 nos participantes do estudo.

CYP2D6 1846 G/A

GG GA+AA
N % N % P OR IC
HAS sim 50 42,4% 18 40,9% 0,867 1,062 (0,526 -2,146)
nao 68 57,6% 26 59,1%
i sim 2 1,7% 1 2,3% 1 0,741 (0,066 - 8,386)
Diabetes N
nao 116 98,3% 43 97,7%
) sim 41 347% 15 34,1% 0,938 1,029 (0,496 - 2,135)
Tabagismo B
nao 77 65,3% 29 65,9%
Etilismo sim 33 28,0% 9 20,5% 0,332 1,510 (0,655 - 3,482)
nao 85 72,0% 35 79,5%

A tabela 34 mede a associacdo entre as caracteristicas clinicas e a ocorréncia
de AVE, nos diferentes gendétipos. Sendo que, 76,7% dos participantes do grupo caso
portadores do genoétipo GG apresentavam HAS, contra 6,9% do grupo controle com o
mesmo gendtipo. Entre os participantes com genétipo GG, o risco para AVE
aumentava 44 vezes no grupo caso com HAS (P<0,001; OR=44; 13,65 — 144,17).
66,7% dos participantes do grupo caso com genotipo GA+AA eram hipertensos, contra
17,4% do grupo controle com o0 mesmo gendtipo. O risco para AVEH/Aneurisma em
pacientes com HAS e com gendtipo GA+AA aumentou em 10 vezes, quando
comparado ao grupo controle (P=0,002; OR=10; 2,32 — 38,87).
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Tabela 34. Caracteristicas clinicas associadas a ocorréncia de AVEH/aneurisma por genétipo GG e GA + A do polimorfismo

CYP2D6.
CYP2D6 1846 G/A
GG GA+AA
Grupos Grupos
AVEH/Aneurisma Controle AVEH/Aneurisma Controle
N % N % P OR (IC) N % N % P OR (IC)
sim 46 76,7% 4 6,9% <0,001* 44,36 (13,65 -144,17) 14 66,7% 4 17,4% 0,002* 9,50 (2,32 - 38,87)
HAS néo 14 23,3% 54 93,1% 7 33,3% 19 82,6%
Total 60 100,0% 58 100,0% 21 100,0% 23 100,0%
sim 2 3,3% 0 0,0% 0,496 2,0 (1,67 - 2,40) 1 4,8% 0 0,0% 0,477 2,15 (1,56 - 2,96)
Diabetes nao 58 96,7% 58 100,0% 20 95,2% 23 100,0%
Total 60 100,0% 58 100,0% 21 100,0% 23 100,0%
sim 24 40,0% 17 29,3% 0,223 1,61 (0,75 - 3,46) 8 38,1% 7 30,4% 0,592 1,41 (0,40 - 4,92)
Tabagismo néo 36 60,0% 41 70,7% 13 61,9% 16 69,6%
Total 60 100,0% 58 100,0% 21 100,0% 23 100,0%
sim 17 28,3% 16 27,6% 0,928 1,04 (0,46 - 2,32) 5 23,8% 4 17,4% 0,716 0,71 (0,34 - 6,48)
Etilismo néo 43 71,7% 42 72,4% 16 76,2% 19 82,6%
Total 60 100,0% 58 100,0% 21 100,0% 23 100,0%

* diferenca estatistica
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Na tabela 35 sdo associados diferentes prognésticos dos pacientes medidos
pelas escalas de consciéncia com o polimorfismo CYP2D6 1846 G/A. Em relacao a
Escala de Glasgow, 10,0% dos participantes com genétipo GG apresentavam coma
intermediario, contra 9,5% com genodtipo GA+AA, ndo demonstrando diferenca
estatistica (P=0,734). Avaliando a Escala de Rankin, 5,0% dos participantes com
gendtipo GG apresentavam incapacidade grave, contra 4,8% com gendtipo GA+AA
(P=0,574) e quanto ao Indice de Barthel, 11,7% dos participantes apresentaram
incapacidade severa e eram do genoétipo TT, contra 14,3% com genotipo GA+AA
(P=0,003).



Tabela 35. Escalas de consciéncia associadas ao polimorfismo CYP2D6.

70

CYP2D6 1846 G/A

GG GA+AA
N % N % P OR IC

_coma - 6 10,0% 2  95%

intermediario
Glasgow Sug‘;rr‘];‘iiial 1 17% 1 48% 0734 NA NA

normalidade 53 88,3% 18 85,7%

assintomatico 16 26,7% 4 19,0%

sintomasem 5, gg200 12 57,10

incapacidade

'”Ca'[l’:\fédade 2  33% 0 00% 0574 NA NA
Rankin . .

incapacidade 1 17% 2 9.5%

moderada

incapacidade

moderada a 4 6,7% 2 9,5%

grave

'”Cag;‘il'gade 3 50% 1 48%

'”Caszf‘/g':jaade 7 11,7% 3 14,3%
indice '”r‘;"i,pdae‘i';’;'j‘;’e 6 100% O 00% 0,338 NA NA
de
Barthel mca;lns\(/:édade 30 50.0% 9 42.9%

independéncia ;5 59300 9 4290

funcional

NA = néo se aplica
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A tabela 36 avalia o prognostico medido pela ERM associada ao polimorfismo
CYP2D6 1846 G/A, na qual 11,7% dos individuos que apresentam um progndéstico
ruim possuiam gendtipo GG. No entanto, as diferencas nas propor¢cées ndo foram

relevantes estatisticamente. (P=0,714).

Tabela 36. Estudo de associacdo entre prognostico (escala de Rankin) e o
polimorfismo CYP2D6.

CYP2D6 1846 G/A

GG GA+AA
N % N % P OR IC
prog nF)StICO 7 11,7% 3 14,3%
ruim
ERM bom . i _
orognéstico 03 883% 18 857% 0714 0,792 (0,185-3,393)
Total 60  100,0% 21  100,0%

ERM = Escala de Rankin Modificada

A tabela 37 avalia a diferenca de médias de glicemia entre os grupos de estudo
nos diferentes gendtipos. Avaliando o genétipo GG, a média de glicose no grupo caso
foi 106 mg/dL, contra 96 mg/dL do grupo controle, quanto a essas diferencas de
médias foi obtida diferenca estatistica (P=0,004) e a glicemia média foi maior no grupo

caso do que no grupo controle.

Tabela 37. Analise da glicemia nos grupos de estudo conforme o perfil genético no
polimorfismo CYP2D6.

CYP2D6 1846 G/A

GG GA+AA
Grupos Grupos
AVEH/Aneurisma Controle AVEH/Aneurisma Controle
Média r?:jrvé{g Média Eaejrvéllg P Média Eaejrvéllg Média p?:dsrvéig P
Glicose , 5q 21 96 7 0,004 107 27 96 7 0,126

(mg/dL)
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A dosagem de creatinina e contagem de plaguetas foram associadas aos
genatipos do polimorfismo CYP2D6 1846 G/A no grupo caso (tabela 38). A média de
creatinina foi 1,2 mg/dL para o genoétipo GG contra 0,9 mg/dL para o gendtipo GA+AA.
A média de plaquetas dos pacientes com genoétipo GG foi 322.000/mm3, contra
296.000/mms3 no genotipo GA+AA. Contudo, ndo houve diferencga estatistica entre as

andlises e 0s genatipos.

Tabela 38. Analise bioguimica e hematolégica no grupo caso conforme o perfil

genético no polimorfismo CYP2D6.

CYP2D6 1846 G/A

GG
Desvio Percentil Percentil
Média padrdo N Mediana 25 75
Creatinina 1,2 15 118,0 0,8 0,8 1,0

(mg/dL) #

Plaquetas/mm3 #  322,8 77,6 118,0 327,0 267,0 395,0

GA+AA
Desvio Percentil Percentil P
Média padrdo N Mediana 25 75
Creatinina 0,9 0,2 44,0 0,8 0,7 11 0,444

(mg/dL) #

Plaquetas/mm3#  296,7 69,9 44,0 278,0 252,0 358,0 0,180

# grupo caso
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A glicemia média associada aos genétipos GG e GA+AA do polimorfismo
CYP2D6 1846 G/A sem considerar a separacao por grupos esta evidenciada na tabela
39. Avaliando o gendétipo GG a média de glicose foi 102,1 mg/dL, contra 102,4 mg/dL
no genodtipo GA+AA. Nao houve diferenca estatistica significante quando comparadas

as médias dos participantes com gendtipo GG e GA+AA (P=0,921).

Tabela 39. Associacéo entre a glicemia dos participantes com genoétipo GG contra 0s

genotipos GA+AA.

CYP2D6 1846 G/A

GG
. Desvio . Percentil Percentil
Média padrio N Mediana o5 75 P
Glicose ), 4 170 1180 970 950 1070
(mg/dL)
GA+AA 0,921
. Desvio . Percentil Percentil
Média padrio N Mediana o5 75
Glicose

(mg/dL) 1924 21,8 440 99,0 910 1040
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7. DISCUSSAO

O AVE é a segunda maior causa de incapacidade funcional em paises
desenvolvidos, possuindo altas taxas de mortalidade. De acordo com o Relatério de
Saude da OMS, 5,5 milhGes de pessoas morrem por ano em decorréncia do AVE. Em
todo o mundo, enormes quantias de dinheiro e materiais estdo envolvidas no
tratamento desta doenca. No entanto, métodos para identificar pessoas com alto risco
de ocorréncia do AVE séo limitados e os mecanismos moleculares envolvidos neste
trabalho s&o fundamentais para resolver tal problema (Gu, Wu et al. 2013).

Caracteristicas clinicas como a presenca de HAS, Diabetes, Tabagismo e Etilismo
foram coletadas de todos os participantes da pesquisa, sendo que quando avaliadas
com 0S grupos caso e controle houve um aumento de 26 vezes na chance de se ter
HAS no grupo caso quando comparado ao controle (P<0,001).

Monteiro e colaboradores (2005) afirmam que a elevacéo progressiva da pressao
arterial ocasionalmente causa lesdo de vasos sanguineos dos olhos, coracéo, rins e
encéfalo. As consequéncias dos niveis elevados persistentes e descontrolados séo,
portanto, insuficiéncia visual, hemorragia ocular; angina; fendmenos ateroscleroticos,
como infarto agudo do miocéardio (IAM), insuficiéncia cardiaca (IC); além da
insuficiéncia renal (IR), com possibilidade de perda da funcédo renal; insuficiéncia
circulatoria e AVE.

No Brasil, a incidéncia de AVE dobra a cada década apo6s os 55 anos, ocupando
posicdo de destaque entre a populacdo idosa, sendo considerado um pais que esta
envelhecendo em consideravel progressao, fato que se deve, fundamentalmente, ao
aumento da expectativa de vida que abrange desde investimentos nos servicos de
saude de alta complexidade até as acfes primarias de saude (Pereira, Alvarenga et
al. 2009).

Nesta pesquisa a incidéncia de AVEH e/ou aneurisma foi ligeiramente maior em
mulheres (59,3%, n= 48) do que em homens (40,7%, n = 33), sendo que a média de
idade do grupo caso foi de 53 anos.

Silva e colaboradores (2013), analisaram aspectos topograficos e epidemiolégicos
dos pacientes, bem como, o nivel de gravidade na admissdo e alta hospitalar e
situacao clinica do paciente ap6s um ano da alta. Dos 148 pacientes com diagnostico
de AVEH, 77 (52%) eram do sexo masculino e 71 (48%) do sexo feminino. A faixa

etaria variou de 20 a 92 anos de idade, tendo maior nimero de casos no sexo
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masculino. Do total de casos houve 57 6bitos (38,5%), com maior nUmero de mortes
nas faixas de 40 a 59 com pequena diferenca entre 0os géneros, sendo a taxa de
letalidade foi maior para o sexo feminino (43,7%) nas faixas de 40 a 59.

O encéfalo depende de um aporte constante de oxigénio e glicose, poucos minutos
sem irrigacdo sanguinea o adequada sado suficientes para gerar danos no tecido
encefalico (Monteiro, Santos et al. 2005).

Segundo a American Diabetes Association (2014) os critérios para o diagnostico
de Diabetes sdo: teste para hemoglobina glicada (A1C) =2 6,5%, que deve ser realizado
utulizando um método certificado pelo National Glycohemoglobin Standardization
Program; ou; glicose plasmatico em jejum > 126 mg/dL (7,0 mmol/L), sendo o jejum
definido como a auséncia de ingestao por pelo menos 8 horas; ou; glicose plasmatica
de duas horas >200 mg/dL (11,1 mmol/L) durante um teste oral de tolerancia a glicose,
tal teste deve ser realizado conforme descrito pela OMS, utilizando uma carga de
glicose contendo o equivalente a 75g de glicose anidra dissolvida em &gua; ou; em
paciente com sintomas classicos de hiperglicemia ou crise hiperglicémica, uma
glicemia aleatéria > 200 mg/dL (11,1 mmol/L).

A dosagem da glicemia foi realizada em ambos os grupos desta pesquisa, sendo
que, houve um aumento na média de glicose (107 mg/dL) nos portadores de AVEH/
aneurisma.

O excesso de glicose circulante na corrente sanguinea leva a um aumento de
cortisol e alguns outros horménios que sdo contra insulinicos, diminuindo a sua
captacao pelos tecidos alvos levando a uma resisténcia, e diminuicdo da secrecéo de
insulina pelo pancreas. Com isso, ha um aumento nos niveis de acidos graxos e dos
danos por radicais livres de oxigénio, além da agregacéo plaquetaria com aumento da
atividade do inibidor de ativacdo do plasminogénio. Tais fatores contribuem para os
danos nas artérias e do tecido encefalico. As artérias acometidas irrigam o encéfalo,
sendo o aumento da glicose um importante fator de risco para a ocorréncia de
AVEH/Aneurisma (Ferreira, Machado et al. 2016).

Pesquisas tém sido elaboradas quanto ao gene CTLA4 relacionado a diversas
patologias autoimunes (Li, Gong et al. 2016, Ting, Chien et al. 2016, Narooie-Nejad,
Taji et al. 2017) e as variacOes de seus alelos tém sido frequentemente examinadas
em pacientes. Ha na literatura, variadas observacbes quanto as diferencas

proporcionais entre grupos relacionados ao gene CTLA4, tais dados necessitam de
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uma maior investigacdo quanto aos candidatos que possuam o gene polimorfico em
diferentes populac¢des (Liu and Zhang 2013).

Mais de 100 polimorfismos tém sido identificados no gene CTLA4, como o
polimorfismo -318 C/T. No entanto, com relacdo ao AVE, apenas um trabalho avaliou
a associacao do agravo de um polimorfismo neste gene, sendo que os participantes
do estudo eram criancas, e o AVE Isquémico Idiopético (Wang, Jiang et al. 2009)

Neste trabalho, houve auséncia do genoétipo TT em participantes do grupo caso e
controle. A presenca do genotipo heterozigoto CT foi mais prevalente nos individuos
do grupo caso (27,2%) do que nos individuos do grupo controle (12,3%). Tais dados
levam a uma diferenca estatisticamente significante (P=0,018). O alelo T esteve mais
presente no grupo caso (13,6%) quando comparado ao grupo controle (6,2%), sendo
a presenca do alelo T associada a ocorréncia do AVEH/Aneurisma (0,025).

Lee, Kim e colaboradores (2014) afirmam que o alelo T -318 esté associado com
a uma atividade promotora maior que o alelo C -318. Assim, a presenca do alelo T -
318 pode contribuir para o aumento dos niveis de expressdo de CTLA4, e,
consequentemente, representar um mecanismo para inibir a atividade imunol6gica
exagerada.

Embora o SNP -318 C/T esteja na regido promotora do gene CTLA4; Anjos,
Tessier e colaboradores (2004) afirmam que a presenca do alelo T nesta posi¢ao tem
mostrando aumentar a expressao de CTLA4 em 30%.

A presenca de HAS foi avaliada quanto aos genoétipos CC e CT em todos os
participantes da pesquisa quanto ao polimorfismo CTLA4 -318 C/T. Neste trabalho, o
fator do individuo ser portador do genétipo CC, o protege 6 vezes contra a ocorréncia
de HAS (P=<0,001; OR=0; 0,071-0,411).

Kokubo, Tomoike e colaboradores (2006) estudaram o polimorfismo CTLA4 +49
A/G associando a presséao arterial em homens e mulheres com base em um modelo
genético dominante ou recessivo. Tal andlise revelou que o polimorfismo de CTLA4
+49 A/G demonstrava uma associacdo significativa com hipertensédo arterial
sistémica.

Silva e colaboradores (2013), analisaram que a HAS esteve presente de forma
isolada em oitenta e sete (59,7%) dos pacientes; HAS somada a Diabetes Mellitus em
18 (12,0%) e quarenta e um (27,7%) pacientes nao apresentavam doencas

associadas.
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Nota-se neste estudo que nenhum participante da pesquisa com gendétipo CC
apresentou Diabetes, sendo que, 9,4% dos participantes com genétipo CT possuia tal
patologia. Fato que foi verificado por Saleh, Koeleman e colaboradores (2013), que
confirmaram a auséncia de associacdo do polimorfismo CTLA4 -318 C/T e a forte
presenca de associacdo entre o polimorfismo CTLA4 +49 A/G e a ocorréncia de
Diabetes tipo 1 em uma populacdo Egipcia.

Porém, um estudo brasileiro desenvolvido por Gamberini e colaboradores (2006),
com 279 pacientes e 151 controles néo verificou associacao de ambos polimorfismos,
CTLA4 +49 A/G e -318 C/T e a ocorréncia de Diabetes tipo 1.

CTLAA4 regula negativamente as respostas de células T, 0 aumento por nicotina na
producdo de citocinas de células T durante as fases de resposta tardia pode estar
relacionado com a sua capacidade de reduzir a expressdao CTLA4 (Petro,
Schwartzbach et al. 1999).

Poucos estudos avaliam a significancia clinica desta associacdo. Um estudo na
india avaliou SNPs na regido promotora de CTLA4, afirmando que o SNP 1722 com
gendtipo homozigoto CC tende a ser mais elevado em pacientes com Carcinoma
Epiderméide Oral (CEO), enquanto que em menor frequencia o genétipo CT parece
reduzir o risco de tabagismo relacionado ao CEO. Contudo, ndo achou associagao
significativa entre o SNP -318 e o risco de tabagismo (Bharti, Mohanti et al. 2013).

Neste estudo, os participantes de pesquisa portadores do genétipo CC possuiam
um risco de ter HAS aumentado de 85 vezes no grupo caso quando comparado ao
grupo controle (P<0,001; OR=85; 18,74 — 387,60).

Estudos sobre as bases genéticas das origens da hipertensdo arterial vém
permitindo um melhor entendimento dos mecanismos moleculares, bem como novas
medidas preventivas e tratamentos precoces, mais especificos e eficazes. Os genes
controladores da pressdo sanguinea ainda ndo sdo completamente conhecidos, mas
estudos familiares e com gémeos tem documentado estes componentes hereditarios.
Evidéncias sugerem que cerca de 30% da variacao da pressao arterial podem ser de

origem genética (Ferreira and Rola 2008).
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Sob uma outra perspectiva, os desfechos clinicos apés o AVE sao altamente
variaveis, e as razfes para essas variagcdes ainda ndo sdo bem elucidadas. A
recuperacdo apos AVE isquémico ou hemorragico comeca imediatamente apds o
inicio agudo, e muitos diferentes niveis de respostas bioldgicas estdo envolvidos.
Estas respostas diferem no tempo e entre as diferentes &reas do cérebro afetado. Tal
recuperacdo pode ser rapida, sem déficits neuroldgicos ou lenta, se existir, durante
meses ou anos (Lindgren and Maguire 2016).

Evidéncias recentes de estudos de associacdo genética apoiam o fato de que
fatores genéticos desempenham um papel fundamental no resultado de varios
disturbios do Sistema Nervoso Central (SNC). Varios pesquisadores revelam
variantes genéticas que conferem susceptibilidade a um prognéstico bom ou ruim
apos a ocorréncia do AVE (Dardiotis, Fountas et al. 2010).

Para avaliacdo do progndstico sdo utilizadas escalas de nivel de consciéncia
como Escala de Coma de Glasgow, que € o parametro atualmente mais utilizado no
mundo, principalmente em paciente apos AVE por conter exames fisicos simples se
serem realizado; Escala de Rankin, escolhida por ser um bom instrumento para
mensurar a incapacidade em pesquisas contemporaneas sobre AVE e indice de
Barthel, que avalia o nivel de independéncia do individuo para a realizacdo de
atividades basicas. (Furmann and Costa 2015, do Carmo, Oliveira et al. 2016)

Além disto, Weih, Kallenber e colaboradores (1999) definiram como progndstico
nao favoravel, score de 1 a 4 na Escala de Coma de Glasgow e como progndstico
favoravel score 5, sendo o progndstico favoravel significativamente associado com o
ataque isquémico transitorio (AIT) antes da ocorréncia do AVE. Também avaliaram a
Escala de Rankin, dicotomizando critério de independéncia como score de 0 a 1 ou
dependéncia com score de 2 a 5, ndo achando associacdo com prognoéstico favoravel
ou ndo com a ocorréncia de AIT antes do AVE.

Quanto ao estudo do polimorfismo CTLA4 -318 C/T deste trabalho, 13,6% dos
individuos com genétipo CC apresentaram coma intermediario quanto a escala de
Glasgow, contra nenhum do genétipo CT, tal evidéncia foi estatisticamente
significante. Avaliando-se a escala de Rankin, 5,1% dos pacientes com genotipo CC
apresentaram incapacidade grave, contra 4,5% com genétipo CT, havendo diferenca

estatistica entre os genétipos.
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Estudando a ERM, ndo houve associagéo entre o pior progndéstico medido pelo
nivel de consciéncia e a presenca do genotipo homozigoto dominante (P=0,720), pois
13,6% dos participantes com genoétipo CC apresentaram prognostico ruim, contra
9,1% com genotipo CT.

Com relacéo ao polimorfismo CTLA4 -318 C/T, a média da glicose estava elevada
no grupo caso, tanto nos portadores do genétipo CC quanto ao gendtipo TT. Contudo,
ha uma diferenca estatistica no grupo caso quando comparado ao grupo controle nos
genadtipos CC (P=0,023) e CT (P=0,015).

Outro gene associado para os estudos de polimorfismo neste trabalho, foi o NOSS3,
para o qual dois polimorfismos foram testados: o polimorfismo NOS3 intron 4 e o
NOS3 -786 T/C.

No presente trabalho ndo se descobriu diferenca estatisticamente significante
entre o polimorfismo NOS3 intron 4, e a ocorréncia do AVEH/Aneurisma (P=0,465).
Tao e Cheng (2009), em uma metanalise sugeriram que a homozigose do alelo “a”
nao estava associada ao aumento do risco de AVE isquémico. Seus resultados foram
apenas significativos para o genoétipo a/b em um modelo recessivo para o alelo “a” em
asiaticos do leste.

Em um estudo dinamarqués com individuos Caucasianos, Staalsg, Edsen e
colaboradores (2014) verificaram que o gendétipo b/b do polimorfismo NOS3 intron 4
estava associado a hemorragia subaracnéide e que tal associacéo foi impulsionada
pelo sexo. Os portadores do gendtipo b/b foram mais prevelantes entre os pacientes
do sexo masculino do que entre os do sexo feminino, aumentando o risco de
hemorragia subaracnéide em homens, mas ndo em mulheres. Fato que néo foi visto
no presente estudo devido aos grupos estarem pareados por idade e sexo.

Estudando o polimorfismo NOS3 intron 4, notou-se que o portador do gendtipo
b/b possui um risco aumentado em 19 vezes de se ter AVE quando é hipertenso
(P<0,001; OR=19; 6,88-52,42), o que também foi avaliado no individuo portador do
genatipo a/b+a/a, que possui um risco aumentado em 75 vezes de se ter AVE, quando
é hipertenso, sob a presenca do alelo a.

Sponto, Degli Esposti e colaboradores (2014), realizaram um estudo em que a
pressdo arterial era monitoriada durante 24 horas apds um treinamento aerobico, a
fim de assegurar os efeitos benéficos do exercicio para a saude. Em relagdo ao

polimorfismo NOS3 intron 4, a monitorizacdo da presséo arterial somente reduziu
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significantemente em voluntarios com gendtipo b/b em comparacgéo aos genotipos a/b
e ala.

Quanto a associacédo: polimorfismo NOS3 intron 4 X HAS X outro desfecho clinico,
um estudo desenvolvido em uma populacéo iraniana analisou o polimorfismo NOS3
intron 4 quanto o desenvolvimento de Doenca Arterial Coronariana (DAC), e tal estudo
demonstrou que as frequéncias genotipicas a/a, a/b e b/b foram significativamente
diferentes entre os grupos caso e controle, sendo o alelo “a” um fator dependente para
a ocorréncia de DAC. A presenca do alelo “a” também foi considerada um fator de
risco para pressao arterial sistélica e disastolica, tabagismo e historico familiar de DAC
na populagéo iraniana (Salimi, Firoozrai et al. 2008). Possivelmente o estudo na
populacao iraniana divergiu do presente estudo, pois os desfechos bases eram
distintos (DAC e AVEH, respectivamente).

A dosagem média de glicose foi obtida dos participantes do grupo caso e controle
desta pequisa quanto ao polimorfismo NOS3 intron 4, apds as analises estatisticas foi
possivel analisar que ha um aumento da média de glicose nos individuos do grupo
caso, quando comparados ao grupo controle (P=0,147).

Simirlamente, em um estudo onde avaliou-se a presenca do polimorfimos NOS3
intron 4 a ocorréncia de Diabetes tipo 1 ou 2 foi considerado que o gendtipo a/a ou a/b
foi significativamente mais frequente em individuos com diabetes tipo 1 (P<0,016),
guando a glicose média € mais alta (Galanakis, Kofteridis et al. 2008)

O polimorfismo NOS3 -786 T/C tem sido amplamente associado a doenca
cardiovascular. Nakayama, Yasue e colaboradores (1999), afirmaram que a presencga
da mutacéo -786 T/C suprime a transcricdo do gene NOS3 e que tal diminuicdo da
transcricdo génica é consistente com a nocao de que a producao de NO endotelial &
reduzida em pacientes portadores da mutacdo. Na andlise deste estudo ndo se
encontrou associacdo entre o polimorfismo NOS3 -786 T/C e predisposicao ao
AVEH/Aneurisma.

Weiss, Frankl e colaboradores (2012) demonstraram uma distribuicdo similar
guanto ao polimorfismo em uma populacado Caucasiana diagnosticada com glaucoma
e um grupo controle, ndo encontrando diferencas nas frequéncias genotipicas do
polimorfismo NOS3 -786 T/C. Por outro lado, Salimi, Naghavi e colaboradores (2012),
em um estudo iraniano, afirmam que as frequéncias genotipicas do polimorfismo

NOS3 T-786C diferiram significativamente entre os pacientes com DAC e o grupo
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controle, também verificaram que a frequéncia do alelo C foi sigificantemente maior
nos pacientes com DAC que no controles.

Neste estudo com o polimorfismo NOS3 T-786C foi possivel avaliar um aumento
de 73 vezes na chance de se ter AVEH/Aneurisma entre portadores de HAS, quando
comparado ao grupo controle sob o genétipo TT e tal chance aumentou em 21 vezes
sob o gendtipo TC+CC.

Nakayama, Yasye e colaboradores (1999), compararam caracteristicas clinicas e
a frequéncia do polimorfismo NOS3 T-786C e encontraram diferengas estatisticas
significantes quanto a HAS, Diabetes e tabagismo (P<0,001).

Kallel, Sbi e colaboradores (2013), afimam que houve prevaléncia de HAS,
Diabetes, dislipidemia e tabagismo em pacientes do grupo caso quando comparados
ao grupo controle (P<0,001). Avaliou também a distribuicdo genotipica e frequéncia
alélica do polimorfismo em pacientes com IM em uma populacdo da Tunisia, ndo
encontrado diferenca estatistica entre os grupos caso e controle.

Em um estudo Italiano, foram documentadas alteracdes no perfil hemorreoldgico
que demonstraram a influéncia dos genes NOS3 T-786C e 894G>T no
comportamento do fluxo sanguineo em pacientes diagnosticados com Esclerose
Sistémica. Fatini, Mannini e colaboradores (2006) afirmam que seus resultados
evidenciam um possivel mecanismo pelo qual uma disponibilidade potencialmente
reduzida de NO, relaciada aos polimorfismos, pode influenciar na predisposicédo de
Esclerose Sistémica.

Outros polimorfismos de NOS3 e HAS tém sido associados na literatura.

Lacolley, Gautier e colaboradores (1998) em uma pesquisa francesa afirmaram
que as distribuicdes dos polimorfismos NOS3 G23T (intron 23) e Glu298Asp (éxon 7)
nao sugerem que tais mutacdes estejam envolvidas na resgulacdo da rigidez aértica
em individuos hipertensos e normotensos. Contudo, a maior prevaléncia do alelo
298G em hipertensos sugere que o polimorfismo NOS3 GIu298Asp esta envolvido
com a hipertensao (P=0,004).

Um estudo Polonés demonstrou que o polimorfismo G11T (intron23) ndo estava
associado a hipertenséo, o que suporta outros estudos que afirmam que tal mutacao
nao € considerada um fator de risco para HAS. Derebcka, Holysz e colaboradores

(2002) afirmam que este polimorfismo € comum na populacéo polonesa.



82

O papel do gene NOS3 na etiologia da pré-eclampsia tem sido discutido
controversamente. Em um estudo realizado em Houston, Texas, foram avaliadas
mulheres gravidas em que a presséao alta era definida como sendo presséo sanguinea
sistélica 30 mm Hg ou maior, ou distdlica 15 mm Hg, ou maior, tendo como base
115/75 mmHg. Os dados apresentados neste estudo forneceram evidéncias para uma
associacao entre NOS3 e pré-eclampsia nesta populacao especifica de pacientes. O
polimorfismo intron 4 conferiu um risco significativamente elevado de desenvolver pré-
eclampsia e estava associado a uma maior pressao sanguinea (Tempfer, Dorman et
al. 2001).

Miyamoto, Saito e colaboradores (1998), demonstraram uma associagcdo
significante entre o polimorfismo NOS3 Glu298Asp e a presenca de HAS em
Japoneses. Observou um desequilibrio significativo da variante Glu298Asp em duas
populacdes distintas de Quioto e Kumamoto, Japao, enquanto era esperado que 0s
japoneses fossem racialmente homogéneos.

Em um estudo americano ndo foi encontrada associacdo entre o polimorfismo
NOS3 GIu298Asp e a ocorréncia da HAS, segundo o autor, achado consistente com
a populacdo branca. Tais divergéncias podem ser explicadas pela diferenca
populacional, devido aos polimorfismos poderem ser mais presentes em um
populacao do que outra (Benjafield and Morris 2000).

Analisando a Escala de Coma de Glasgow no estudo do polimorfismo NOS3 -786
T/C, 31,3% do participantes apresentaram genoétipo homozigoto TT e coma
intermediéario, contra 4,6% com gendtipo TC+CC (P=0,003). Avaliando a Escala de
Rankin, 18,8% dos participantes com gendétipo TT apresentavam incapacidade grave,
contra 1,5% do genétipo TC+CC (P=0,021) e quanto ao indice de Barthel, 37,5% dos
participantes apresentaram incapacidade severa e eram do genotipo TT, contra 6,2%
do gendtipo TT+TC (P=0,003). A presenca do genotipo homozigoto dominante pode
estar associada a um pior prognostico.

O prognostico medido pela ERM associado ao polimorifsmo NOS3 -786 T/C
também foi avaliado, 37,5% dos pacientes com genoétipo TT apresentaram prognostico
ruim, contra 6,2% com genoétipo TC+CC, tal diferenca foi estatisticamente significante,
sendo que a presenca do genoétipo TT aumenta em 9 vezes o risco de um prognaéstico
ruim (P=0,003; OR=9, 2,19-38,27).

Benjafield e Morris (2000), avaliaram uma associacao significativa entre o
polimorfismo TNFA -308 e o prognéstico de pacientes apdés a ocorréncia de
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traumatismo craniano. Os portadores de 2 alelos do TNFA -308 apresentaram maior
probabilidade de um progndstico desfaforavel em comparacao aos ndo portadores, tal
associacdo pode ser refletida devido ao TNFa desempenhar um papel inicial no
controle inflamatorio apds a ocorréncia do traumatismo craniano.

Na literatura, os estudos com associagao entre polimorfismos genéticos e escalas
de consciéncias s&o escassos.

Quanto ao gene CYP2D6, que codifica a enzima CYP2D6 pertecente ao sistema
citocromo p450, expressa ndo somente no figado mas também no SNC, tendo um
papel central na catalizacdo de metabdlitos de farmacos e toxinas bioldgicas. A
mutacdo CYP2D6*4 é causada pela transicdo de G para A, o que resulta em uma
capacidade limitada para metabolizar substancias. A diminuicdo da atividade de
CYP2D6 pode prolongar o tempo de exposi¢cao a neurotoxinas, induzindo a dandos
nas células do SNC. Tal hipétese pode ser suspeita por desempenhar papel na
patogénese do AVE, doencas de Parkinson e doenca de Alzheimer (Lu, Qin et al.
2014).

No presente estudo o polimorfismo CYP2D6*4 nao evidenciou diferenca
estatistica quanto aos diferentes genétipos, o que também foi observado nas escalas
de consciéncias e diferentes progndésticos.

Contudo, foi possivel observar que entre os participantes com genétipo GG, o
rsico para AVE aumentava 44 vezes no grupo caso com HAS (P<0,001, OR=44,
13,65-144,17), e entre o0s participantes com genotipo GA+AA o0 risco para
AVEH/Aneurisma em pacientes com HAS aumentou em 10 vezes. O gendtipo parece
ter influéncia quando dividiu-se os grupos de estudo (tabela 29), mas ndo quando se
considerou todos os participantes de pesquisa (tabela 28), sendo que o gendtipo
dominante parece favorecer mais fortemente o risco de hipertensao.

A hipertensao arterial sistémica € um dos principais fatores de risco para AVE.
Entretanto, apesar da disponibilidade de medicamentos anti-hipertensivos com
diferentes mecanismos de acdo, em grande parte dos hipertensos tratados ndo sao
alcancados niveis ideais de pressdes sanguineas. O polimorfismo CYP2D6 faz com
que pacientes possam ser caracterizados como metabolizadores ultrarrapidos,
metabolizadores intermediarios ou metabolizadores lentos de drogas. Estes ultimos
correspondem a 7% a 10% da populacdo de individuos caucasianos (Sandrim and
Tanus-Santos 2008).
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Em um estudo Egipcio, foram comparados casos de hipertensé@o e controles em
relacdo as variantes alélicas genotipicas do gene CYP2D6, os casos de hipertensao
mostraram presenca do gendtipo homozigoto dominante significativamente maior em
comparacao aos controles (P=0,01). Esse fenbmeno também se manifestou entre os
casos de subgrupos com obesidade que apresentaram formas homozigéticas
mutantes significativamente menores do que os controles obesos (P=0,040), casos
com les@es cardiacas (P=0,008) e complica¢des (P=0,010). Fato que foi confirmando
guando comparado casos de hipertensao e controles, em que as variantes genéticas
do gene CYP2D6 apresentaram um genotipo homozigoto dominante
significantemente maior entre os casos de hipertensdo quando comparados ao
controle. (Ali, Wassim et al. 2013).

Neste trabalho a dosagem de glicose média foi mais alta no grupo caso quando
comparada ao grupo controle em ambros genétipos, GG (P=0,004) e GA+AA
(P=0,126) do polimorfismo CYP2D6. No entanto, Agundez, Menaya e colaboradores
(1996), em um estudo espanhol, ndo encontraram associacao entre 0os genaotipos de
CYP2D6, que foram similares entre caso e controle, ndo havendo associagdo com a

ocorréncia de DM tipo 2 (n&o insulino dependente) ou com a variacao de glicemia.
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8. CONCLUSAO

Com o presente trabalho, conclui-se que independente do polimorfismo a presenca
da HAS é um fator de risco para a ocorréncia de AVEH/Aneurisma, este fator de risco
aumenta a chance para a ocorréncia do desfecho em até 26 vezes. A medida de
glicose realizada em todos os participantes da pesquisa possibilitou concluir que ha
um aumento na glicemia em pacientes diagnosticados com AVEH/Aneurisma quando
comparados ao grupo controle.

Quanto a associacao entre o polimorfismo CTLA4 -318 C/T e a ocorréncia do
AVEH e/ou aneurisma intracerebral, a presenca do genétipo CT, no polimorfismo
CTLA4 -318 C/T, foi considerada um fator de risco para a ocorréncia de
AVEH/Aneurisma, aumentando em 3 vezes o risco para a ocorréncia do desfecho. E
a presenca do alelo T foi associada a um aumento de 2 vezes a chance de o portador
ter AVEH/Aneurisma.

O fato do individuo ser portador do gendétipo CC foi considerado um fator de
protecdo de 6 vezes para a ocorréncia de HAS. Quanto ao tabagismo, houve
associacao entre o tabagismo e a presenca do genétipo CC.

Avaliando as caracteristicas clinicas por grupo de estudo separado, os individuos
portadores do gendtipo CC corriam um risco aumentado em 85 vezes de se ter HAS
no grupo caso quando comparado ao grupo controle.

No estudo de associacdo entre o perfil da escala de consciéncia e o polimorfismo
CTLA4 -318 C/T, a maioria dos participantes com genétipo CC apresentava coma
intermediario e incapacidade severa. Quando dicotomizados em progndstico bom e
mau, a maior parte dos participantes com genoétipo CC apresentavam progndéstico
ruim.

Quanto a média de glicose dos participantes da pesquisa, a glicemia do grupo caso
era superior a do grupo controle. Quando comparado os genétipos CC e CT, a
glicemia foi superior no genétipo CT. Observando os valores médios da dosagem de
creatinina e plaquetas, ndo houve diferenca quanto aos genétipos.

Analisando o polimorfismo NOS3 intron 4, ndo se obteve diferenca quanto a
associacdo do polimorfismo e os diferentes gendtipos. Avaliando as caracteristicas
clinicas, a presenca do gendétipo b/b ndo foi associada com HAS, diabetes, tabagismo
ou etilismo. Quando dicotomizados os grupos de estudo, o portador do genétipo b/b

possuiu um risco aumentado em 19 vezes de se ter AVEH/Aneurisma quando se é
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hipertenso, e os portadores dos gendtipos a/b+a/a tendo um risco aumentado em 75
vezes o risco de se ter AVEH quando hipertensos.

Em relacdo as escalas de consciéncia, ndo houve associacdo entre as escalas
quando relacionado aos gendtipos do polimorfismo NOS3 intron 4. Quanto a glicemia,
creatinina e plaguetas a presenca do alelo a ndo influenciou na diferenca entre os
grupos.

N&o houve diferenca estatistica com relacdo as frequéncias genotipicas do
polimorfismo NOS3 -786 T/C e a ocorréncia de AVEH/Aneurisma, ou com
caracteristicas clinicas como HAS, Diabetes, tabagismos e etilismo. Contudo, quando
avaliada as caracteristicas clinicas e a ocorréncia de AVEH/Aneurisma nos diferentes
genotipos, os participantes com genotipo TT possuiam um risco para AVE aumentado
em 73 vezes no grupo com HAS, e o risco para AVEH/Aneurisma em pacientes com
HAS e gendétipo TC+CC aumentou em 21 vezes quando comparado ao grupo controle.

Quanto as escalas de coma associadas ao polimorfismo NOS3 -786 T/C, a
presenca do genoétipo TT estava associada ao coma intermediario, incapacidade
grave/severa. Sendo que, a presenca do genoétipo TT aumenta em 9 vezes o risco de
um prognaostico ruim.

N&o houve diferenca estatistica quando associada a glicemia média, creatinina e
plaguetas aos diferentes gendtipos nos participantes da pesquisa.

Aferindo as distribuicbes genotipicas e alélicas do polimorfismo CYP2D6 1846
G/A, ndo houve diferenca estatistica entre tais distribuicbes e a ocorréncia de
AVEH/Aneurisma. Inclusive, ndo havendo associacdo com caracteristicas clinicas,
tais como, HAS, Diabetes, tabagismo e etilismo e o desfecho.

Em relacdo as caracteristicas clinicas e a ocorréncia de AVEH/Aneurisma em
diferentes gendtipos, entre os participantes com genoétipo GG, o risco de AVEH
aumentava em 44 vezes no grupo com HAS, sendo que o risco para o desfecho em
pacientes com HAS e gendtipo GA+AA aumentou em 10 vezes quando comparado
ao grupo controle.

Observando as escalas de consciéncia, ndo houve diferenca estatistica entre os
niveis de consciéncia e os diferentes genétipos do polimorfismo CYP2D6 1846 G/A.
Quanto a glicemia média, foi maior no grupo caso do que no grupo controle, sendo
qgue, no gendtipo GG a média de glicose maior no grupo caso foi estatisticamente
significante. Contudo, analisando as médias de creatinina e plaquetas quando aos

diferentes genotipos, ndo houve associacao significantemente estatistica.
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A presenca dos polimorfismos CTLA4 -318 C/T, NOS3 -786 T/C, NOS3 intron4 e
CYP2D6 1846 G/A devem ser amplamente estudadas em pesquisas futuras, e 0s
resultados desta pesquisa podem ser Uteis a outros estudos de associacao a doencas
ligadas a genes. A influéncia possivel sobre a expressédo dos genes desta pesquisa
continua a ser elucidada, portanto mais estudos de associacao devem ser realizados
para esclarecer se tais polimorfismos representam associa¢cdes ao AVEH e Aneurisma

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

Nome do patrticipante:

Nome do representante legal (se houver):

Idade:

Sexo: [JMasc. [IFem.
Cor:

Estado Civil:

Data do acidente vascular encefélico hemorragico e/ou do aneurisma

intracebral:

Hipertenséo arterial: [0 Sim [ Nao

Pressao Arterial:

Diabetes: [0 Sim [ Nao

Glicemia:

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

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

Uréia:

Creatinina:

Plaquetas:

Escala de Glasgow:

Escala de Rankin:

indice de Barthel:

Tomografia:

Angiografia:

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

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Paciente

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

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

Natureza e objetivos do estudo:

Vocé 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 decisado € sua.

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

O objetivo especifico deste estudo 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:

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.

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

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

Riscos:

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

Podera haver pequeno incomodo de dor no momento da introdug&o da agulha
para a retirada do sangue e, eventualmente, a formacédo 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.

Os resultados estardo sempre disponiveis a vocé. Caso seja de seu desejo, 0s
resultados serao discutidos com vocé pela equipe deste trabalho.
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Sua participagcdo poderd ainda ajudar no maior conhecimento sobre o
aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”), principalmente em relagao as
causas genéticas 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 nao participar, isto ndo afetara o seguimento e tratamento
normal nem o seu relacionamento com seu médico.

Conforme previsto pelas leis brasileiras vocé ndo recebera 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 informacfes de seu prontuario,
serdo acessiveis somente aos pesquisadores envolvidos.

O seu sangue, coletado no presente estudo, ficara guardado no Centro de
Neurociéncias, no Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia, no banco de
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
aprovagdo de um Comité de Etica em Pesquisa e, quando for o caso, da Comissao
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 o Senhor(a) tiver qualquer davida em relacéo a pesquisa, por favor entre em
contato com a enfermeira Hélia Carla de Souza, no setor de Neurocirurgia, do Hospital
de Base de Brasilia, no horario matutino. Este projeto foi Aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da SES/DF. Qualquer ddvida com relagéo & assinatura do TCLE
ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidos através do telefone: (61) 3325-
4955. Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficara com o pesquisador
responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.

Eu, RG
, apos receber uma explicagcdo completa dos objetivos do estudo
e dos procedimentos envolvidos concordo voluntariamente em 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 esté lendo € chamado de Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). Ele contém explicacfes sobre o estudo que o paciente
sob sua responsabilidade estd 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 participacao, vocé sera solicitado a assina-lo e receberd uma copia
do mesmo. Antes de assinar faga perguntas sobre tudo o que néo tiver entendido
bem. A equipe deste estudo respondera as suas perguntas a qualquer momento
(antes, durante e apés o estudo).

Natureza e objetivos do estudo:

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

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

A participacao 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.

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

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

Riscos:

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

Podera haver pequeno incomodo de dor no momento da introdug&o da agulha
para a retirada do sangue e, eventualmente, a formagéo de um pequeno hematoma
(mancha roxa) no local.

Beneficios:

A participacéo do paciente sob sua responsabilidade podera proporcionar, no
ambito pessoal, a identificagdo de algum problema nédo antes conhecido.

Os resultados estardo sempre disponiveis a vocé. Caso seja de seu desejo, 0s
resultados serao discutidos com vocé pela equipe deste trabalho.
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A participacdo do paciente sob sua responsabilidade podera ainda ajudar no
maior conhecimento sobre 0 aneurisma ou acidente vascular encefalico (“derrame”),
principalmente em relacéo as causas genéticas da doenca.

Participagéo, recusa e direito de se retirar do estudo :

A participacao do paciente sob sua responsabilidade é voluntaria e nao alterara
0 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 afetara o
seguimento e tratamento normal nem o relacionamento do paciente sob sua
responsabilidade com a equipe médica.

Conforme previsto pelas leis brasileiras vocé ndo havera nenhum tipo de
compensacao financeira pela participagéo 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 nimero pertence a cada individuo.

Os resultados dos exames, bem como as informa¢des do prontuéario, 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 aprovacéo de um Comité de Etica em Pesquisa e, quando for o
caso, da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa.

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

Se o Senhor(a) tiver qualquer davida em relacéo 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 ddvida com relagéo & 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 permitir a participacao

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 Biolégico — Individuos “saudaveis”

Este documento é chamado é chamado Termo de Guarda de Material
Biologico. Ele contém explicacbes sobre a guarda de seu material bioldgico
(sangue). Vocé poderéd autorizar ou ndo a guarda de seu material biolégico. A deciséo
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 nimero e ndo com seu
nome. Somente 0s pesquisadores saberdo a quem pertence cada niumero, 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 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 informac¢ao que ponha em risco sua privacidade.

Todas as informacgfes estardo sempre a sua disposi¢ao, 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 biol6gico 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 Comiss&o Nacional de Etica
em Pesquisa.

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

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

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

O seu sangue, 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. - O sangue sera utilizado somente em pesquisas que tenham
como obijetivos 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 0s pesquisadores saberdo a quem pertence cada numero. Os
trabalhos resultantes destas pesquisas mostrarao apenas os resultados e nunca seu
nome ou qualquer outra informacéo que ponha em risco sua privacidade.

Todas as informacgfes estardo sempre a sua disposi¢cdo, 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 biol6gico do banco onde se encontra armazenado.

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

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

Assinatura do participante
Brasilia, de de
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Termo de Guarda de Material Biolégico — 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 biolégico
do paciente sob sua responsabilidade.

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

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

Todas as informacfes estardo sempre a sua disposicao, 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 namero 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,
ficar4 guardado no Centro de Bioprospecc¢ao 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 explicagdo completa dos procedimentos
envolvidos na guarda de material biol6gico, 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 - Anais de Congressos

Anais do Congresso Brasileiro Internacional de Genética - Brazilian-

International Congress of Genetics — 2016
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CTLA4 (cytotoxic T lymphocyte
antigen-4) -318 C/T polymorphism in
Brazilian cases with hemorrhagic stroke
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Cardosa, LCA'; Pereira, |5 Ferreira, LB Freire, DO Kogawa, EM* Skquelra, LBN® Silva, IR,

! Programa de Pos-Graduagdo em Patologla Molecular, Universidade de Brasilla - UnE, Brasiila, Brazil;” Centro Universitario
e Brasilla (Uniceub);  Faculdade LS, Brasilla, Brazll; * Curso de Odontologla, Universidade Catllca de Brasllla, Brasilla,
Brazil; * Curse de Blologla, Universidade de Brasilla, Brasiila, Brarll; ® Faculdade de Cellandla, Universidade de Brasilla,
Erasllla, Brazil
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Palava-chave: Keywords: Polymorphism genetic, CTLA4, hemonhagic stroke, cytokinges, aneurism.
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Hemarrhapic stroloe (HS) is one of the lading cuses of monality around the word and & an important health problem. Irisa
multi-factorial disase resulting from combination of environmental and penetic faoms. The Waorkd Hialth Orpanization (WHO)

rn

_::.'I reports that seroke has acooumted for 15 million mess worl dwide every year, of these mone than 5 million die and another 5 million
c are permanently disabled. Most of thess deaths are uwnally in developed ountries. Pro-inflammarory otoltines are associated
T with stroke and functional polymorphisme of inflammatory penes maybe influsnce the incidence and outonme of ochers types of
c sroke. For individualized treatment and soreening susceptible populations ar risk ofhemorhapic stroke, it is imporzant o find the

d

penes imvalved ot oooarrence. 1o this sudy, we examined the Cyootoxic T-lmphocoyte antipen-4 (CTLA4) pene polymornphism.
CTLA-4 is one of the most imporant immunosppresdve cviokines that inhibics Tocell activation and terminates te T-osll
resporee by blocking ggnals srimulates via COYE CTLAY is lomed on chromosome 233 in humans and enodes cell sarface
maleonles that play 2 domimamt role in the repulation of T-cell acivation. The aim of this smdy was o venify in 2 Bazilian
population the asociation between CTLA4 (-318 CT, rs574290%) gene polymorphism in the promoter repion and the risk of
developing stroke. There have been no previous sindies examining this pene in the Brazilian population with HS. 4n PCR-RFLF
was desipned for scoeening the allele C and T of SNF rs5742909 in 2 Federal Districe (Brazil) sample with 126 HS or anasrisn
patients and 39 healthy persons paired by pender and ape. After the cloolation of allele and genotypic frequencies of sdy groop
wene used staristical tests appropriate for each type of comparison. The heterorygons penotype CT was more prevalemt on cse
group than the control group (34.1% and 15.4%, repentively) demonsirating a significm difference in frequendies berween the
groups (P = 0.025). Ol nrate indice thar the presence of penotype CT is a risk facor for H3faneurism (OR: 284% C1: 111-
7.32). Sumtistics differences were abn observed in the diniml characterisios such as the diabetes presence: (= 0.015). In summuary,
this study demonstrated that presence of penotype CT at position -318 of the C1TA4 pene is a risk factor for H5/aneurism on
Brazilians. In view of the complexity of the process o @mses HS, we cannot excude the possibility thar polymonphisms in other
penes @n be abo responsible for risk facors for HA.
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Cientifico ¢ Tecnolépico - Mg with suppont from Universidade de Brasilia — UnB and Fundagio de Apoir & Pesguisa do Districo
Federal — FAP-DE
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Anais do Congresso Brasileiro de Hematologia, Hemoterapia e Terapia Celular
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284, ENDOTHELIAL NITRIC OXIDE SYNTHASE (ENOS/NOS3)
INTRON 4 POLYMORPHISM IN CASES OF ANEURYSM AND
HEMORRHAGIC STROKE IN BRAZIL

Cardoso LCA®, Borges FSA®, Pereira IS*, Kogawa EM®, Ferreira LB",
Freire DO, Silva [CR*

* Universidade de Brasilia (UnB), Brasilia, DF, Brazil

& Universidade Catdlica de Brasilia (UCE), Erasilia, DF, Brazil

¢ Centro Universitdrio de Brasilia (UniCEUB), Erasilia, DF, Brazil
4 Faculdade LS, Brasilia, DF, Brazil

Objectives: The aim of this study was to verify, in a Brazilian population,
the association between NOS3 intran 4 gene polymoarphism and the risk
of develaping hemorrhagic stroke [(HS) or intracranial aneurysm.
Materials and methods: The study included 92 cases, 35 with aneurysm
and 53 with HS, and 92 healthy controls. For the fina] formation of the
groups, the controls were age- and sex-paired to cases. NOS3 4a/b paly-
morphism was detected by PCE flanking the 27 bp repeat in intron 4 af
the gene. The PCR products were electrophoresed on a 3% agarose gel. In
the presence of eMOS a allele, a fragment with 353 bp was produced,
while the eMOS b allele produced a fragment with 420 bp. An informed
consent was obtained for each participant, and the study was approved
by the Ethical Comrnittee of FEFECS-DF. Demographic and clinical char-
acteristics were compared by using the chi-squared and Fisher exact
tests acrording to the presence of each eNOS 4a/b genotype. The signifi-
cance level adopted was 5% (p < 0.05). All data analysis was performed in
SPS5 22.0. Results: The frequency of minor allele of eMOS was higher in
the case group (24.5%) than in the control group (17.4%). However, the
difference did not reach statistical significance (p = 0.095). Also, no signif-
icant difference was found between HS and aneurysm related to the con-
trols regarding the distribution of eMOS 4a/b genotypes (p = 0.255). The
presence of the b/b genotype was not associated with systemic arterial
hypertension (p = 0.877) or diabetes (p = 0.369) in the case group.
Furthermaore, the b/b genotype in case group was not related a good/poor
prognosis based on the Rankin Scale (p = 0.676). Discussion: A Danish
case-control study found that the b/b genatype of the intran-4 27-bp
VNTR palymorphism was associated with aneurysmal subarachnoid
hemorrhage and that the univariate association was driven by an inter-
action with sex: the b/b genotype was much more prevalent among male
patients than among female patients. Conversely, the intren 4b/b geno-
type was shown as an impartant genetic risk factor for early-aonset isch-
emie stroke in the Chinese population. On the contrary, according to
sorme Chinese and Indian studies, the 4a allele was found to be a risk

factor for stroke. A Turkish study found ne relevance between intron 4
WNTE pelymarphism and ischemic stroke risk. However, thera have been
no previous studies exarnining this gene in the Brazilian papulation with
aneurysm and hemerrhagic strake (HS). Conclusion: The results indicate
that the palymorphism MOS3 intron 4 is not a risk factor for predisposi-
tion of aneurysm and HS in Brazilian population.



276.1L6 -174 G/C POLYMORPHISM IS ASSOCIATED WITH
PREDISPOSITION AND POOR PROGNOSIS OF HEMORRHAGIC
STROKE AND INTRACEREBRAL ANEURYSM
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Objectives: The interleukin & (IL&) is a pro-inflammatory cytokine that
plays an important role in inflammatory processes and the iImmune sys-
tem, among others. Evidence has shown that processes may influence the
development of cerebrovascular disease. Polymorphisms in the promoter
region of the coding gene IL6 may maodify the structure and influence the
circulating levels of the cytokine. Therefore, a case-contrel study was per-
formed to assess whether there is an association between the il6 -174 gfc
(rs1800795) polymorphic variants and aneurysm and hemorrhagic stroke
(HS) in a Brazilian population. Materials and methods: Peripheral venous
bleod samples were collected from 92 patients with aneurysm/HS (aneu-
rysm, it = 39; HS, n = 53) and 92 healthy individuals as control, as well as
clinical characteristics. The gene amgplification technique through the
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism
(PCR-RFLF) and cleavage with the restriction enzyme Nlalll was used to
identify the IL6 genotypes. In order to describe the categorical variables
according to the presence of GG genotype, the chi-squared and Fisher ex-
act tests were used. The significance level adopted was 5% (p < 0.05). All
data analysis were performed in SPSS 22.0 Results: It was observed that
mndividuals with IL6 -174G/C (rs1800795) GG genotype present a higher risk
of HS or aneurysm when compared with those carrying the wild-type gen-
otype, CC, and GC+CC (p = 0.024; odds ratio = 1.99; 95% CI: 1.09 to 3.63),
70/92 cases (47.8%) and 29/63 controls (31.5%) with GG genotype. There
were more GG genotype patients with systemic arterial hypertension than
patients with GC+CC genotype (p = 0.005; OR = 4.15; 95% CI: 1.47 to 11.71)
was observed. Furthermore, an association was observed between the
presence of GG genotype in case group and poor prognosis based on the
Rankin Scale (p = 0.002). Discussion: The G allele is associated with an in-
crease of IL-6 production, contributing to an excessive inflammatory pro-
cess. Some studies have evaluated the association between IL6 -174G/C
(rs1800795) polymorphic variants and cardiovascular diseases in several
populations. Some of these studies did not demonstrate an association;
nonetheless, most of them found an increase risk of stroke and cardiovas-
cular events, mostly with the GG genotype. Conclusion: The results indi-
cate that the polymorphism ILE -174G/C (rs1800795) might be a risk factor
for predisposition of aneurysm and HS in Brazilian population; it is associ-
ated with poor prognosis in these pathologies.
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