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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracoes gerais

Acidente vascular encefilico (AVE) refere-se ao grupo de doengas
cerebrovasculares de inicio abrupto, que resultam em sequelas neurologicas."” E a
segunda maior causa de morte e a principal causa de incapacidade no mundo.” De
acordo com a etiologia o AVE pode ser classificado em hemorragico—(AVEh) e
isquémico (AVEi)."** O AVEh ocorre na ruptura de aneurisma intracraniano (AI), ou
associado a outras malformacdes vasculares, com extravasamento do sangue para o
tecido adjacente, provocando lesdo traumatica ao tecido ¢ edema ao redor da
hemorragia, com aumento da pressdo intracraniana, e progressio do dano tecidual."*
Dentre todos os tipos de acidente vascular encefalico (AVE), a hemorragia

subaracnoidea (HSA), devido a ruptura de um Al é o mais perigoso.”’

Figura 1. Imagem de angioressondncia magnética mostrando presenga de aneurismas
nas artérias carotidas interna direita e esquerda, na emergéncia das

artérias oftalmicas.
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O cérebro recebe 20% do volume de sangue circulante por meio de quatro vasos
cervicais (artérias carotidas e vertebrais). Ha particularidades anatdomicas como a
presenca de curvas e bifurcacdes, o que cria fluxo sanguineo peculiar. A maioria dos
aneurismas estd localizada nas bifurcacdes das artérias do Poligono de Willis.*”
Aneurisma cerebral ¢ uma doenca vascular na qual um vaso sanguineo cerebral
apresenta uma dilatacdo anormal, geralmente sacular, e ocorre principalmente na

(4,8-10)

bifurcacdo dos vasos e artérias do poligono de Willis, na base do cranio. Sua

etiologia ¢ desconhecida, mas parecem ser causados pela combinacdo de defeitos

(10-13) Assim, tanto fatores

congénitos na parede vascular e alteragdes degenerativas.
congénitos quanto adquiridos sdao importantes no desenvolvimento dos
aneurismas.”'*'> S0 comuns nos locais de bifurcacio dos vasos, principalmente nas
ramificacdes arteriais do Poligono de Willis, onde o fluxo sanguineo ¢ turbulento e as
forcas na parede arterial sio grandes.!!""'*!®)

Aproximadamente 90% dos aneurismas sao saculares, sendo estes os principais
responsaveis pela morbidade e mortalidade quando sofrem ruptura, levando a HSA .
) Crawford ?” estudou a patologia dos aneurismas intracranianos rotos e nio rotos,
verificando que as artérias cerebrais apresentam mal desenvolvimento da camada média
e da lamina elastica externa e que essas falhas ocorrem com maior frequéncia na média
nos locais de bifurcagao arterial, levando ao enfraquecimento das camadas da parede do
vaso, 0 que propicia a formacao do aneurisma nessas regides, com grande possibilidade
de ruptura.”-'*1%21)

Além disso, os Als saculares também podem ser desenvolvidos a partir de lesdes
vasculares, provavelmente formadas apos a lesdo local da parede do vaso, que

@)

progressivamente desenvolve uma dilatagdo da mesma, a partir de alteracdes na
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lamina elastica interna e de defeitos na tunica muscular, tornando as artérias menos
resistentes 2 mudangas na pressio no interior do limen."”?? O progresso no
entendimento da patogénese dos Als ¢ dificultado devido a sua natureza
multifatorial.®*

Apds o desenvolvimento do aneurisma, este pode permanecer inalterado e

estavel durante anos; ¢ capaz de crescer até ser considerado grande ou gigante associado

ou n3o a um elevado risco de ruptura ou sintomas de compressio; ou sofre ruptura.®”

Apods sua detecgdo, existem diversas formas de tratamento. A melhor estratégia
terapéutica deve levar em consideragao inimeros fatores, como aqueles inerentes ao
proprio aneurisma (tamanho, localizagdao, morfologia, presenga de trombo) e ao paciente

(idade, historia pregressa, caso de Al ou HSA na familia). Cerca de 50% a 80% dos Als

24)

nao rompem e a identificagdo daqueles que podem romper seria uma maneira de

tratamento que evitaria a mortalidade e a morbidade do paciente.*”

Afetando 2-4% da populacdo, sua incidéncia mostra ampla variagdo em

(25-27)

diferentes partes do mundo, 0 que sugere a possivel existéncia de diferencas

(12)

raciais na incidéncia dos aneurismas. Os aneurismas intracranianos saculares sdao

clinicamente silenciosos e podem apresentar HSA com significante mortalidade e

(6,7,28)

morbidade. A prevaléncia estimada de AI na populagio adulta é de 1-5%, ")

24) (29)

sendo que 50-80% deles ndo sofrem ruptura e 1-2,3% sdo assintomaticos.

Apesar dos recentes avangos no diagnostico, no atendimento médico e cirirgico,

o0 prognostico de aneurisma permanece escasso.C%37

Apbs ruptura, tem elevado
impacto econdmico, pois ocorre geralmente na faixa etaria de 40 - 60 anos.®® A

melhor maneira de reduzir a morbidade e mortalidade devido a HAS ¢ a prevengao de

sua ocorréncia por meio da identificacdo dos seus fatores de risco. Os mecanismos que
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levam a ruptura do aneurisma ndo sdo totalmente compreendidos. Estudos sdo
direcionados para a possivel previsao de surgimento de aneurisma e, desta maneira,
selecionar aqueles com risco de ruptura para um tratamento direcionado.®?

O prognoéstico de HSA devido a ruptura de Al é preocupante e, apesar dos
avangos no diagnostico e tratamento cirurgico, a mortalidade e morbidade continuam

significantes.! 4"

Atualmente, os métodos mais eficientes de diagnostico e de
avaliagdo do seu risco de ruptura sio os exames de imagem, porém sem grandes
repercussoes sobre a etiologia de sua formacdo e ruptura. O método mais efetivo para
reduzir a morbi-mortalidade por aneurisma ¢ realizar seu diagnostico antes da ruptura,
ou prevenir sua formagdo.*'™*

Tomografia computadorizada (TC) e ressondncia magnética (RM) sdo duas
técnicas de imagem utilizadas na determinagdo do tipo de AVE assim como da regiao
cerebral envolvida, melhorando a rapidez do diagnéstico.***® Entretanto, a angiografia
digital por subtracdo (DAS) ¢ considerada o método mais eficiente de diagnodstico
(padrdo ouro). Além de DAS (um método invasivo), a angioressonancia magnética e a
angiotomografia sdo métodos diagnodsticos ndo invasivos e usados como exames
adjuvantes no screening de Al.

O tratamento pode ser efetuado de forma cirargica com clipagem do aneurisma,
ou endovascular pela colocagdo de coil no aneurisma (através de DAS), com
consequente processo trombotico. Mesmo com os avangos da cirurgia endovascular no
tratamento dos aneurismas intracranianos, a clipagem cirurgica do colo aneurismatico
continua sendo o método padrdo, uma vez que o risco de uma nova ruptura ¢

. . 10,19,47-
extremamente baixo neste tipo de tratamento.' 174750
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Assim, a formagdo do aneurisma ¢ um processo complexo que envolve
fatores biologicos, fisicos e ambientais associados a predisposi¢do genética e que
interagem entre si na produgio inicial da lesdo, levando a remodelagdo vascular.”>'~?

Até o momento ndo existem métodos que identifiquem pacientes com grande
risco de ruptura. Diversos genes candidatos a predisposi¢cao genética para formacao de
Al foram relatados.®>”® Assim, uma abordagem efetiva com o objetivo de diminuir

tanto a morbidade quanto a mortalidade em casos de HSA seria intervir antes da

ruptura.

1.2 Interaciio genética e aneurisma intracraniano familial

Estudos populacionais do tipo caso-controle sugerem que fatores genéticos e
ambientais desempenham papel importante na formagdo e ruptura dos aneurismas

intracranianos,(57’58)

como a ocorréncia familial ¢ sua associacdo com outras doencas do
tecido conectivo.!'*"**** Diversos estudos revelaram genes candidatos em diferentes
populacdes.®® Ha um risco de trés a cinco vezes maior de desenvolver a doenga em
familiares em primeiro grau de individuos afetados, em comparagdo a populacdo
geral. >’ Neste caso de aneurisma familial, revela-se a importancia de diagndstico
precoce da doenca, principalmente através de exames de imagem como
angioressonancia magnética. Alguns trabalhos sobre a regulacdo hemodindmica dos
vasos sanguineos cerebrais levou a identificagdo de variantes genéticas relacionadas
com a patogénese de doengas que envolvem a vasculatura cerebral ©*%"*7%

Um dos primeiros relatos sobre Al foi descrito, em 1960, por Ullrich.” Trata-se

de estudo em gémeos idénticos de quatro familias, cada qual com pelo menos dois
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membros afetados pela doenca. Posteriormente, varios autores também relataram casos

familiais de Als.7®7 Destaca-se o estudo de Fox & Ko ®” em familia norte-americana

com 13 irmios, sendo que seis deles tinham Al Por outro lado, populagdes européia ¢!

e asiatica ®? mostram frequéncia de 10% para Al familial entre membros da familia que
apresentam a doenga. Sabe-se que, em algumas populagdes, os parentes em primeiro
grau de pacientes com HSA devido a ruptura de um aneurisma apresentam um risco
quatro vezes maior de desenvolver AL®** sendo este risco seis vezes maior em
gémeos que em relacio a populagdo geral *7889

Esses resultados ndo foram reproduzidos em outras populagdes e, assim, nao
podem ser aplicados universalmente.” O risco de AVEh entre familiares em primeiro
grau de pacientes que sofreram HSA devido a ruptura de Al sucita a investigagdo desta
doenga nos familiares. Dois estudos mostraram que 10% dos familiares assintomaticos

de pacientes que sofreram HSA apresentavam Als. G182

Varios estudos confirmam a hereditariedade para AL~ Foroud et al.®¢
demonstraram que 9% a 14% dos individuos com HSA apresentam historia familial de
parentes em primeiro grau também afetados, quando comparado aqueles sem a doenga.
Além disso, individuos com pelo menos dois parentes acometidos por Al apresentam

2.87-92
(37,57.60.6287-92) mostrando um

risco sete vezes aumentado de desenvolver a doenca,
historico familiar destas doencas. Alguns estudos relatam riscos de trés a sete vezes
maiores em familiares de primeiro grau de pacientes com HSA do que na populagdo
(23,87,93,94) o . o o
geral. A taxa de ruptura de Al é maior em pacientes com historia familial da

doenca.®”
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Schievink et al.,®” em extenso artigo de revisdo, relatam que irmdos sio
relativamente mais afetados quando comparados a outros membros da familia, com
destaque para familiares de pacientes do sexo masculino em relacdo ao feminino.

Na populagdo geral, a prevaléncia de Al ¢ de, aproximadamente, 2,3-4% quando
ha um individuo em primeiro grau afetado e 8% quando existem mais de um familiar
afetado.®® De acordo com alguns estudos epidemiolégicos, a frequéncia de Al familial
¢ entre 6,6% e 20% de todas as HSA resultantes de Als rotos. 8197 Casos de Al
familial sdo mais propensos a ruptura em idade mais precoce do que os aneurismas

98)

esporadicos e, assim, a ocorréncia de HSA em AI familial é maior. Assim, a

predisposicdo familial para Al é um fator de risco para a doenca. 77190

Algumas diferencas nas caracteristicas do Al existem entre pacientes com
histérico familial de aneurisma e aqueles sem histérico familial da doencga.'°? Pacientes
com histérico familial de aneurisma sdo mais propensos a desenvolverem aneurismas
multiplos em comparagdo com os casos esporadicos da doenga e, nesse caso, os Als
familiais sdo maiores no momento da ruptura e rompem em idade mais
precoce, 234354102

A descoberta de um marcador genético associado ao maior risco de formacao e
ruptura de Al possibilitaria o diagnéstico mais rapido e o tratamento mais eficaz.*?
Entretanto, pouco se sabe sobre a genética dessa complexa doenga, que envolve

(23,53,103)

multiplos loci e a interacdo de multiplos genes. Desta maneira, um melhor

entendimento da genética molecular dos Als ¢ fundamental no desenvolvimento de
marcadores diagnésticos da doenga para uso clinico.*"

Esses estudos indicam a complexidade genética relacionada a Al. A proposito,

tem-se sugerido a participacao de varios genes na patogénese da doenga, embora com
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resultados controversos.®"'®) Diferentes fatores genéticos especificos que afetam tanto
a arquitetura quanto a fun¢do de todas as camadas da parede arterial sio importantes na
formagio, crescimento e ruptura de Als.°® Assim, um melhor entendimento da
influéncia genética nas caracteristicas desta doenca poderia melhorar as abordagens
terapéuticas usadas até o presente momento.

Nesse contexto, a identificagdo de alteragdes genéticas pode esclarecer
mecanismos relacionados a sua fisiopatologia e contribuir para o diagndstico precoce da
doenca com novas intervencdes terapéuticas, evitando o crescimento ou ruptura dos
aneurismas. Incluem-se os genes associados ao endotélio vascular, como aquele da
enzima 6xido nitrico sintase (eNOS) com agao vasodilatadora, que inibe a producao do
fator endotelial, sendo determinante na formagdo de trombos. O gene para elastina
(ELN), outro gene candidato a fator de risco para Al, produz 90% das fibras elasticas,
cujas alteragdes podem causar perda do suporte estrutural das artérias. Inclui-se, ainda,
o gene relacionado com formacdo da parede do vaso arterial responsavel pelo colageno
tipo 1 (COL1A2), cuja ruptura de suas fibras pode levar a formagdo de trombos. O fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), importante regulador de vasculogénese e
angiogénese, com mitogenicidade especifica para células endoteliais, também parece
estar envolvido no Al. Adicionalmente, destaca-se o gene para endoglina (ENG), que
estd relacionada com a formacdo de vasos sanguineos, além de sua posterior
manutenc¢ao em casos de inflamacao e cicatrizagdo, justificando o seu possivel papel no

desenvolvimento dos aneurismas.
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1.2.1 Oxido nitrico sintase endotelial

Oxido nitrico (NO) endotelial, o qual ¢ sintetizado nas células endoteliais pela
enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) a partir da L-arginina, atua na regulacdo

do fluxo sanguineo e tonus vasomotor por meio da inibicao da contragdo da musculatura

(107)

lisa.®*1% NO tem um papel chave na homeostase vascular, participando da

regulagdo da rigidez arterial. Apesar da diversidade de propriedades fisiologicas, ¢
responsavel pelo relaxamento da musculatura lisa vascular e modula a migragdo e

(23,108-110)

crescimento das células da musculatura lisa vascular, atuando como

(111

importante vasodilatador e inibidor de inflamacdo, agregacdo plaquetaria,’'” além de

sua participagdo nas fun¢des metabolicas e regulatorias da parede arterial, assim como
na regulaciio do tonus e do crescimento vascular ¢ homeostase da pressio sanguinea.''?

Evidéncias bioquimicas, imunohistoquimicas e funcionais mostram diminui¢ao
da sinalizagdo do NO apds HSA experimental em animais, enquanto niveis alterados de
NO foram observados em humanos apés HSA."''* Estas alteragdes funcionais na via do
NO podem ser causadas por alteragdes genéticas na enzima eNOS ou outros fatores que
reduzem a biodisponibilidade no NO, prejudicando suas propriedades
fisiologicas.! '+

Foram descritas trés isoformas desta enzima, incluindo oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS), neuronal (nNOS), e imunolégica (iNOS)°® Niveis elevados de NO
produzidos por iNOS ¢ eNOS promovem inflama¢do da camada média vascular. Isso
gera subprodutos toxicos que degradam a elastina, além de desorganizar a matriz

(116)

extracelular e destruir a integridade da parede endotelial,!'” caracterizando um

evento de estresse oxidativo. Desse modo, a inibi¢do do NO limita a progressao de
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aneurisma intracraniano.!'® Estudo realizado em modelo animal knockout para eNOS
demonstrou sua fun¢do vasodilatadora e possivel papel no controle da arquitetura
(119)

endotelial, sugerindo potencial envolvimento da eNOS na progressdao da doenga.

A enzima eNOS ¢ codificada pelo gene eNOS no cromossomo 7q35-36

(120) (121)

humano, que possui 26 exons e 25 introns. Polimorfismos desse gene podem

alterar a estrutura e a estabilidade dessa enzima ou modificar as interacdoes do eNOS

122 resultando em diminui¢do da expressio ou da atividade

com outros componentes,
da eNOS e, consequentemente, reducio na producio de NO.'*  Polimorfismos de
eNOS podem estar relacionados a formagao e ruptura de Ais, uma vez que a reducao na
producio de NO pode resultar em doenca cardiovascular e aterosclerose da carotida.!>”
Entretanto, ainda ndo foi esclarecido sobre a relacdo entre polimorfismo de eNOS e
niveis plasmaticos de NO, embora Veldman et al.'*? tenham observado que o

polimorfismo G984T no gene eNOS esta associado a reducao dos niveis basais de

NO.(IZO)

1.2.2 Elastina

A elastina (ELN) ¢ essencial na elasticidade dos grandes vasos sanguineos e um
dos componentes centrais das fibras elasticas da lamina média das artérias. "> E a
principal proteina que fornece elasticidade as artérias. Diversos trabalhos relatam que a
ruptura das fibras elasticas arteriais e a proliferacdo da intima nas grandes artérias

resultam em modificacdo, quantitativa e/ou qualitativa, da elastina durante o

. . A i (12
desenvolvimento vascular, com importancia patogénica.'*” Quando comparada a



Introducdo
11

outros tipos de células arteriais, as células da musculatura lisa da camada média arterial

expressam grandes quantidades de elastina.(126-12

; (129.130)

Estudos genéticos em camundongos knockou identificaram delegoes,

mutagdes e diversos polimorfismos no gene ELN, que levam a rupturas das fibras
elasticas e estreitamento do limen arterial, alterando as propriedades biomecanicas da
parede arterial."*"'*? O marcador com a melhor evidéncia de ligagdo na regido 7ql1
foi encontrado na regido do gene da elastina (ELN).'" O gene ELN codifica a elastina,

(133 Essa

um elemento essencial na parede arterial e responsavel pela sua dilatacdo.
mesma regiao no cromossomo inclui outro gene candidato: colageno 1A2 (COL1A2),
que representa mais de 90% de todo o colageno arterial e ¢ importante para a forga da
parede arterial.***!%%)

O gene ELN esta mapeado no cromossomo humano 7q11.23 humano. Farnham
et al."** relataram pela primeira vez a associagdo entre predisposic¢io para Al familial e
um gene na regido do cromossomo 7ql1.23, confirmada posteriormente por Onda et
al.1% ¢ Olson et al."*. Nesse caso, em ambos os estudos foram avaliados irmaos
afetados e seus familiares em primeiro grau. Diversos polimorfismos nesse gene foram

(131,132)

descritos. Tromp et al."*® identificaram um polimorfismo de de adenina (A)

para guanina (G) no exon 16 do gene da elastina, alterando o aminodcido serina (AGT)

na posi¢do 422 para glicina (GGT).*” Ogata et al. ¥

verificaram que este
polimorfismo no gene ELN esta envolvido em casos familiares de aneurisma abdominal
aortico."*” Desse modo, revelaram que essa alteracdo afeta a arquitetura da rede
elastica, levando a mudangas na parede arterial.

Onda et al."®® também mostraram associacio entre esse polimorfismo ¢ Al em

1,039

85 familias de etnia japonesa. Entretanto, Yamada et a nao confirmaram essa
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associagdo em 14 familias japonesas, assim como Hofer et al.’*” em 30 familias
européias com Al. Nesse caso, destaca-se o envolvimento de outros fatores de risco
genéticos e ambientais, considerando diferentes grupos populacionais."** Li et al. %)
revelaram que mutagdes no gene ELN causam estenose supravalvular adrtica. Desse
modo, definiram o papel da elastina no desenvolvimento arterial, gerando modelos
knockout/ELN (animais com auséncia de elastina), que apresentaram doenca arterial
obstrutiva. Com sua fungdo regulatoria para o desenvolvimento arterial, controla
proliferacio de células do miisculo liso e estabiliza a estrutura da parede do vaso.!*"

Nesse contexto, a elastina ¢ um determinante molecular da morfogénese arterial tardia,

estabilizando e regulando a organizagao da parede do vaso arterial.

1.2.3 Endoglina

A endoglina humana ¢ uma proteina homodimérica de 658 aminoacidos, possui um

dominio extracelular, um Unico dominio transmembrana e um pequeno dominio

(142) (143)

intracelular. Estruturalmente, estd relacionada ao betaglicano, com grande

similaridade nos dominios intra e extracelular. Ambos sdo expressos como homodimeros na
superficie celular ligados por pontes dissulfeto. Complexos heteroméricos entre endoglina e

(144)

betaglicano sdo obervados nas células endoteliais da microvasculatura. Além de sua

localizagio na membrana plasmatica, como glicoproteina transmembrana,'*>"'*"
endoglina pode ser encontrada sob a forma solavel,'**'°” gerada por meio da clivagem
proteolitica da membrana plasmatica, responsavel pela manuten¢do da integridade vascular.

Niveis de expressao de endoglina sdo quase indetectaveis nas células endoteliais

normais, enquanto que sua expressao ¢ alta nas células endoteliais vasculares nos locais de
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(151)

intensa angiogénese, sendo que estados de hipdxia favorecem a ativagdo do promotor do

(152 . ~ . ,
gene da endoglina.'®® Apesar de ser até entdo considerada um especifico marcador

endotelial, diversos tipos celulares expressam endoglina.">® Seus niveis de expressio sio

(154,155)

também elevados em casos de alteragdes na estrutura vascular, indicando um

importante papel da endoglina na manutencio da arquitetura vascular normal.!*®

Camundongos knockout para o gene da endoglina sdo incapazes de formar vasos sanguineos

: oA L e 1
normais, os quais sio dilatados e frageis, ficeis de ruptura.’>”

O gene endoglina (ENG) esta localizado no cromossomo 9q34.1 humano. E um
componente transformador do complexo receptor do fator-p de crescimento, sendo expresso
na superficie das células endoteliais da musculatura lisa vascular, influenciando sua

(145-147)

funcao. Apresenta papel critico na angiogénese, assim como na manutencdo da

(158-160)

integridade da parede do vaso e sintese dos componentes da matriz

extracelular.!47-1)

Ha relato, em populacdo japonesa, de associagdo entre Als e polimorfismo de
insergdo de 6 bases no intron 7 do gene ENG.®" Krex et al.*” mostraram que, embora esta
insercao ndo esteja associada com Al em uma populagdo de etnia branca, existem diferencas
nas frequéncias alélicas entre os individuos controles de etnias branca e japonesa. Onda et
al.'® também em populagio japonesa, avaliaram a associa¢io desta inser¢do no intron 7 e
4 SNPs localizados no gene ENG com Al. Considerando a expressao de ENG nas células do
endotélio vascular, as quais estdo envolvidas no Al, € possivel a associagdo entre

(163)

polimorfismos genéticos de ENG e essa doenga, 0o que deve ser confirmado em

diferentes populacdes.
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1.2.4 Colageno tipo 1 o 2 (COL1A2)

O colageno tipo 1 (COLI) representa, aproximadamente, 80% do total do
colageno arterial, com fun¢do na elasticidade das artérias cerebrais que possuem trés
camadas, incluindo a adventicia, constituida por colageno na parte externa, a camada
média com caracteristica muscular e a intima localizada mais interiormente. Uma

lamina interna eldstica separa a intima da média, sendo que a lamina elastica externa

: . o . 154,1
também esta presente apenas em artérias extracranianas.'>*!%”

Sao reconhecidos 19 tipos de colageno, entretanto o tipo 1 ¢ mais abundante em

(166)

humanos. Alguns tipos sdo completamente expressos, enquanto outros possuem

distribui¢do limitada, cada qual com sua fungdo especifica, ou local de atuacdao, com

extensiva interacdo com outros componentes do tecido conectivo. Essas interagdes

(167)

combinadas com a natural complexidade da biossintese do colageno resultam em

um perfeito sistema bioldogico mutagdo-suscetibilidade. Os fenotipos resultantes dessa
biossintese sdo amplamente distribuidos em suas manifestacdes e gravidade.'*®
O colageno tipo I ¢ um componente critico na manutengdo da elasticidade da

(169 A desintegracdo da fibra do

parede vascular e importante na matriz extracelular.
colageno no tecido conectivo pericelular reduz o acumulo de tecido conectivo na parede
celular, diminuindo assim a flexibilidade da parede da artéria, e isso esta associado a
formagdo de AL"'™ Reduz a forca da parede vascular, possui um importante papel na
adesdao celular, na manuten¢do da arquitetura tecidual e na funcao do tecido normal.
COL1A2 ¢ essencial na expressdao do colageno tipo I in vivo, o que € importante no

desenvolvimento embrionario e no reparo tecidual nos adultos.!”''"?
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O gene do colageno tipo I alfa-2 (COL1A2) estd localizado no cromossomo
7g22.1 humano e tem sido identificado como um gene de suscetibilidade em muitos

(143173 Além  disso, estd envolvido no

problemas relacionados ao colageno.
desenvolvimento, estabilizacio, maturacio e remodelamento vascular."’*'”> Diversos
estudos mostram que alteracdes neste gene estdo envolvidas na patogénese de
ALUSITBTCT 0 polimorfismo rs42524 neste gene resulta em uma substituigio de
aminodcido (Ala para Pro) na posi¢do 459, o que influencia a integridade do colageno
tipo I, reduz a rigidez da parede arterial e eventualmente provoca a destruicdo das
. (176)
paredes dos vasos sanguineos.

1 ~ A . .
Roder et al."” observaram expressio génica alterada no tecido arterial

biopsiado de pacientes com aneurisma. Polimorfismos do COL1A2 em Al foram

(179)

(176) (145)

reportados em populacdes chinesa, japonesa ¢ coreana. Yoneyama et
al.'”® em estudo de associacdo alélica avaliaram 21 polimorfismos de base tnica (SNP)
de COL1A2 em 553 individuos, incluindo 260 pacientes e 293 controles. Identificaram
uma variante no exon 28 (rs42524), com diferenca significante na frequéncia alélica
entre pacientes e controles, especialmente em casos. Essa alteragdo ocorre por
substitui¢do do aminodcido alalina por prolina (Ala459Pro) que altera a estabilidade do
coladgeno tipo a 1, sugerindo que esse fator afeta a estrutura do coldgeno. Nesse caso,

com possivel efeito na integridade da parede arterial progredindo para formagdao do

aneurisma. Desse modo, tal fragilidade vascular pode ocorrer nos individuos com Al.
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1.2.5 Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) ¢ uma glicoproteina de

(18018 & um

ligacdo a heparina que atua como fator de permeabilidade vascular.
importante regulador de vasculogénese e angiogénese, com mitogenicidade especifica
para células endoteliais."*? Além disso, o VEGF é capaz de aumentar a permeabilidade
capilar, dilatar artérias e atrair mondcitos quimiotaticamente.'**

A familia do VEGF consiste de sete diferentes fatores designados VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, fator de crescimento da placenta ¢ veneno de
serpente VEGF (VEGF-F). Os receptores de VEGF estao localizados na superficie das
células endoteliais; pertencem a familia de fatores de crescimento, sendo sua

(184)

importancia destacada nas células endoteliais, onde ¢ responsavel pela proliferacao,

migracdo e diferenciacdo deste tipo celular.'*>

O VEGF ¢ um fator pro-angiogénico responsavel pela manutencao da
integridade estrutural das artérias,"® assim como seus receptores VEGFR 1/ VEGFR2.
Assim, a expressaio de VEGF tem papel central tanto na formagdo quanto no

1 r .. ~ . ~
(187 onde as células endoteliais sdo seu alvo na modificacio da

crescimento dos Als,
permeabilidade vascular e neovascularizagdo.
Seu gene esta localizado no cromossomo 6p21.3 humano, organizado em oito

(182,188-190) gerando seis isoformas diferentes de 121, 145, 165, 189 ¢

exons e sete introns,
206 aminoacidos, as quais possuem atividades biologicas distintas tais como interagao
diferencial com proteoglicanos e neurofilinas. Os aminoacidos que sdo codificados

pelos exons 1-5 sdo conservados em todas as isoformas, embora splicing alternativo

191 . A oA
possa ocorrer nos exons 6 ¢ 7.1°" Diversos estudos tém demonstrado a existéncia de
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mais de 30 SNPs no gene do VEGF, dentre eles o polimorfismo VEGF-C936T, o qual
estd relacionado a baixa expressao de VEGF e, consequentemente, a uma producao
reduzida de sua proteina.'**"*¥

Uma mutacdo no gene VEGF (936 C—T) leva a perda de um sitio de ligagao
para a protéina ativadora 4 (AP-4), caracterizada como um fator de transcri¢do
responsavel pelo aumento da expressdo de varios genes virais e celulares por ligacdo a
sitios potenciadores especificos.'® A presenga dessa mutagio associa-se a niveis
plasmaticos mais baixos de VEGF, comparado ao genotipo VEGF 936CC. Desse modo,
a mutagdo 936 C—T pode ser um importante marcador genético para a angiogénese
envolvida em doengas. Assim, o polimorfismo VEGF-C936T esta correlacionado com a
redugdo da expressdo gé€nica e reduz drasticamente a concentragdo plasmadtica da
proteina VEGF nos individuos portadores do alelo 7."° Diversos SNPs no VEGF

(196-199)

afetam seu nivel de expressao. O polimorfismo C936T na regido promotora 3’

ndo traduzida (UTR) afeta os niveis plasmaticos de VEGF. Individuos portadores do
alelo 7 possuem niveis plasmaticos significativamente reduzidos de VEGF. (182200202

Nesse contexto, o polimorfismo genético do VEGF ¢ considerado fator de risco
para Al, uma vez que esse gene estd associado a angiogénese da musculatura lisa
vascular. Skirgaudas et al.**® observaram aumento na expressio de VEGF na parede
endotelial dos aneurismas. Por outro lado, Maderna et al.(204), em estudos por
imunohistoquimica em Al, sugerem perda de expressao de VEGF e de seus receptores
VEGFR1 e VEGFR2 comparado a controles.

Desta maneira, a confirmacdo de marcadores genéticos para Al em diferentes

casuisticas pode contribuir para o prognostico da doenga e perfil de risco, possibilitando

a identificacdo de familiares de risco para o desenvolvimento de aneurisma
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intracraniano. No Brasil, sdo inexistentes estudos envolvendo alteracdes genéticas e Al.
Desse modo, o presente estudo, pioneiro em casuistica brasileira, podera contribuir na

identificacdo dos possiveis marcadores genéticos para Al nessa populagao.

1.3 Outros fatores de risco

A patogénese dos aneurismas intracranianos ¢ ainda desconhecida;®** no

(52,96,103,139,140,176,206-208)

entanto, diversos estudos mostram que varios fatores podem

estar relacionados, como sexo, idade avangada, hipertensdo, diabetes, tabagismo,

(16,19,23,34,95,205,209-225)

etilismo, tamanho e localiza¢ao do Al, além de historia familiar de

HSA em familiares em primeiro grau.®**"

. N . ~ 120,212,222,226-228
Existe uma relaciio entre tabagismo e formacgdo e ruptura de AL(2*1%22% )

(222)

sendo um fator preditor independente de ruptura de Al, uma vez que 70-80% dos

(229)

pacientes relatam este habito. Tabagismo € o principal fator independente para o

desenvolvimento de doenga vascular. Apesar dos diversos mecanismos patofisioldgicos,

o tabagismo provoca deterioracio da atividade biologica da enzima eNOS.*”

Representa o principal fator exdégeno que afeta a funcdo endotelial. Chrysohoou et

al.?% observaram alteragio na fungdo endotelial em fumantes quando comparados com

individuos nao fumantes. O efeito agudo do cigarro na rigidez arterial foi relatada por

1.@3D 1.015)

Siasos et a e Mayer et a
O uso de cigarro aumenta a viscosidade e o volume do sangue, além de aumentar

a tensdo de cisalhamento por meio da inducdo da vasoconstricio.*? A vasoconstricio

em fumantes ocorre devido a inibi¢cdo da enzima eNOS e prejuizo na sinalizagdo de NO,
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responsavel pela regulagio do tonus vascular cerebral.****> Parece que a exposi¢do

cronica a nicotina impede a vasodilatagdo cerebral pelo NO.*®

1219

Feigin et a observaram que o risco de Al ¢ aumentado em 2,4 vezes em

pacientes com histérico de tabagismo do que em ndo fumantes, e que as mulheres

@17219331) ) tabagismo agrava a

tabagistas apresentam um risco ainda mais elevado.
aterosclerose e altera a tensdo da parede vascular. O espessamento da camada intima da
parede arterial e a maior fragilidade dos vasos sanguineos aumentam a quebra da
elastina na parede, favorecendo a formacdo dos aneurismas.® Além disso, parece que
o cigarro aumenta a taxa de ocorréncia de aneurismas maiores ou a multiplicidade dos
aneurismas.

(239)

Shinton & Beevers encontraram associagdo entre risco de HSA e habito

(2400 mostraram que pacientes tabagistas

tabagista. Do mesmo modo, Weir et al.
apresentam maior predisposi¢ao a ruptura do aneurisma, embora 0 mecanismo exato
desta associacdo ainda ndo seja totalmente esclarecido. Entretanto, sabe-se que o
tabagismo provoca aumento agudo na pressao sanguinea, o que pode levar a ruptura do
Al e, além disso, ¢ possivel que em longo prazo, o habito tabagista possa levar a
formagdo do aneurisma por meio do enfraquecimento da parede arterial ou até mesmo
aumentar o tamanho do aneurisma pelo mesmo mecanismo.*?? Mais de 80% dos
pacientes com HSA devido a ruptura de Al ja apresentaram habito tabagista e 50-60%
destes sao ainda fumantes. Apesar desta forte associacao entre tabagismo e formagao de

Al, as vias patogénicas subjacentes permanecem desconhecidas.®®

Qureshi et al.#2***!)

revelaram que tabagismo promove a degradacdo da elastina
na parede dos vasos sanguineos, tornando as paredes mais suscetiveis a dilatagdo devido

a carga de pressao sanguinea nos locais anatomicos de turbuléncia maxima. Além disso,
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\

alguns estudos mostram que o tabagismo pode estar associado a aneurismas
multiplos.®'#??)

Outro fator de risco para Al ¢ diabetes melito, uma doenga cronica de alta
prevaléncia que, de acordo com sua etiologia, ¢ classificada em tipos 1 ¢ 2. O tipo 1
constitui uma doenga auto-imune, na qual anticorpos especificos atacam e destroem as
células beta das ilhotas pancredticas, havendo deficiéncia absoluta de insulina, com
maior incidéncia em criangas e adultos jovens. Por outro lado, diabetes do tipo 2
constitui uma doenga multifatorial, relacionada a expressao gé€nica, e que ¢
caracterizada por faléncia pancreatica secundaria (com deficiéncia relativa de insulina) a
resisténcia insulinica primaria.”

Segundo os Centros para Controle e Prevencdo de Doengas, em 2005
aproximadamente 21 milhdes de norte-americanos (quase 7% da populacdo),
preenchiam critérios diagndsticos para diabetes melito, sendo que 95% deles tinham

diabetes melito tipo 2, com prevaléncia em individuos com mais de 60 anos (60%).""

De acordo com a World Health Organization **?

estima-se que mais de 220
milhdes de pessoas tenham diabetes melito ao redor do mundo, sendo que 80% das
mortes relacionadas a doenga se concentram em paises de média ou baixa renda. Alguns
fatores contribuem para aumento da prevaléncia de diabetes em todo o mundo,
incluindo envelhecimento populacional, sedentarismo, alimentacdo inadequada e

(243)

obesidade. Dentre as principais consequéncias do diabetes melito cronico,

destacam-se a retinopatia, nefropatia, neuropatia, pé diabético, além de hiperglicemia e
hiperlipidemia, causadas pelo aumento da mobilizagdo acelerada do depésito adiposo.'”

O papel do diabetes melito como fator de risco para HSA ainda necessita de

esclarecimento, entretanto, sua importancia tem sido discutida em diferentes
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casuisticas.®**'”) Estudo realizado na populagdo japonesa, em individuos acima de 60
anos, mostrou maior prevaléncia de diabetes melito em pacientes com Al ndo roto
comparado aqueles com aneurisma roto.”) Nesse caso é possivel que o tratamento com
insulina, desempenhe papel protetor, reduzindo o risco de ruptura do AL**¥ Outro
estudo em casuistica chinesa revela associacao entre desenvolvimento de Al e aumento
da taxa de glicose e lipidios no sangue.®” Por outro lado, Qureshi et al.**", avaliando
casuistica norte-americana, observaram que diabetes melito ndo se associa com a
presenca de multiplos aneurismas.

Diabete tipo 2 ¢ uma doenca complexa que afeta a parede arterial através de
diversos mecanismos.?*?*® £ um fator de risco bem estabelecido para o infarto

(@49-25D) Entretanto, a

cerebral e a predisposicio para hemorragia intracerebral.
associacdo entre diabete tipo 2 e Al permanece incerta. Alguns estudos sugerem que
esta doenca seja um fator protetor da ruptura de AT 223

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) atinge, mundialmente, cerca de um
bilhdo de individuos, sendo que, aproximadamente, 7,1 milhdes deles morrem por ano.
O aumento da pressao arterial (>115 mmHg de pressao sistolica) € responsavel por 62%
das doengas cerebrovasculares e 40% de doenga isquémica do coragdo, com pequena
variagdo do sexo. Nesse caso, ¢ causa de 40% dos obitos por AVE e 25% daqueles por
doenca arterial coronaria. Nos EUA, ¢ um problema grave de satide publica, na medida
em que 30% da populacdo norte-americana adulta apresentam algum grau de
hipertensdo.”>” No Brasil, de acordo com estudo realizado nas capitais brasileiras e no
distrito federal, HAS ¢ altamente prevalente, atingindo indices em torno de 15% a

24,9% da populacdo adulta, dependendo da cidade e com maiores indices nos Estados

do Sul e do Sudeste do Brasil.*®® A medida que se avanca na faixa etaria, a pressio
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arterial sistolica eleva-se, o que constitui um fator de risco importante para as doencas
cerebrovasculares, além de que entre esses pacientes a prevaléncia de HAS também ¢
maior.**”

Assim, a HAS ¢ considerada como o maior fator de risco para hemorragias

(229 3 HSA devido ao rompimento do

intracerebrais. De acordo com Owens et al.
aneurisma, pode ser prevenida com a manutenc¢ao da pressdo arterial sistolica abaixo de
150mmHg. Em estudo com casuistica japonesa, HAS foi considerada o mais poderoso
fator de risco para a formagio aneurismatica, independentemente de idade e sexo.”
Nos EUA, 46% de pacientes com aneurisma intracraniano familial apresentam historico
de HAS, enquanto que 22% dos pacientes com aneurisma intracraniano esporadico
apresentam historico de HAS.*? Segundo Gu et al.®), HAS prolongada pode facilitar a
formacao de um aneurisma intracraniano porque, entre outros fatores, lesa o tecido
endotelial e interfere na biossintese do colageno.

Desta maneira, a hipertensdo estd envolvida na formacdo e progressio dos
Al (793212260 pacientes que apresentam historia familiar de hipertensio possuem
maior risco de desenvolvimento de Al em relagdo aqueles sem historia familiar. Inci &
Spetzler (2000) '® mostraram que 43,5% dos pacientes com Al sofriam de hipertensdo,
uma incidéncia 24,4% maior em relagdo a individuos ndo hipertensos. Hipertensio
prolongada pode acelerar o desenvolvimento do aneurisma, uma vez que hipertensao
cronica danifica as células endoteliais, destréi a elastina e prejudica a biossintese do
colageno.

O consumo excessivo de alcool parece ser um fator de risco para formagdo de

AL(209’261) uma vez que predispde a HSA por meio de varios mecanismos, como efeitos

(264)

na pressao sanguinea,(262,263) arritmias induzidas pelo alcool além de alteragdes no
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fluxo sanguineo cerebral.**® O habito etilista, independentemente de outros fatores,

eleva a pressio sanguinea, assim como a retirada transitéria do alcool 2%

1.4 Morfologia, localizacio e crescimento do aneurisma

Aumento no tamanho do aneurisma ¢ um conhecido fator de risco para sua
ruptura.®®*® Entretanto, aneurismas de pequeno tamanho também podem sofrer
ruptura. A degeneracdo da parede dos Als, demonstrada por re-endotelializacdo,
aumenta a morte celular e reduz a espessura da parede do Al, o que esta associado a
ruptura do AL®* Sinais de remodelamento vascular — hiperplasia da miointima,
proliferagdo das células da musculatura lisa vascular e desorganizacdo das estruturas da
parede e sinais de inflamagio sdo encontradas na parede do AI.(2*72¢%270)

Estresse hemodindmico na parede do Al difere de uma artéria cerebral

normal,(271 )

e pode ocasionar um remodelamento vascular assimétrico, resultando em
aneurisma em formato sacular e pode ser refletido na expressao e atividade de diversas
proteinas de sinalizagdo que mantém a homeostase na parede do Al. O Estudo
Internacional de Aneurismas Intracranianos Nio Rotos (ISUIA)“®® mostrou que a
localizagdo do aneurisma ¢ um fator preditor independente de ruptura. Observaram que
os aneurismas localizados no topo da artéria basilar, vertebrobasilar ou artéria
comunicante posterior sao mais propensos a ruptura do que os aneurismas presentes em

outras localidades. Entretanto, Yasui et al.?’®

em estudo com aneurisma nao rotos, nao
encontrou diferenca significativa no risco de ruptura de acordo com o sitio de

localiza¢ao do aneurisma.
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O crescimento do aneurisma provavelmente estd associado a sua ruptura, apesar

dessa relacdo ndo estar ainda bem esclarecida. Estudos de imagem sobre o crescimento

e mudangas na morfologia dos aneurismas permanecem controversos.*”>* O

ISUIA®® sugeriu que existe baixo risco de HSA em pacientes com aneurismas de

(215)

tamanho inferior a 10mm, sendo seu tamanho fator chave na determinagao do risco

de ruptura. Os Als podem ser menores que 11 mm ou até maiores que 25 mm. Em
pacientes com Al ndo rotos com diametro <7 mm e historico de HAS, a taxa anual de
risco de ruptura ¢ alta. Estudos retrospectivos sugerem que o tamanho do aneurisma € o
principal preditor de ruptura com HSA, com taxa anual de ruptura de 3,3% por ano para

aqueles com tamanho entre 10 e 15 mm, 5,6% por ano para aqueles com tamanho entre

(273)

16 e 25 mm e 8,9% por ano para aqueles maiores de 25 mm A maioria dos

) . . 283
trabalhos definiu o crescimento como sendo um aumento de 1 ou 2 mm no didmetro.*%?

A multiplicidade dos Als ¢ fator de risco para seu crescimento e pode predizer

(23.274276) ()¢

maior risco de ruptura. Als podem ser tnicos (70—75%) ou multiplos (25—

30%).%°9 Mais de 30% dos pacientes desenvolvem Als multiplos, geralmente dois ou

A Ao . . . 284-288
trés, e sua ocorréncia representa cerca de 20% dos aneurismas intracranianos.’ )

Juvela et al.**? e ISUTA®® mostraram que a existéncia de aneurismas multiplos nio

(12,42)

prevé o risco de ruptura. Entretanto, alguns estudos mostram que Als multiplos

sdo associados a resultado menos favoravel do que os aneurismas uUnicos apds

12,221,289,2
ruptura.( 221,289,290)

o . , . . . 15,291,292
A localiza¢io do aneurisma é também um conhecido fator de risco.!>*!*? Qs

aneurismas mais propensos a ruptura estdo localizados na artéria comunicante anterior e
(293,294)

. 21 , . . . .
posterior.?'> Além disso, o formato do aneurisma parece influenciar sua ruptura.

Aproximadamente 15% dos aneurismas ocorrem na circulagdo posterior. Os locais mais
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comuns de ruptura de aneurisma intracraniano sao na bifurcacdo da artéria comunicante
posterior a partir da artéria cardtida interna (41%), artéria comunicante anterior/ artéria
cerebral anterior (34%), e artéria cerebral média (20%).%**> Mais de 20% dos pacientes
apresenta aneurismas multiplos.®**® Para pacientes sem historia prévia de HSA, os
aneurismas de baixo risco de ruptura sdo aqueles localizados na circulagdo anterior com
didmetro inferior a 7 mm. A taxa de ruptura anual para estes aneurismas de circulagio
anterior sdo 0,5% (7-12 mm), 2,9% (13-24 mm) e 8% (>24 mm). Para os aneurismas
localizados na circulagdo vertebro-basilar ou na artéria comunicante posterior, a taxa
anual de ruptura por tamanho de aneurisma ¢ 0,5% (<7 mm), 2,9% (7-12 mm), 3,7%
(13-24 mm) e 10% (>24 mm).?® Assim, o curso natural dos aneurismas intracranianos
¢ influenciado ndo apenas pelo seu tamanho, como também pela sua localizagdo e
morfologia.?*”

Estudos adicionais sobre a predisposicdo genética e suas interagdes com 0s
demais fatores de risco em populagdo brasileira sdo necessarios. Mais pesquisas sdo
essenciais para elucidar a complexa relagdo entre fatores de risco ambientais e

genéticos, o que levaria a prevencdo da doenga e novas estratégicas terapéuticas menos

invasivas no tratamento dos Als.
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Artéria comunicante
anterior 30%

Arteéria cerebral
media 20%

Artéria carotida
mterna 40%

Arterias basilar e
vertebral 53-10%

Figura 2. Locais mais comuns de ocorréncia de aneurisma intracraniano no Poligono de

Willis (Zhang et al., 2003).
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2. OBJETIVOS

Avaliar a influéncia de variantes genéticas relacionadas com a formagao e

desenvolvimento arterial no aneurisma intracraniano familial e esporadico.

2.1 Objetivos Especificos

1.

Analisar a prevaléncia dos polimorfismos eNOS-G894T, ELN-A422G, ENG-
Ins/Del, COL1A2-Ala459Pro e VEGF-C936T em individuos com Al familial e
esporadico, em relagdo a individuos sem a doenga.

Analisar a distribuicdo dos polimorfismos eNOS-G894T, ELN-A422G, ENG-
Ins/Del, COL1A2-Ala459Pro e VEGF-C936T entre familiares em primeiro grau
de individuos com aneurisma intracraniano familial ou esporadico, em relacao
aos familiares de individuos sem a doenga.

Avaliar a combinacdo genotipica dos polimorfismos estudados e a razdo de
chance para aneurisma intracraniano em portadores dos polimorfismos eNOS-
G894T, ELN-A422G, ENG-Ins/Del, COL1A2-Ala459Pro e VEGF-C936T.
Analisar a distribui¢do dos referidos polimorfismos, considerando os hébitos de
vida dos individuos.

Avaliar a relagdo entre os referidos polimorfismos com diabetes melito e
hipertensao arterial sistémica.

Avaliar a relagdo entre os referidos polimorfismos considerando as
caracteristicas morfoldgicas de aneurismas intracranianos.

Avaliar a relagdo dos polimorfismos eNOS-G894T, ELN-A422G, ENG-Ins/Del,
COL1A2-Ala459Pro e VEGF-C936T com a ruptura do aneurisma, nos grupos

familial e esporadico.



