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RESUMO

FONTES, D. O. Estudo do polimorfismo Val66Met na populacdo brasileira e
influéncia nos niveis plasmaticos de BDNF e reabilitacdo de pacientes p6s-AVC.
2016. 72f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Neurociéncias e Comportamento,
Instituto de Psicologia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2016.

O numero de pessoas acometidas por doencas cérebro vasculares, entre as
guais, o acidente vascular cerebral (AVC), constitui um cenario alarmante nos dias
atuais, fato que pode estar associado ao aumento da longevidade. A recuperacao
funcional de pessoas com sequelas de AVC requer a aplicacdo de técnicas de
reabilitacdo que se baseiam em principios de neuroplasticidade; no entanto, pouco se
sabe quais sdo os beneficios morfofuncionais resultantes de diferentes abordagens
terapéuticas. O presente estudo, portanto, teve como objetivos analisar a concentracao
plasméatica de BDNF antes e ap0s tratamento de reabilitacdo de individuos com AVC e
correlacionar com o polimorfismo Val66Met; identificar e comparar a frequéncia do
polimorfismo Val66Met na populacéo brasileira e em pessoas que sofreram AVC. Os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da
EACH/USP. O estudo foi dividido em duas abordagens experimentais: (i) caracterizacao
genotipica de pessoas com diagnéstico de AVC e sua relacdo com diferentes
protocolos de reabilitacdo e com o BDNF plasmatico e (ii) estudo genético populacional
para caracterizacdo da frequéncia do polimorfismo Val66Met na populacdo brasileira.
Participaram deste estudo individuos saudaveis dos estados de Alagoas, Rio Grande
do Sul e Sédo Paulo (n=1558) e pacientes com sequelas de AVC (n=54). A anélise do
BDNF plasmatico foi realizada por meio do teste imunoenzimatico de ELISA e somente
os individuos submetidos a terapia robdtica tiveram niveis aumentados de BDNF
circulante. As andlises do polimorfismo Val66Met foram realizadas utilizando a técnica
de PCR-RFLP (HRM). N&o houve associacdo entre o polimorfismo e 0s niveis
plasméaticos de BDNF. As frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo Val66Met
dos individuos saudéaveis e com AVC foram muito semelhantes. Os dados de género
apontou aumento nos niveis de BDNF em mulheres, entretanto, a idade n&o interferiu
nos niveis de BDNF. Considerando-se o0s resultados, podemos concluir que o

polimorfismo n&do apresenta relacdo com a ocorréncia de AVC e néo interfere nos niveis



plasmaticos de BDNF plasmético. No que concerne as técnicas de reabilitacdo, a
terapia robdtica pode ser mais efetiva para desencadear eventos de neuroplasticidade
considerando o aumento de BDNF circulante ap0s o tratamento. Através do estudo
populacional foi possivel verificar que o perfil da miscigena¢cdo mudou ao longo de trés
geracOes analisadas e confirmamos a presenca rara do polimorfismo em pessoas de

cor/raca preta e indigena.

Palavras-chave: Acidente Vascular Cerebral (AVC); Fator Neurotrofico Derivado do

Cérebro (BDNF); Reabilitacéo; Polimorfismo.



ABSTRACT

FONTES, D. O. Study of Val66Met polymorphism on Brazilian population and the
influence on plasmatic levels of BDNF and rehabilitation of post stroke patients.
2016. 73f. Dissertation (master degree) — Neuroscience and Behavior Program, Institute
of Psychology. University of S&o Paulo, Sado Paulo, 2016.

The number of people affected by cerebrovascular diseases, including the stroke,
Is an alarming scenario nowadays, which may be associated with the increment of the
longevity. Functional recovery of people with stroke sequelae requires the application of
rehabilitation techniques based on principles of neuroplasticity, however, the knowledge
about how the morphological and functional benefits of different therapeutic approaches
is insipient. This study, therefore, aimed to analyze the plasma concentration of BDNF
before and after rehabilitation program of patients with stroke and correlate with
Val66Met polymorphism; to identify and to compare the frequency of Val66Met
polymorphism in the Brazilian population and in the patients who have suffered strokes.
The experimental procedures were approved by the Research Ethics Committee of
EACH/USP. The study was divided into two experimental approaches: (i) genotypic
characterization of people diagnosed with stroke and their relation to different
rehabilitation protocols and plasma BDNF and (ii) populational genetic study to
characterize the frequency of Val66Met polymorphism in the Brazilian population. The
study included healthy individuals in the states of Alagoas, Rio Grande do Sul and Sao
Paulo (n = 1558) and patients with stroke sequelae (n = 54). The analysis of plasma
BDNF was performed by immunoenzymatic test ELISA, and only those individuals
undergoing robotic therapy had increased levels of circulating BDNF. The analysis of the
polymorphism Val66Met was performed using PCR-RFLP (HRM). There was no
association between the polymorphism and the plasma levels of BDNF. The genotypic
and allelic frequencies of the Val66Met polymorphism of healthy individuals and stroke
were similar. The gender data showed an increase in BDNF levels in women, but age
did not interfere with BDNF levels. Considering the results, we can conclude that the
polymorphism is not related to the occurrence of stroke and does not affect the plasma
levels of serum BDNF. As regards the rehabilitation techniques, robotic therapy may be

more effective to trigger neuroplasticity events considering the increase of circulating



BDNF after treatment. Through the study population was possible to verify that the
profile of miscegenation has changed over the three generations examined and

confirmed the presence of the rare polymorphism in black and indigenous people.

Keywords: Stroke; Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF); Rehabilitation;

Polymorphism.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68019208

1.

1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
1.5.

2.

3.

3.1.
3.1.1.
3.1.2.
3.1.3.
3.1.4.
3.2.
3.3.
3.3.1.
3.3.2.
3.4.

4,

4.1.
41.1.
4.1.2.
4.1.3.
4.2.
4.2.1.
4.2.2.
42.2.1.
42.2.2.
4.2.2.3.
4.2.2.4.
4.2.2.5.
4.2.2.6.
42.2.7.
4.2.2.8.
4.2.2.9.

4.2.2.10.
4.2.2.11.
4.2.2.12.
4.2.2.13.

5.
6

SUMARIO

INTRODUGAO .......cuiieieeeeee ettt anen, 14
AVC e estratégias de reabilitaCao .............ccovvviiiiiiiiiiiiii e, 15
Fator neurotréfico derivado do cérebro — BDNF ............oovviiiiiiiiiiiieceeeee, 19
BDNF, aprendizado € MemOIia ..........coeeeiiiiiiiii e e 21
NEUIOPIASTICIAAAR. ......ueeiiiee e 23
Polimorfismos do BDNF ValB6MEet ............cviiiiiiieiiiiiiiiiiiiiii e 24
O JEEIVOS et 27
MateriaiS € MELOUOS ..uuuuuiiii e e e e e e e eees 27
Estudo com 0s individuos COM AVC.........uiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 29
Critérios de inclusdo dos individuos com AVC ..........eiiiiineieeeeeeieeeiiiiiiienns 29
CritérioS de EXCIUSAO .......cceiiiiiiieeeiiie e e e e e e e e e 29
Estratégias de reabilitacdo para sujeitos cOm AVC .........cccceeeeeeiiiiiiiieeeennnn, 30
Analise da concentracdo plasmatica de BDNF.............ccccoovvvvvviviiiciieee e, 31
Estudo populacional ... 32
Técnicas de Biologia Molecular...............ooooiiiiiiiiiieeeeee e 32
[ = To= To Jo [0 TN I N 1 PPN 33
Genotipagem do polimorfismo Val66Met..............oovvvvieiiiiiiiiieeeiiiiieeeiiiiiis 34
ANAlISE ESTAtiSTICA ......iiiieeieiiiiiiie e 35
RESUIAUOS ...t e e e 36
Estudo com 0s individuos COM AVC........uuuiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeiii e 36
Analise do BDNF PIaSMALICO ........cooeieiiiiiiiiiiiiiiii e 37
Genotipo do grupo AVC ... 40
Relagao entre niveis de BDNF € genotip0.........cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiee e 41
Estudo populacional ... 42
(OF 1= (o1 (=] 4= Lor= Lo I o (=T [0 1] o oX- U 43
Estudo das relagGes entre cor/raca e genotipagem.........ccuueeveeeeeeinnneeeeeennns 44
Genotipagem € COor/raga da MAE .........cceeuvuniieeeeeiiie e ee e e e e e e 45
Genotipagem € COr/raga dO PaI ........veeeeeeiuieeeeeeiiie e 46
Genotipagem e cor/raca da avd MaterNa ............ueeeeeveeviiieeeeeeiieneeeeeannnnnns 46
Genotipagem e cor/raga do avl MaternO .........ccuuuieeeeieeiiiineeeeeeiiee e eeeiinnnes a7
Genotipagem e cor/ragca da avl PaterNa ..........ccuvueeeeeeeeviiieeeeeiiiiee e eeeaainnns 48
Genotipagem e cor/raga do avl PaternNO ..........ccuvuiieeeiiiiiiieeeeeeieee e 48
Cor/raca do participante e cor/raca da Mae..........ccoeeeveevuiieeeeeeiiiieeeeeeeninnnn 50
Cor/raca do participante e cor/ragca do Pai..........cuueeeeereeuiiineeeeeiiiiieeeeeeeiannnns 51
Cor/raca do participante e cor/raca da avdé materna............cccccceeeeeeeveennnnnn. 53
Cor/raga do participante e cor/raca do avd materno...........ceeveevveieeeeeeennnnnn. 54
Cor/raca do participante do estudo e a cor/raca da avé paterna ................ 56
Cor/racga do participante do estudo e a cor/raga do avd paterno ................ 57
Genotipo e local de NASCIMENTO ......u.viceiiiiie e 58
[ ST o 1S - Lo PP 60

CON CIUS A e e 66

R.EFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o ettt 67



14

1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, observou-se o aumento da longevidade da populacéo
mundial causado, dentre outros fatores, pela melhoria da qualidade de vida que €, por
sua vez, um conceito subjetivo e multidimensional, pois cada individuo possui
parametros particulares acerca do que lhe traz satisfacdo. Além disso, trata-se de
considerar a percepcdo da pessoa sobre o seu estado de salude e sobre os aspectos
subjetivos do seu contexto de vida (SEIDL; ZANNON, 2004). Segundo dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010), o nUmero de pessoas acima
de 60 anos dobrou nas ultimas décadas, passando de 7 milhdes para 14,5 milhdes de
idosos, com expectativa média de vida dos brasileiros de 73,5 anos. Devido ao
envelhecimento da populagédo e inversdo da piramide etaria, a prevaléncia geral de
doencas crbnicas tem aumentado.

O perfil epidemiologico brasileiro € marcado por um acentuado aumento de
mortes por doencas cerebrovasculares e, também, por um maior niumero de pessoas
com doencas e incapacidades cronicas devido ao crescente envelhecimento
populacional. Dentre as doencgas cerebrovasculares, o acidente vascular cerebral (AVC)
destaca-se como sendo uma das grandes preocupacdes da atualidade, devido a sua
alta incidéncia e considerando que o0s sintomas se desenvolvem rapidamente
(GOTTLIEB et al., 2011). E também uma doenca que pode trazer muitos prejuizos ao
paciente, sejam estes, fisicos, psicoldgicos ou sociais, afetando a qualidade de vida.

Dados epidemiolégicos mostram que o AVC figura-se entre as doencas de maior
prevaléncia, mortalidade e morbidade, ficando atrds apenas das doencas
cardiovasculares, provocando 9% de todas as causas de morte em todo o mundo
(DONNAN et al., 2008). Ainda, segundo dados do sistema Unico de saude (DATASUS,
2015), este cenario tende a se manter até o ano de 2030.

Dados do Ministério Saude (2013) mostram que o AVC esta entre as doencas
gue mais mata no Brasil, bem como no cenario mundial, sendo assim, prevalente em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento. O AVC comecou a ser diagnosticado na

populagcado brasileira desde 1960 e acomete, principalmente, pessoas com mais de 50
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anos (OTERO et al., 2009).

Além do AVC apresentar altos indices de mortalidade, também gera
custos elevados para o Sistema Unico de Saltde. Uma avaliacdo do cenario mundial
revela que o AVC consome cerca de 2 a 4% dos custos com o cuidado na area da
saude, e somente nos paises industrializados estes custos somam mais de 4% do total
direcionado a saude (DONNAN et al., 2008).

1.1.AVC e estratégias de reabilitacao

A probabilidade de o individuo ser acometido por uma doenca crénica como o
acidente vascular cerebral estd diretamente associada ao aumento da longevidade,
pois o0 processo de envelhecimento esta relacionado com diversas mudancas funcionais
e morfofisioldgicas (Agéncia Nacional de Saude Suplementar, 2011).

Ja que muitas pessoas acometidas com a doenca ficam incapacitadas,
permanentemente ou por algum periodo de tempo, ha perda da capacidade fisica e da
independéncia 0 que pode gerar isolamento social e, consequentemente, problemas
psicolégicos. O que pode demandar maior ajuda governamental.

Apesar da alta incidéncia de casos de AVC, estudos mostram que a populacéo
brasileira sofre pela falta de informacgao sobre as causas e consequéncias da doenca e
cerca de 90% dos brasileiros dizem néo ter nenhum tipo de informacgé&o sobre o assunto
(Sociedade Brasileira de Doengas Cérebro Vasculares, 2015). Devido a falta de
informacédo, ha muita ansiedade e preocupacéo dos pacientes quanto a recuperacao e
tratamento do AVC. Sendo assim, para estabelecer estratégias de recuperacdo, é
preciso considerar o tipo, a area cerebral acometida, a gravidade inicial causada ao
encéfalo, os processos de recuperacdo neuroldgica e a severidade da paresia do
membro superior afetado, pois esses sao fatores de maior contribuicdo para
recuperacao do movimento (HOLLOWAY et al., 1999).

O AVC é uma doenca que acomete o sistema nervoso central e pode ser

definido como “instalagdo de um déficit neurolégico focal, repentino e ndo convulsivo
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determinado por uma lesédo cerebral, secundaria a um mecanismo vascular e nao
traumatico” (BRAGA et al., 2003). Os AVCs podem ser secundarios a embolia arterial e
a processos de trombose arterial e/ou venosa causando, assim, isquemia e/ou
hemorragia cerebral. Uma das consequéncias deste evento é a diminuicdo das
atividades neuronais que pode levar a processos de morte neuronal e irreversibilidade
funcional (BRAGA et al., 2003).

Além disso, € caracterizado por anormalidades no fornecimento de nutrientes
como glicose e oxigénio no encéfalo, o que pode levar ao comprometimento funcional
ou anatbmico. O AVC pode ser dividido em trés tipos: trombético, embdlico e
hemorragico, conforme descricdo apresentada na tabela 1 (VELASQUES; RIBEIRO,

2013).

Tabela 1 — Classificagdo do AVC
(Adaptado de Velasques & Ribeiro, 2013)

Tipos de AVC Descricéo fisiopatologica

Trombético (isquémico) Interrupc¢éo total ou parcial do fluxo sanguineo por conta
q de placas ateroscleréticas.
Interrupcéo total ou parcial do fluxo sanguineo causado

Embolico (isquémico) pelo deslocamento de émbolo.

Hemorragico Ruptura de vaso sanguineo no encéfalo.

O paciente que teve um AVC PODE apresentar hemiplegia (paralisia da metade
do corpo, lado direito ou esquerdo no plano sagital) ou hemiparesia (paralisia parcial ou
diminuicdo da forca em um lado do corpo), déficits de movimento que levam a
limitagc®es funcionais e a diversas incapacidades (VELASQUES; RIBEIRO, 2013).

Segundo a Sociedade Brasileira de Doencas Cerebrovasculares (2015), os
sintomas mais comuns em um evento de AVC séo: (i) fraqueza ou formigamento na
face, no membro superior e ou no membro inferior, especialmente em um lado do
corpo, (i) confuséo, alteracdo da fala ou dificuldade de compreensao, (iii) alteracdo na
visdo (em um ou ambos os olhos), (iv) alteracdo do equilibrio, (v) coordenacdo, tontura
ou alteracdo no andar e (vi) dor de cabeca subita e intensa, sem causa aparente.

Como ja mencionado, com o aumento da expectativa de vida, o Brasil apresenta

um numero crescente de idosos a cada ano. No processo normal do envelhecimento,
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existem declinios das atividades biol6gicas e causas multifatoriais podem interferir
neste processo, como, por exemplo, maus habitos alimentares, sedentarismo e outros.
Além disso, ocorrem alteracdes relacionadas a fatores genéticos e/ou ambientais, tais
como a falta de pratica de exercicio fisico, alimentacdo inadequada, consumo elevado
de élcool, uso de drogas, tabagismo, hipertensdo, diabetes entre outros fatores
(GOTTLIEB et. al. 2011). Tais fatores, combinados com o0s declinios do
envelhecimento, podem ser considerados de risco para o desenvolvimento de doenca
cerebrovascular.

Diante do cenario epidemioldgico e disfuncional do AVC, algumas terapias sdo
apresentadas como alternativas de tratamento. Os pacientes do foram submetidos a
dois tipos de terapia que visam a melhora funcional e motora do paciente: (i) a terapia
de contencéao induzida (TCI - “constraint-induced movement therapy”) que, através da
ativacdo de mecanismos de neuroplasticidade, objetiva recuperar a fungcdo do membro
superior parético de pacientes que apresentam sequelas motoras de lesdes encefalicas
e (i) a terapia robodtica (TR) que utiliza dispositivos robotizados acoplados a estratégias
visuais de feedback positivo e é também utilizada para reabilitacdo de membros
superiores.

A TCI é aplicada por meio de treinamento intensivo e uso de uma restricdo, luva
ou tipoia, no membro superior ndo parético durante grande parte do dia (figura 1). Este
tipo de terapia é importante, pois as pessoas acometidas por AVC tendem a evitar 0
uso do membro afetado. Este evento é chamado de “desuso aprendido”, descrito por
Taub e colaboradores (1980) em experimento com primatas que voltaram a utilizar o
membro superior parético nas atividades cotidianas apés o uso forcado durante duas
semanas (TAUB et al.1980).
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Figura 1 — Foto ilustrando uma situagdo de paciente submetido a
Terapia de contencao induzida.

A diminuicdo do uso espontaneo do membro pode resultar da diminuicdo da parte
representativa do cortex devido ao AVC, levando a frustracdo do paciente por nao
conseguir usar o membro com total eficiéncia, isso faz com que o paciente prefira usar a
extremidade intacta por ter mais facilidade. O procedimento da TCI tem como resultado
esperado a reorganizagdo cortical e mudancas relacionadas a excitabilidade do coértex
motor, eventos que caracterizam processos de neuroplasticidade (POCHET, 2009).

Dispositivos roboticos de terapia para membros superiores comecaram a ser
desenvolvidos no final dos anos de 1990 e foram incorporados aos processos de
neurorreabilitagdo como complementos a tratamentos convencionais (figura 2).
Atualmente, sdo usados como estratégias principais de terapia e ha diversos estudos
gue demonstram a eficacia do tratamento (VELASQUES & RIBEIRO, 2013).

Os rob6s sao agentes que produzem sequéncias de movimentos com cinematica
e dindmica controladas de maneira confidvel. Eles sdo manipulados ou articulados
possibilitando a intensificacdo do treinamento, com isso, alguns autores relacionam as
alteracbes na densidade sindptica no cortex motor primario apés 400 repeticbes de
movimentos feitos pelo paciente, tornando a TR um importante agente para
neurorreabilitacdo (HUANG et al.,2009).

1. Disponivel em: <http://www.terapiaocupacional.com.br/atendimento/intervencoes-praticas.aspx.>.
Acesso em: 12 out. 2016.
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Figura 2 — Foto ilustrando uma sesséo de Terapia Robética
(Robd InMotion 2 e 3, da Interactive Motion Technologies)z.

No ano de 2013, o centro de reabilitacdo “Rede Lucy Montoro” disponibilizou aos
pacientes uma nova terapia por meio do Unico robd disponivel até entdo na América
Latina, o “InMotion 2”. Este dispositivo permite dois graus de movimentos assistidos das
articulacdbes do ombro e do cotovelo por meio dos movimentos das mé&os e do
antebragco. Um jogo no computador com feedback auditivo, visual e tatil faz com que o
paciente tenha mais interesse pela terapia e prazer em realizar a tarefa. Com este
dispositivo é possivel treinar os niveis de fun¢des, melhorar a forgca e a mobilidade,
estimulando novas conexdes neurais, e, portanto, sendo um deflagrador de

mecanismos de neuroplasticidade.

1.2.Fator neurotroéfico derivado do cérebro — BDNF

O fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF — brain derived neurotrofic factor)

€ uma molécula com atividade neurotroéfica sintetizada, principalmente, pelas células da

2. Disponivel em:< http://www.bionikusa.com/philippines-hospital-uses-inmotion-robotics/>. Acesso em:
12 out. 2016.
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glia e pelos ndcleos neuronais. Foi descoberta em 1982 por Bared e colaboradores e é
classificada como uma das principais neurotrofinas presentes no sistema nervoso. O
BDNF é um importante fator neurotrofico que, entre outras fungdes, modula a formacgéao
e o funcionamento das conexdes entre 0s neurbnios, ou seja, age como mediador de
processos de neuroplasticidade (ZHAO et al., 2005; SZAPACS et al., 2004;).

Ha maior expressdo de BDNF no cerebelo, hipocampo, amigdala e neocértex,
areas ligadas respectivamente com aprendizado e memoria, regulacdo do contetdo
emocional da memdria e controle dos movimentos voluntarios (SHIMIZU et al., 2003).

Segundo Hallbook (1999), os genes das neurotrofinas podem ter se originado por
duplicacdo de uma porcédo sucessiva do genoma e derivado de ancestrais cordados.
Antes de se constituirem em neurotrofinas, os componentes desta familia séo
inicialmente compreendidos como peptideos, sintetizados no inicio como pré-
neurotrofinas que, posteriormente, sédo clivadas e formam as proteinas. O BDNF, que é
um membro da familia das neurotrofinas, € uma proteina que tem sido altamente
conservada com relacdo a sua estrutura e funcdo durante a evolucdo (RICHARDSON,
1991; IBANES, 1998; GOTZ et al., 1992).

A eficiéncia da acao das diferentes neurotrofinas depende do tipo de célula. No
caso de neurbnios do hipocampo, o BDNF é utilizado em uma via reguladora, enquanto
o fator de crescimento do nervo (NGF — nerve growth fator) é utilizado em uma via
constitutiva (MOWLA et al., 1999; FARHADI et al., 2000). Dentro da célula, o BDNF tem
um importante papel no armazenamento, transporte, secre¢cdo e processamento de
neurotrofinas, etapas reguladoras (pés-transcricional) do controle de fungcfes neuronais
no cérebro do individuo adulto (REICHARDT, 2006).

O BDNF esta associado a processos de diferenciacdo, sobrevivéncia e
crescimento de células neuronais, promove a plasticidade sinaptica e € um fator atrativo
ao axbnio, uma vez que ajuda no crescimento axonal, remodelacdo dendritica e
sobrevivéncia de varios neurénios do sistema nervoso central (LINDHOLM et al., 1996).
Além disso, pode estar implicado nas bases fisiopatolégicas de algumas doencas
(OLIVEIRA et al., 2010) como por exemplo, na obesidade, no diabetes tipo 2, na
depressao, na doenca de Alzheimer, na doenga de Parkinson e no comprometimento

cognitivo leve (PEDERSEN et al., 2009), onde as concentracdes periféricas de BDNF


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reichardt%20LF%5Bauth%5D
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estdo reduzidas. Por outro lado, em doencas inflamatorias, tais como, a esclerose
multipla, h& sintese aumentada de BDNF (LOMMATZSCH et al., 2005). Além disso, ha
evidéncias de que o BDNF pode atuar em células ndo neuronais especificas da
periferia, como eosindfilos ativados que pertencem a classe dos leucécitos e atuam no
combate a parasitas e certas infeccbes (BRAUN et al., 1999).

Em humanos, os niveis de BDNF estdo aumentados durante o desenvolvimento
e, no SNC de adultos, exerce funcbes importantes nos processos de memoria,
transmissao sinaptica e plasticidade neuronal (HU; RUSSEK, 2008). Um quarto da
circulacdo de BDNF parece resultar de uma fonte periférica, sendo encontrado em
plaguetas (YAMAMOTO; GURNEY, 1990), em células musculares e em células
endoteliais (NAKAHASHI et al., 2000).

A acao do BDNF ocorre através da ligacao aos receptores tirosina quinase (TrkB
-tropomyosin-related kinase), promovendo uma cascata sinalizadora intracelular
(REICHARDT, 2006). O BDNF pode atravessar a barreira hematoencefalica em ambas
as direcBes, podendo contribuir com a quantidade de BDNF circulante (KAREGE et al.,
2005; LOMMATZSCH et al.,, 2005). Esta migracdo de BDNF através da barreira
hematoencefalica pode ser importante durante a fase de recuperacdo do AVC,
considerando que o BDNF pode exercer uma acao protetora e regenerativa no local da
lesdo (LAZZARO et al., 2007).

Assim, acredita-se que, por meio de analise dos niveis periféricos de BDNF,
podemos encontrar informacdes importantes sobre alteracbes desta molécula no

cérebro.

1.3.BDNF, aprendizado e memoéria

A memodria ocorre a partir de experiéncias e é caracterizada pela aquisicao,
armazenamento e evocac¢do de informacdes. Além disso, € dividida em diferentes tipos,
como, por exemplo, a memdria operacional, declarativa e a de procedimento. A

formacdo da memoria ndo depende de uma estrutura nervosa isolada, mas sim, da
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intensa participagdo de muitas estruturas (IZQUIERDO, 2004). Para isso, ocorrem
diferentes alteracbes morfolégicas, como a formacdo de novas conexdes e o aumento
na associacdo entre neurdnios, ou seja, esse processo requer plasticidade neuronal
(LYNCH, 2004).

Castro (2005), por sua vez, apresenta o conceito de memoria como a capacidade
de armazenar, processar e recuperar informacdes que vém do exterior. Este
mecanismo pode ser dividido em trés fases: a de codificacdo, armazenamento e
evocacao. O aprendizado, segundo o autor, pode ser conceituado como uma mudanca
de comportamento, causado por influéncias praticas ou por experiéncias, um processo
individual e interiorizado que possibilita ao ser humano adaptar-se ao meio em que esta
inserido (CASTRO, 2005).

A memoria e o0 aprendizado estdo diretamente ligados, uma vez que muitos dos
processos de aprendizagem do ser humano sdo consequéncias da memoria que retém
aquilo que se vé e, posteriormente, é repetido. Ha muitas maneiras de aprender e 0s
processos podem ser influenciados por vérios fatores (CASTRO, 2005). Experimentos
realizados com gatos mostrou que a tarefa aprendida de caminhar sobre uma escada
horizontal tendo que controlar a passada para pisar apenas onde se tem um degrau,
aumenta a atividade de neurbnios do cortex motor dos animais (ARMSTRONG,;
MARPLE-HORVAT, 1996). Assim, podemos associar os eventos de aprendizagem e
memoaria as tarefas realizadas nos exercicios de reabilitacdo motora.

O BDNF tem sua producao plasmatica estimulada ap0s exercicios, 0 que parece
estar relacionado a processos de reparo, meméria e aprendizado (PAULSEN;
SEJNOWSHI, 2000). E esta relacionado a neuroplasticidade, atuando na
reorganizacdo morfofuncional e na estabilizacdo do desenvolvimento das redes neurais
no cortex sensorio motor. A complexidade dos processos envolvidos na aprendizagem
e memoéria exige da comunidade cientifica muitos estudos em vérias areas do

conhecimento.
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1.4.Neuroplasticidade

O conceito de neuroplasticidade nao é algo recente. Por volta dos anos 1800,
estudos apontavam que partes sobreviventes do cérebro alteravam a atividade
funcional. No ano de 1906, foi aplicado por Ernesto Lugano o termo usado nos dias
atuais. Somente ha duas décadas houve aumento do nimero de estudos que elucidam
a plasticidade, demonstrados principalmente em modelos animais, o que possibilitou a
melhor compreensdo dos mecanismos basicos desse processo (BERLUCCHI, 2002;
HOLLOWA et al., 1999).

A neuroplasticidade é a capacidade de adaptacdo do sistema nervoso e dos
neurdnios em relacdo as mudancas no ambiente no qual o individuo esta inserido. A
neuroplasticidade pode também ser definida como a reorganizacdo neuronal, com
objetivo preliminar de recuperar a fungdo neuronal (LYNCH, 2004). Qualquer
aprendizado de uma determinada atividade, que néo seja apenas uma Unica repeticao,
depende da neuroplasticidade (SOUZA et al., 2013), caracterizando alteracdes que
envolvem o microambiente celular e molecular.

Para que um evento seja caracterizado como um processo de neuroplasticidade,
deve ocorrer algum tipo de modificagdo no sistema nervoso, ndo pode acontecer
periodicamente e deve ter duracdo maior que poucos segundos (SOUZA et al., 2013).
Ou seja, ocorre reorganizacdo e mudanca das sinapses que estédo diretamente ligados
ao aumento do tempo de resposta sinptica (potenciacdo de longa duragéo, LTP- Long-
term potentiation) ou a diminuicdo de tempo das respostas sinapticas (depressao de
longa duracdo, LTD- Ilong-term depression), que dependem da acdo de
neurotransmissores excitatorios e inibitérios, glutamato e GABA (acido gama-
aminobutirico), respectivamente. Tais neurotransmissores atuam nos neurdnios pré e
pés-sinapticos. E por meio de ativagdo elétrica que o BDNF age e intensifica a
formacédo da LTP (PAULSEN; SEJNOWSKI, 2000).

Segundo Arida (2011), o BDNF pode promover a plasticidade neuronal retardar a
morte das células, induzir a regeneracdo e estimular a sobrevivéncia neuronal. O

mesmo autor aponta que o BDNF periférico e circulante é transportado para o SNC,
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assim, contribuindo para a neuroplasticidade.

Uma forma de se analisar mecanismos de neuroplasticidade é a verificacdo dos
fatores neurotroficos e suas alteragcbes. Tais moléculas participam dos eventos
biol6gicos que levam a reparo e cicatrizacdo apos lesdes do SNC. Este mecanismo de
reparo € atribuido a notavel capacidade do cérebro adulto se adaptar através de
mudancas estruturais e funcionais da sua rede neuronal, ou seja, através na
neuroplasticidade (REICHARDT, 2006).

Estudar os processos de neuroplasticidade pode servir como base para maior
compreensao dos processos envolvidos na recuperacdo de um paciente pés AVC, e
direcionar o tratamento para uma conduta que possa vir a restabelecer as fungdes
perdidas. O AVC pode resultar em perdas de funcdes corticais, e é neste momento que
a plasticidade pode ajustar funcionalmente as areas corticais. Ap6s um dano no cortex
motor causado pelo AVC sdo observadas mudancas na ativacao de areas homélogas,
no hemisfério ndo afetado. E é devido a estes processos de reorganizacdo cortical que
0 paciente pode vir a obter a funcdo, podendo recuperar gradualmente parte das
habilidades perdidas ap6s AVC (VELASQUES; RIBEIRO, 2013).

A neurogénese esta diretamente associada com a neuroplasticidade. Nesse
contexto, ap6és AVC os processos de neurogénese correspondem a proliferacdo de
células nervosas e células-tronco, diferenciacdo e migracdo de neuroblastos para
regido onde houve a isquemia (HOLLOWAY et al., 1999). Assim, fatores relacionados
ao aumento de BDNF estdo diretamente relacionados a melhora desse sistema como

um todo.

1.5.Polimorfismos do BDNF Val66Met

Muitas doencas de caracteristica genética sdo associadas com mutacdes em
genes codificadores das neurotrofinas ou de seus receptores. O polimorfismo Val66Met
no gene do BDNF tem sido associado com déficit nas fungdes do hipocampo, memaria

episddica, ativacdo cortical alterada, plasticidade de curto prazo, aquisicdo de
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habilidades alteradas, e aprendizagem em seres humanos saudaveis (CHEERAN et al.,
2008), porém, o impacto deste polimorfismo na aprendizagem motora pés-AVC néao
tem sido muito explorada (BRADY et al.,2015).

Em busca de preditores que possam levar ao estabelecimento de prognéstico de
recuperacdo apdés AVC, o polimorfismo Val66Met esta sendo alvo de interesse em
pesquisas, por ter impacto negativo na producao da neurotrofina BDNF, o que poderia
prejudicar a recuperacao funcional dos pacientes. Assim, a possivel desvantagem dada
pelo polimorfismo tem sido atribuida a uma plasticidade cerebral prejudicada, mas a
existéncia e 0os mecanismos que levam a essa correlacdo ainda sdo desconhecidos
(PINO et al., 2016).

Segundo Egan e colaboradores (2003), o gene que codifica o BDNF esta
localizado no braco curto de cromossomo 11, nas regifes P13 e P14 e o polimorfismo
do gene do BDNF mais estudado é a substituicio de guanina por adenosina, no
nucleotideo 196, do pr6-BDNF, resultando em troca do aminoécido valina por metionina
no cdédon 66 da proteina de pr6o-BDNF. Nao é observada modificacdo da estrutura final
da proteina decodificada, nem tdo pouco em sua concentracao intraneuronal. O autor
sugere gue o polimorfismo poderia estar associado a alteracédo no trafego intracelular e
diminuicao de secrecéo do BDNF.

Estudos indicam que o trafego regular e a secrecdo de BDNF sdo extremamente
importantes para a funcdo cerebral normal. A presenca de um unico nucleotideo no
polimorfismo do gene BDNF (SNP Polimorfismo de nucleotideo Unico, do inglés — single
nucleotide polymorphism) resulta em mutacdo no dominio Val66Met. A mutacdo
Val66Met inibe a selecdo de BDNF em uma via de secrecédo regulada, afetando assim o
seu transporte e localizacdo dentro dos neurdnios (EGAN et al., 2003). Dado que a
plasticidade neural e aprendizagem motora séao inerentes ao processo de recuperacao
funcional p6s-AVC, os efeitos comportamentais da secrecdo alterada de BNDF, por
meio da presenca do polimorfismo, podem ser mais aparentes nesta populacao
(BRADY et al.,2015).

Estudos recentes mostram que o polimorfismo pode indicar diferentes impactos
sobre a recuperacdo do AVC, contrariando a ideia de que na presenca do polimorfismo

o individuo terd pior capacidade absoluta de recuperagdo. A recuperacdo motora de



26

pacientes portadores do alelo Met (GA ou AA) estariam mais dependentes da
plasticidade subcortical, j& os pacientes ValVal (GG) a plasticidade intracortical (PINO et
al., 2016).

Ha diferentes apontamentos relacionando a recuperacéo pos AVC e o Val66Met.
Segundo Kim e colaboradores (2012), este polimorfismo esta associado com a piora da
incapacidade fisica e funcdo cognitiva. Cramer e Procaccio (2012) indicam melhora
diminuida do quadro clinico em pacientes com AVC isquémico portadores do alelo MET
(GA ou AA), porém, este achado s6 pode ser observado em até um més apds o
episédio de AVC. Passado este tempo, esta evidéncia ndo pode ser sustentada.

Entdo, a fim de compreender a frequéncia deste polimorfismo e sua relacdo com
o0 AVC, tomou-se como referéncia os dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI, 2015) e observou-se que a frequéncia deste polimorfismo € maior na
populacao asiética e menos frequente em populagbes africanas.

Estudos que avaliam o efeito da presenca do polimorfismo com a recuperacgéo
de pacientes com AVC subcortical demonstram recuperacdo pior quando existe a
presenca do polimorfismo (KIM et al., 2013). Em particular, os individuos
neurologicamente intactos e com o polimorfismo, parecem ter uma diminuicdo da taxa
de adaptacdo a uma perturbagdo visuo-motora e uma diminuicdo da taxa de
readaptacado 24 horas mais tarde, em comparacdo com agueles sem o polimorfismo
(JOUNDI et al., 2012).

O polimorfismo do gene do BDNF parece estar intimamente relacionado aos
mecanismos de neuroplasticidade (CHEERAN et al.,2008). Neste sentido, buscamos
analisar possiveis efeitos da associacdo entre o BDNF plasmético e o polimorfismo
Val66Met sobre a recuperacéo funcional de pacientes apos o AVC.

Além disso, tivemos o intuito de avaliar e associar o0 BDNF plasmatico e o
polimorfismo Val66Met com padrdes de reabilitacdo de pacientes apdés o AVC.
Pretendeu-se, contudo, contribuir para maiores esclarecimentos dos efeitos das
intervencdes visando reabilitacdo funcional sobre o SNC e os eventos de

neuroplasticidade relacionados.
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2. Objetivos

Analisar a concentracdo plasmatica de BDNF antes a apls tratamento de
reabilitagdo de individuos com AVC;

Correlacionar a presenca do polimorfismo Val66Met com a concentracdo
plasméatica de BDNF pré e pés-tratamento de reabilitacéo;

Investigar a associacdo entre o género e a producdo de BDNF nos individuos
com AVC,;

Identificar a presenca do polimorfismo Val66Met do gene do BDNF em pessoas
gue sofreram AVC;

Analisar a frequéncia do polimorfismo Val66Met na populacéo brasileira;
Comparar a frequéncia do polimorfismo em individuos saudaveis e com AVC;
Estudar descritivamente os perfis de cor/raca dos individuos do estudo

populacional e correlacionar com o genotipo;

3. Materiais e métodos

As andlises realizadas fazem parte do projeto “Novas Abordagens em

Reabilitacdo de Lesdes Encefalicas: Aplicagdes, desenvolvimento e avaliagdo (NARLE)”
do Nucleo de Estudos Avangados em Reabilitacdo (NAP/NEAR) da USP. O estudo foi

dividido em duas abordagens: uma pretendeu a caracterizagcdo genotipica de pessoas

com diagnéstico de AVC e sua relacdo com diferentes protocolos de reabilitacdo e com

o BDNF plasmatico; na outra realizou-se um estudo genético populacional para

caracterizagdo da frequéncia do polimorfismo Val66Met na populacdo brasileira. O

namero de sujeitos utilizados em cada abordagem experimental esta apresentado na

tabela 2. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
(CEP) da Escola de Artes, Ciéncias e Humanidades (EACH) da Universidade de Sé&o
Paulo (USP) sob o processo n° 025/2011/EACH. Todos os participantes do estudo



assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Tabela 2- Niumero de sujeitos em cada etapa dos procedimentos realizados

Procedimentos

N° de Sujeitos

Genotipagem dos individuos com AVC 54
Correlagdo do BDNF plasmatico e genétipo dos individuos com AVC 34
Coleta de dados e de saliva dos individuos do estudo populacional 1558
Genotipagem das amostras viaveis do estudo populacional 1300
Analise da cor/raca dos individuos do estudo populacional 1550
Correlacéo entre gendtipo e cor/raga dos sujeitos do estudo populacional 1284

Os experimentos de biologia molecular foram
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realizados em diferentes

laboratérios da Universidade de S&o Paulo: no laboratério de Biomedicina da Escola de

Artes, Ciéncias e Humanidades, no laboratério de Farmacologia Aplicada e Toxicologia

do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia e no

laboratorio de Genética do Instituto do Coracédo do Hospital das Clinicas da Faculdade

de Medicina. Parte dos experimentos foi realizada no laboratério de Biologia Molecular

do Departamento de Psicobiologia da Universidade Federal de Sao Paulo.

Linha temporal dos procedimentos experimentais

Grupo 2 - TR (n=19)

Coleta de sangue 54
pacientes 3 meses coleta de Coleta de saliva 1558 | | Genotipagem do
{(genctipagem + BDNF | | sangue individuos polimorfismao 1300
pré) (BDNF pds, n =34) individuos
v
Grupo 1- TCl{ n=15) Andlise BDNF ELISA Extracdo de DNA

TCl=Terapia de Contensdo Induzida

TR =Terapia Robotica

Esquema ilustrado com a linha do tempo para apresentar as etapas dos procedimentos

realizados.
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3.1. Estudo com os individuos com AVC

Cinquenta e quatro individuos, com diagnostico de AVC de aproximadamente
seis meses, foram randomicamente selecionados do ambulatério do Instituto de
Medicina Fisica e Reabilitacdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (IMRea/HC/FMUSP). Dos cinquenta e quatro individuos
incluidos no projeto de pesquisa, trinta e quatro realizaram o protocolo completo das
andlises do BDNF plasmatico em dois tempos experimentais. No entanto, utilizamos as
amostras do total de pacientes para a genotipagem, uma vez que essa caracterizacao

nao depende da intervencao e/ou tempo experimental.

3.1.1. Critérios de inclusao dos individuos com AVC

a. Historico de AVC clinicamente diagnosticado pelo servico médico do IMRea -
HC/FMUSP, sem distin¢cdo da etiologia (hemorragica ou isquémica);
b. Ambos os sexos;

c. Hemiparesia direita ou esquerda.

3.1.2. Critérios de excluséao

a. Presenca de atrofias e deformidades em membros superiores que limitem a
amplitude de movimento do ombro, cotovelo e/ou punho;

b. Possuirem déficits cognitivos e alteracdes psiquiatricas que impossibilite a
aplicacdo da terapia proposta pelo presente estudo, sendo que déficits deverdo ser

devidamente diagnosticados por um profissional qualificado (médico ou psicologo);
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c. Possuirem qualquer tipo de deficiéncia visual que comprometa o desempenho
da terapia;

d. Forca muscular que ndo consiga vencer a gravidade: grau O (auséncia
contragdo muscular), grau 1 (presenca de contragdo muscular) e grau 2 (ndo vence a
forca gravitacional ao tentar realizar o movimento) em todos 0s grupos musculares
supracitados no critério de incluséo;

e. Doencas prévias que possam interferir nas avaliacdes, como por exemplo,
doenca reumética severa, amputacdes, alteracdes ortopédicas ou AVC recente;

f. Comprometimento do sistema vestibular.

3.1.3. Estratégias de reabilitacéo para sujeitos com AVC

Para comparacao dos efeitos de terapia sobre o BDNF plasmatico, os pacientes
foram divididos aleatoriamente em dois grupos: tratamento pela terapia de contenséo
induzida - TCI (n= 15) e terapia robdética - TR (n=19).

Os individuos do grupo TCI foram submetidos a duas sessdes semanais de
reabilitacdo de 60 minutos usando diferentes estratégias durante dez semanas
consecutivas. Nas duas semanas subsequentes, o grupo foi submetido a TCI, com o
uso de uma contencdo protetora do membro ndo acometido durante 90% do dia,
durante 14 dias consecutivos, incluindo os finais de semana, em um total de 10 dias.

J& os individuos do grupo TR foram submetidos ao programa de reabilitacdo
utilizando dois dispositivos roboéticos da Interactive Motion Technologies ®, o InMotion2
e o0 InMotion3. Estes dispositivos consistem em sistema em que 0 paciente segura uma
manopla fixada no segmento final do sistema, o que permite ao participante mover seu
membro nas articulagbes do ombro e cotovelo (InMotion2) e o outro permite a
movimentacdo do punho (InMotion3). Ambos os protocolos dos programas de terapia

foram aplicados por trés meses.
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3.1.4. Anédlise da concentracado plasmética de BDNF

A andlise do BDFN plasmatico foi realizada por meio do teste imunoenzimatico
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay,Promega, EUA). Analisou-se somente as
amostras dos sujeitos que permaneceram no estudo apdés 3 meses de tratamento
(n=34). As amostras dos pacientes que nao deram continuidade ao tratamento nao
foram utilizadas para essa analise.

Para deteccdo sensivel e especifica de BDNF total e livre, as amostras foram
diluidas em tampao de bloqueio (fornecido pelo kit). Inicialmente, uma placa de 96
pocos de fundo plano foi revestida com anticorpo monoclonal anti-BDNF (mAb) para
ligar o BDNF soluvel ao fundo da placa. ApGs essa incubacao, a placa foi preenchida
como o tampédo de bloqueio para inibir ligacbes inespecificas. Em seguida, com o
padrao de BDNF fornecido pelo kit, uma curva-padrdao foi preparada (com
concentracfes variando entre 7,8 e 500 pg/mL). ApGs aplicar os volumes relacionados
a curva-padréao e as amostras feitas em duplicatas (amostras de plasma antes e apés o
tratamento) a placa, o anticorpo policlonal de BDNF (pAb) foi adicionado. Em seguida, a
placa foi lavada, o anticorpo anti-IgY foi adicionado seguido do substrato cromogénico
tetrametilbenzidina (TMB). A quantidade de BDNF na solu¢cdo de ensaio é proporcional
a intensidade da cor gerada na reacdo de oxidacao-reducdo. Ao final, a reacao foi
interrompida com &cido cloridrico 1N e a leitura foi feita no leitor de placa Biotek Eon,
com software Gen 5 2.0, a 450nm.

Para andlise dos efeitos da reabilitagcdo, fez-se a comparacdo dos niveis de
BDNF plasmatico antes e apds tratamento. Para analise dos efeitos das diferentes
estratégias, comparou-se os grupos TCIl e TR nos periodos pré e pés tratamento. Para
analisar se ha efeitos dos diferentes tipos de tratamento sobre os valores de BDNF
plasméatico em homens e mulheres, comparou-se as medidas de BDNF antes e depois

de cada terapia considerando o género.



32

3.2.Estudo populacional

O estudo populacional foi realizado com individuos de trés estados do Brasil e
teve o total de 1558 sujeitos voluntarios. Esse estudo fez parte de um projeto maior —
“Caracterizagao fenotipica de ritmos circadianos em individuos com diferentes
genotipos para polimorfismo nos genes reldégio em diferentes regides do Brasil: énfase
na investigacdo do gene Per3 e o efeito latitude” — coordenado pelo Prof. Mario
Pedrazzoli Neto, colaborador nesse projeto, no qual foi aplicado um questionario onde
havia o topico “etnia” adotado no presente estudo como “cor/raca,” conforme definicao
do IBGE (2010).

Os respondentes neste item se declararam como de cor/raca preta, parda,
branca, amarela ou indigena. Outra questdo abordada no questionario foi quanto a
cor/raca dos pais e avos dos respondentes, e as respostas poderiam ser que seus pais
e avos eram de cor/raca preta, parda, branca, amarela, indigena ou néo sei. Esses
dados foram utilizados para caracterizar o perfil dos respondentes e de seus
ascendentes e assim, relacionar as respostas com a genotipagem dos participantes.

Foram coletadas amostras de saliva dos 1558 sujeitos residentes em Maceio
(Alagoas), Porto Alegre (Rio Grande do Sul) e Campinas (S&o Paulo) para genotipagem
do polimorfismo Val66Met, porém, conseguimos realizar a genotipagem de 1300
amostras. Um total de 1284 individuos tiveram suas amostras genotipadas e

responderam a questéo cor/raca (tabela 2).

3.3.Técnicas de Biologia Molecular

As técnicas de biologia molecular para genotipagem foram aplicadas tanto no
estudo com pacientes com AVC, quanto no estudo populacional. Para analise do
estudo com pacientes, utilizou-se todas as amostras coletadas (n=54) a fim de

compararmos as frequéncias alélicas com as do estudo populacional. Desta forma,
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foram identificados trés padrbes genotipicos: GG (homozigoto selvagem), GA
(heterozigoto), AA (homozigoto polimérfico), utilizados para analise da frequéncia
genotipica e alélica, tanto para o grupo de sujeitos com AVC, quanto para o grupo de
individuos saudaveis. Com o objetivo de compreender se a presenca de apenas um
alelo no gendtipo poderia influenciar na quantidade de BDNF circulante, juntamos os

grupos GA e AA, ficado assim nesta parte das analises dois grupos, GG e GA+AA.

3.3.1. Extragdo do DNA

O DNA dos individuos com AVC foi extraido do sangue, pois além da extracéo
do DNA, foi utilizado o plasma sanguineo para quantificacdo do BDNF. J& o DNA dos
individuos do estudo populacional foi extraido por meio de células da mucosa oral por
ser um método de coleta facil, ndo invasivo e que nao requer profissional de saude
habilitado para fazer a coleta das amostras.

O procedimento de coleta do sangue dos pacientes foi realizado por profissionais
de enfermagem, que coletaram o sangue por meio da veia cefalica, basilica ou
mediana, do membro superior em tubos contendo EDTA, antes do inicio e apds o
término do protocolo experimental para analise do fator neurotréfico BDNF. Os tubos
foram identificados por numeros, data de nascimento, horario e data da coleta. Logo
apos a coleta o material foi mantido a 4°C para segura conservacao da proteina.

O sangue foi centrifugado a 3000rpm a temperatura de 4°C por 50minutos para
separacao do plasma. O plasma foi coletado com uma pipeta ajustada ao volume de
500ul, assim, de cada paciente obtivemos em média 5 tubos de 1,5ml identificados com
0s cbdigos dos pacientes, contendo no maximo 500ul de plasma. Posteriormente, o
sangue e o plasma foram estocados em freezer -80°C até sua utilizacao.

O DNA dos pacientes foi extraido do sangue coletado, a extracdo seguiu o
protocolo “Salting-Out”, que é dividido em duas etapas que séo realizadas em dois dias

consecutivos.
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J& as amostras de 1300 individuos do grupo controle, formado por individuos
saudaveis, o DNA foi obtido a partir de células da mucosa oral, utilizando-se uma
escova tipo “cytobrush” (Kolplast). A coleta foi feita esfregando a escova na parte
interna da bochecha por, aproximadamente, dez vezes de cada lado. As amostras
foram coletadas de todos os participantes no estudo, e o DNA foi extraido utilizando o
protocolo de extracdo de DNA “Processo Buccal Swaps”. Este protocolo consiste em
retirar a amostra de saliva coletada que esta no swaps, e passar para tubo de 1,5ml,
adicionar proteinase K e incubar por 1 hora. Depois de percorrido este tempo, adiciona-
se NaCl e centrifuga-se. Ao término da centrifugacao, transfere-se o sobrenadante
para um novo tubo de 1,5ml. Adiciona-se alcool 95% e homogeneiza-se. E necessario
descartar o sobrenadante e acrescentar alcool 70%. Centrifuga-se novamente e
descarta-se o sobrenadante mais uma vez. Por fim, os tubos abertos séo colocados no

banho seco por 20 minutos e adiciona-se H,0.

3.3.2. Genotipagem do polimorfismo Val66Met

Para identificacdo do polimorfismo Val66Met, os DNAs de todos os participantes
do estudo foram genotipados utilizando-se a técnica Polymerase chain Reaction PCR-
RFLP, (utilizando a curva de melting como ferramenta).

O DNA extraido das células da mucosa oral e de sangue total, foram
amplificados nas regides de interesse, utilizando-se primer BDNF- RS 6265 F
(foreword) sequencia 5'para 3" - GCT TGA CAT CAT TGG CTG AC - e o primer R
(reverse) de sequéncia 5'para 3" - CCG AAC TTT CTG GTC CTC AT (Invitrogen by Life
Technologies, USA). O polimorfismo Val66Met do BDNF ja havia sido sequenciado
anteriormente pelo grupo.

Para realizacdo da PCR, as amostras foram diluidas com TE para estabelecer
igualdade de concentracdo. Em seguida, foi realizada quantificagcdo do DNA utilizando o
equipamento nano-drop. Apd6s a quantificacdo, calculamos, utilizando o programa

Excel, o volume de DNA e o volume de &gua (ultrapura livre de DNAse), necessarios



35

para pipetagem em placa de 96 poc¢os, que posteriormente, foram levadas ao robd
QIAgility (Qiagen,Courtaboeuf, France). O rob6 realizou a pipetagem precisa dos
reagentes preparando o mix da PCR, considerando o volume final de 20ul para
amostras de DNA extraido de saliva (individuos saudaveis) e 50ul para amostras de
DNA extraido de sangue.

A técnica que envolve a curva de melting é realizada por meio do protocolo High
Resolution Melt (HRM) que pode ser utilizada para analisar virtualmente todos os tipos
de variantes na sequéncia de DNA, incluindo uma Unica mudanca de bases, insercdes
e delecoes.

O HRM é realizado inicialmente como uma PCR convencional, com adicéo
apenas de um corante verde (fluéforo). Este corante de cor verde na dupla fita de DNA
ira fluorescer intensamente nesse estado. A fluorescéncia é elevada na andlise de
fuséo, pois a amostra inicia com DNA condensado em dupla fita, mas com o aumento
da temperatura a fluorescéncia diminui e o DNA se dissocia em fita simples (CORBETT,
2006).

Ainda Segundo Corbett (2006), a analise da curva de melting é uma extenséo
prévia da dissociagcdo ou fusdo em andlises, pois esta técnica € utlizada na
caracterizacao de amostras de DNA de acordo com o comportamento que a fita dupla
de DNA se separa e se torna fita simples, de acordo com o0 aumento da temperatura.
Desta forma, quanto maior for a temperatura menor sera a fluorescéncia, apresentando

assim diferentes curvas para diferentes genotipos.

3.4.Andlise Estatistica

Para andlise dos dados desta pesquisa adotou-se o critério estatistico de um
intervalo de confianca de 95% e o nivel de significancia de 5%, utilizou-se as técnicas
de analises descritivas, medidas de tendéncia central, teste de normalidade
(KolmoGorov-Smirnov), diferenca de médias, analise de variancia, e andlise de

correlagao.
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Os dados do BDNF plasmatico obtidos nas andlises de ELISA foram submetidos
ao teste de normalidade (KolmoGorov-Smirnov ). Como 0s grupos testados tiveram
distribuicdo normal, utilizou-se o teste paramétrico teste T de student para comparacao
entre os periodos pré e poés-tratamento, comparando TR e TCI, género e tipo de
tratamento. Para avaliar a relacdo entre genotipagem e os niveis de BDNF no pré e
pés-tratamento, também foi realizada utilizando o teste T de student.

A analise da frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo nos dois grupos
(individuos saudaveis ou com AVC) foi observada por meio de analise estatistica
descritiva e utilizamos o teste de x2 para verificar a associacdo da genotipagem de
acordo com as regifes. A distribuicdo genotipica foi verificada para o equilibrio de
Hardy-Weinberg. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o pacote estatistico
SPSS.

4. Resultados

Considerando que o estudo foi dividido em duas etapas, apresentar-se-a primeiro
as analises dos dados referentes aos individuos com AVC e, na sequéncia, serao
apresentados os dados do estudo populacional, a fim de deixar mais claro os achados
desta pesquisa.

Como ja mencionado no item materiais e métodos utilizamos as amostras do
total de pacientes para a analise da frequéncia genotipica e alélica (n=54), mas para a
analise do BDNF plasmatico, o numero de individuos foi trinta e quatro, pois sé os

pacientes que permaneceram no tratamento foram considerados.

4.1.Estudo com os individuos com AVC

Nesta etapa serdo apresentados: (i) a relacdo dos niveis de BDNF plasmético
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antes e apos tratamento de reabilitacdo, (ii) a comparacéo antes e apos TR e TCI (iii) a
relacdo entre os niveis de BDNF com genoétipo e com o tipo de tratamento e (iv) a

associagao dos niveis de BDNF com a genotipagem.

4.1.1. Andlise do BDNF plasmatico

Os efeitos da reabilitacdo sobre os valores de BDNF plasmatico foram testados
na amostra de 34 sujeitos com AVC de ambos o0s sexos, idade média 58,14 com desvio
padrédo de 13,74.

Comparou-se as medidas de BDNF antes e depois dos pacientes serem
submetidos ao tratamento. Conforme mostrado na figura 3, os valores obtidos pelo
método ELISA mostraram que houve efeito do tratamento sobre a quantidade de BDNF
circulante (p= 0,019; BDNF antes do tratamento = 1715,08 + 243,54 pg/ml; BDNF apos
o tratamento = 2589,73 + 317,85 pg/ml).

NIVEIS DE BDNF ANTES E APOS TRATAMENTO
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Figura 3 —. Gréfico das médiastepm das dosagens de BDNF plasmatico feitas por
método ELISA medidas em picogramas por mililitro. A andlise foi feita de amostras
coletadas antes e ap6s 3 meses de tratamento (* = p<0,05; teste T- Student).
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Para analisar os efeitos dos diferentes tipos de tratamento, terapia roboética e
terapia de contenséo induzida, sobre os valores de BDNF plasmatico nesta amostra,
comparou-se as medidas de BDNF antes e depois de cada grupo de pacientes serem
submetidos as terapias. Conforme mostrado na figura 4, os valores obtidos pelo método
de ELISA mostraram que houve efeito da terapia robética sobre a quantidade de BDNF
circulante (TR, p= 0,013; BDNF antes do tratamento = 1521,89 + 307,39 pg/ml e depois
do tratamento 2802,45 + 377,00 pg/ml). Nao houve efeito da terapia de contenséo
induzida sobre a quantidade de BDNF circulante (TCl com total de 15 individuos
p=0,513; BDNF antes da terapia = 1959,78 + 394,17 pg/ml e depois do tratamento
2320,00 + 546,00 pg/ml).

NIVEIS DE BDNF ANTES E APOS TERAPIA ROBOTICA E TERAPIA DE

CONTENSAO INDUZIDA
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Figura 4 — Gréfico das médiastepm das dosagens de BDNF plasmatico feitas por
método de ELISA medidas em picogramas por mililitro. O grupo TR (n=19) realizou
terapia robdtica por um periodo de 3 meses, assim como grupo TCI (n=15) realizou
terapia de contensdo induzida também por 3 meses. A analise foi feita de amostras
coletadas antes e ap0s o tratamento. ( * = p<0,05; teste T- Student).

Os valores da analise pelo método ELISA mostraram que houve efeito da TR
sobre a quantidade de BDNF circulante em mulheres (p= 0,054; BDNF antes do
tratamento = 1765,17 = 533,12 pg/ml e depois do tratamento = 3334,96 + 497,96 pg/ml).

N&o houve efeito da TR sobre o BDNF plasmatico dos homens submetidos ao protocolo
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(p= 0,13; BDNF antes do tratamento = 1344,96 + 376,36 pg/ml e ap0s o tratamento =
2415,18 + 530,62 pg/ml). Ndo houve diferenca estatistica sobre os valores de BDNF
circulante quando comparados homens e mulheres que realizaram TCI (mulheres (n=9),
p= 0,97; BDNF antes do tratamento = 1649,86 + 447,95 pg/ml e ap6s o tratamento =
1667,71 + 549,89 pg/ml; homens (n=6), p= 0,42; BDNF antes do tratamento = 2424,66
+ 730,75 pg/ml e apds o tratamento = 3299,13 £+ 1021,03 pg/ml).

NIVEIS DE BDNF: GENERO e TRATAMENTO
5000

4500
4000

3500 [

3000

2500

BDNF (pg/ml)

2000 @ Antes

1500 D Apés

1000

500

TRF TRM TCIF TCIM

Figura 5 —. Gréafico da comparacdo das médiastepm das dosagens de BDNF plasmatico
feitas por método de ELISA medidas em picogramas por mililitro associado ao género e
estratégia de reabilitacdo. TRF indica individuos com AVC do género feminino que realizou
terapia robética (n=8); TRM indica individuos com AVC do género masculino do grupo
terapia robdtica (n=11); TCIF mostra individuos com AVC do género feminino do grupo
terapia de contensao induzida (n=9) e TCIM, individuos com AVC do género masculino do
grupo terapia de contenséo induzida (n=6). Os dados foram comparados antes e depois da
reabilitagdo. (* = p<0,05,;teste T- Student).
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4.1.2. Gendétipo do grupo AVC

Para as analises do gendtipo do grupo de individuos com AVC, utilizamos duas
formas de agrupamentos: i) foram consideradas as frequéncias alélicas divididas nos
grupos AA, GA e GG; ii) agrupamos os genotipos AA e GA, obtendo assim dois grupos
AA+GA e GG.

A figura 6 mostra a distribuicdo genotipica do polimorfismo Val66Met nos sujeitos
com AVC (n=54). A frequéncia do gendtipo GG foi 62,96%, GA 33,33% e AA 3,70%.

FREQUENCIA GENOTIPICA DOS INDIVIDUOS COM AVC

GENOTIPO PERCENTUAL N° DE INDIVIDUOS
GG 62,96% 34
GA 33,33% 18
AA 3,70% 2
4 ™
100%
80%
62.96%
60%
40% 33.33%
20%
3.70%
0% —
GG GA AA
— _/

Figura 6 — Tabela e gréfico representando a distribui¢do genotipica
nos grupos de individuos com AVC. Gendtipos GG (homozigoto
selvagem), GA (heterozigoto), AA (homozigoto polimérfico). Dados
apresentados em porcentagem, em equilibrio Hardy-Weinberg.

A figura 7 apresenta o gréfico e a tabela das frequéncias do alelo G e A no grupo
de sujeitos com AVC. A frequéncia do alelo G foi 79% e do alelo A 21%.
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FREQUENCIA ALELICA DOS INDIVIDUOS COM AVC

GENOTIPO PERCENTUAL
ALELO G 79,00%
ALELO A 21,00%
4 )
100%
79,00%
80%
60%
40%
21,00%
- E
0%
ALELO G ALELOA
L J/

Figura 7 —. Tabela e gréfico da distribuicdo genotipica no grupo de individuos
com AVC, Gendtipos GG (homozigoto selvagem), GA (heterozigoto), AA
(homozigoto polimérfico). Dados apresentados em porcentagem, em equilibrio
Hardy-Weinberg.

4.1.3. Relacéo entre niveis de BDNF e genétipo

Para as analises comparativas do BDNF plasmético com os genoétipos, agrupou-
se o0s grupos AA e GA, obtendo assim dois grupos AA+GA e GG.

Os dados dos niveis de BDNF pré e pos-tratamento foram comparados com a
genotipagem dos individuos com AVC e estdo apresentados na figura 8, a fim de
estabelecer uma possivel associagdo. Os valores de BDNF plasmatico obtido pelo
método ELISA mostraram que ndo houve relagdo entre o gendtipo e a quantidade de
BDNF circulante; p=0,38 antes do tratamento e p=0,43 apO6s o tratamento (grupo
AA+GA - BDNF antes do tratamento = 1431,523 + 415,14 e ap0s o tratamento 2349,64
+ 515,70. Grupo GG - BDNF antes do tratamento = 1850,69 + 302,45 e apoOs o
tratamento 2704,56 + 405,40).
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FREQUENCIA GENOTIPICA AGRUPADA DOS INDIVIDUOS COM AVC

GENOTIPO PERCENTUAL N° DE INDIVIDUOS
GA+AA 32,40% 11
GG 67,70% 23

Niveis de BDNF e Gendétipo
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Figura 8 — Tabela da frequéncia genotipica nos pacientes com AVC e gréfico das
médiastepm dos dados entre os niveis de BDNF pré e pés tratamento versus a
genotipagem dos individuos com AVC. O grupo AA+GA representa os individuos que
carregam em seu genétipo pelo menos um alelo A (AA - heterozigoto polimorfico - e GA
- heterozigoto). O grupo GG representa individuos homozigéticos, ou seja, sem
presenca do alelo Val. A comparacéo ndo revelou diferenca significativa entre genoétipo
e os niveis de BDNF (* = p>0,05, teste T- Student).

4.2.Estudo populacional

O estudo populacional contou com o nimero de 1558 sujeitos sem o diagndstico
de AVC, estudantes universitarios, de ambos os sexos, sendo 752 (48,3%) do sexo
masculino e 806 (51,7%) do sexo feminino com idade média 21,53 e desvio padrao de
4,71. Os sujeitos responderam a um questionario que havia, entre outras questdes, 0
topico etnia e, por meio das respostas dadas a estas perguntas, foi possivel identificar

raca/cor e as relacionar com os dados da genotipagem.
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4.2.1. Caracterizacdo genotipica

Do total de sujeitos do estudo populacional, 1300 tiveram amostras viaveis para
andlise do gendtipo. A figura 9 mostra a distribuicdo genotipica do polimorfismo
Val66Met no gene BDNF nos individuos saudaveis. A frequéncia do genoétipo GG foi
66,08%, GA, 30,38% e AA, 3,54%. Utllizamos como ferramenta de analise de

distribuicdo genotipica o equilibrio Hardy-Weinberg.

FREQUENCIA GENOTIPICA DOS INDIVIDUOS SEM AVC

GENOTIPO PERCENTUAL N° DE INDiVIDUOS
GG 66,08% 859
GA 30,38% 395
AA 3,54% 46
4 )
100%
80%
66,08%
60%
L)
40% 30.38%
20%
3.54%
0% —
GG GA AA
. J/

Figura 9 — Grafico da porcentagem de distribuicdo genotipica nos
grupos de individuos com AVC e saudaveis (n=1300). Genétipos GG
(homozigoto selvagem), GA (heterozigoto), AA (homozigoto
polimérfico). Dados apresentados em porcentagem, em equilibrio
Hardy-Weinberg.

A figura 10 apresenta a tabela e o grafico das frequéncias do alelo G e A na
populacéo de individuos saudaveis. A frequéncia do alelo G foi de 81% e do alelo A de
19%.
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FREQUENCIA ALELICA DOS INDIVIDUOS SEM AVC

GENOTIPO PERCENTUAL
ALELO G 81,00%
ALELO A 19,00%
p
100% )
&
80°% 81.00%
60%
40%
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Figura 10 — Tabela e gréfico da frequéncia dos alelos G e A no grupo de individuos saudaveis (n=1300).
Dados apresentados em porcentagem. Equilibrio de Hardy-Weinber.

4.2.2. Estudo das relagcdes entre cor/raca e genotipagem

Apoés analise por meio de estatistica descritiva foi possivel observar alguns
padrdes de distribuicdo de cor/raca na populacdo saudavel participante desta pesquisa.
Buscou-se, assim, obter melhor compreensdo de possiveis inter-relacdes entre o0s
padrbes de cor/raca e a presenca ou nao do polimorfismo Val66Met.

Dos 1558 individuos, 8 ndo responderam a variavel cor/ragca, como podemos
observar na tabela 8. A cor/raca predominante é a branca com 985 individuos que
corresponde a 63,2% da amostra, seguida da parda com 430 (27,7%), amarela com 65
(4,2%), preta 63 (4,1%) e indigena 7 (0,5%).

Para se verificar a distribuicdo genotipica em relacdo a cor/raca dos individuos

desta amostra, foram utilizados os 1284 individuos que responderam a questéo
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cor/raca que tiveram amostras viaveis para realizacdo da genotipagem. Os sujeitos de
cor/raca branca somam um total de 826 sendo, destes, 530 (64,2%) apresentaram
genotipo GG, 260 (31,5%) gendtipo GA e 36 (4,4%) genotipo AA. Para a cor/raga parda
obteve-se um total de 342 individuos, sendo que 246 (71,9%) apresentam genétipo GG,
90 (26,3%) gendtipo GA e 6 (1,8%) gendtipo AA. Do total de 55 individuos da cor/raca
amarela, 28 (50,9 %) apresentaram genétipo GG, 23 (41,8%) gendtipo GA e 4 (7,3%)
AA. Para a cor/raca preta, com total de 56 individuos, 45 (80,4%) apresentaram
gendtipo GG e 11 (19,6) gendtipo GA e ndo se observou ocorréncia do gendtipo AA
(polimorfismo). A cor/raca Indigena teve um total de 5 individuos, sendo que 4 (80%)
apresentam genotipo GG, 1 (20%) GA e nenhum dos sujeitos avaliados apresentou AA,
(tabela 3).

42.2.1. Genotipagem e cor/raca da méae

Para se verificar a relacdo entre a distribuicdo genotipica dos individuos com as
respostas que eles deram referente a cor/fraga da mae foram utilizados os 1272
individuos que responderam a questao cor/raca da mae e tiveram amostras viaveis para
realizacdo da genotipagem.

Os sujeitos que declararam a méde como de cor/raca branca somam um total de
876 individuos sendo que destes 574 (65,5%) apresentaram gendtipo GG, 267, (30,5%)
gendtipo GA e 35, (4,0%) gendtipo AA. Para os que relataram ter mae de cor/raca
parda, obteve-se um total de 297 individuos, sendo 201 (67,7%) com gendtipo GG, 89
(30,0%) com gendtipo GA e 7 (2,4%) com gendtipo AA. Para os que relataram ter mae
de cor/raca amarela, com total de 48 individuos sendo 25 (52,1%) genotipo GG, 21
(43,8%) GA e 2 (4,2%) AA. Para os que relataram ter mée de cor/raca Preta, com o
total igual a 43 individuos sendo 36 (83,7%) gendtipo GG, 7 (16,3%) GA e, ndo houve
mae de cor/raca preta com filhos de genoétipo AA. Para os que relataram ter mée de
cor/raca Indigena, com total igual a 8 individuos que representa (100%), todos os 8

apresentaram genotipo GG. Os dados estdo apresentados na tabela 3.
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4.2.2.2. Genotipagem e cor/raga do pai

Utilizou-se os mesmos 1238 individuos que responderam a questdo cor/raca do
pai e tiveram amostras vidveis para realizagdo da gendtipagem.

Os sujeitos que declararam o pai como de cor/raca branca somam um total de
801 individuos sendo que destes 513 (64,0%) apresentam gendétipo GG, 257 (32,1%)
gendtipo GA e 31 (3,9%) gendtipo AA. Pai de cor/raca parda, total igual a 325 sendo
240 (73,8%) gendtipo GG, 77(23,7%) gendtipo GA e 8 ( 2,5%) gendtipo AA. Para os
gue relataram ter o pai de cor/raca amarela,obteve-se um total de 4lindividuos sendo
que 21 (51,2%) apresentaram genotipo GG, 16 (39,0%) gendtipo GA e 4 ( 9,8%) AA.
Para os que relataram ter o pai de cor/raga cor/raca preta obteve-se o total de 63
individuos sendo que 47 (74,6%) apresentaram genoétipo GG, 15 (23,8%) gendtipo GA e
1 (1,6%) gendtipo AA. Para os que relataram ter o pai de cor/raga cor/raca Indigena,
obteve-se o total de 8 individuos sendo que 5 ( 62,5%) apresentaram genétipo GG e 3
(37,5) gendtipo GA e nenhum dos sujeitos avaliados apresentou genotipo AA, como
demonstrado na tabela 3.

4.2.2.3. Genotipagem e cor/raca da avo materna

1197 individuos que responderam a questdo de cor/ raca da avé materna e
tiveram amostras viaveis para realizacdo da genotipagem fizeram parte desta analise.

Como apresentado na tabela 3, os sujeitos que declararam ter avdé materna de
cor/raca branca somam um total de 833 sendo que destes 548 (65,8%) apresentam
genodtipo GG, 249 (29,9%) GA e 36 (4,3%)AA. Os que relataram ter avé materna de
cor/raca parda somou-se um total de 237 individuos, sendo que destes 153 (64,6%)
apresentaram genotipo GG, 78 (32,9%) gendtipo GA e 6 ( 2,5%) gendtipo AA. Para os
gue relataram ter avo materna de cor/raca amarela obteve-se um total de 49 individuos

sendo que destes 27 (55,1%) apresentaram genétipo GG, 20 (40,8%) gendtipo GA e 2
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(4,1%) AA. Para os que relataram ter avé materna de cor/raca preta, obteve-se um total
igual a 48 sendo que destes 40 (83,3%) apresentaram genétipo GG, 8 (16,7%) genotipo
GA e nédo houve observacdes de avo materna de cor/raca preta com neto de genaotipo
AA. Para os que relataram ter avdé materna de cor/raca Indigena, obteve-se um total de
30 individuos sendo que destes 21 (70%) apresentaram genoétipo GG e 9 (30%)
genotipo GA. Nao foi observado avé materna de cor/raca indigena com neto de

genotipo polimorfico AA.

42.2.4. Genotipagem e cor/raga do avd materno

Foi possivel empregar 1119 individuos nas andlises de distribuicdo genotipica
dos individuos em relacdo as respostas que eles deram para cor/raca do avd materno,
estes individuos foram os que responderam a questdo cor/raca do avd materno e as
amostras satisfatorias para genotipagem.

Os sujeitos que declararam ter avd materno de cor/raca branca somam um total
de 715 individuos, sendo que destes 463(64,8%) apresentam genétipo GG, 221(30,9
%) GA e 31(4,3%)AA. Para os que relataram ter avé materno de cor/raca parda obteve-
se um total de 270 individuos sendo que destes 184 (68,1%) apresentaram genétipo
GG, 78 (28,9%) gendtipo GA e 8 (2,4%) gendtipo AA. Para os que relataram ter avd
materno de cor/raca amarela, obteve-se um total igual a 40 individuos sendo que
destes 21 (52,5%) apresentaram genotipo GG, 17 (42,5%) gendétipo GA e 2( 5,0%) AA.
Para os que relataram ter avd materno de cor/raca preta, obteve-se um total de 75
individuos sendo que destes 56(74,7%) apresentaram genotipo GG, 19 (25,3%)
gendtipo GA e ndo observou-se av0 materno de cor/raca preta com neto de genétipo
AA. Para os que relataram ter avd materno de cor/raga Indigena, obteve-se um total de
19 individuos sendo que destes 16 (84,2%) apresentaram genotipo GG e 3 (15,8%)
genotipo GA. As observacfes de avdé materno de cor/raca indigena com neto de

genotipo AA foram nulas, (tabela 3).
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4.2.2.5. Genotipagem e cor/raca da avo paterna

Adotou-se 1146 individuos, que responderam a questdo cor/raca da avo paterna
e suas amostras foram vidveis para realizagdo da genotipagem.

Assim, os participantes que declararam ter avd paterna de cor/raca branca
somam um total de 809 individuos sendo que destes 526 (65,0%) apresentam genétipo
GG, 253 (31,3%) GA e 30 (3,7%)AA. Para os que relataram ter avé paterna de cor/raca
parda obteve-se um total de 214 individuos sendo que destes 151 (70,6 %)
apresentaram genotipo GG, 58 (27,1 %) gendétipo GA e 5 ( 2,3%) gendétipo AA. Para os
gue relataram ter avé paterna de cor/raca amarela obteve-se um total de 37 individuos
sendo que destes 19(51,4 %) gendtipo GG, 16(43,2 %) genodtipo GA e 2 (5,4%) AA.
Para os que relataram ter avé paterna de cor/raca preta, obteve-se um total de 57
individuos sendo que destes 47 (82,5%) apresentaram genétipo GG, 9 (15,8%)
genotipo GA e 1 ( 1,8%) gendtipo AA. os que relataram ter avd paterna de cor/raca
Indigena, obteve-se um total de 29 individuos sendo que destes 21 individuos (72,4%)
apresentaram genétipo GG e 8 (27,6%) gendtipo GA e nao houve observacdes de avd

paterna de cor/raga indigena com neto que apresentasse genotipo AA (tabela 3).

4.2.2.6. Genotipagem e cor/raca do avd paterno

Os respondentes as questbes de cor/raca do avd paterno e suas amostras

viaveis para genotipagem somam um total de1132 individuos.

Portanto, como apresentado na tabela 3, os sujeitos que declararam ter avd
paterno de cor/raca branca somam um total de 725 individuos sendo que destes 459
(63,3%) apresentaram genétipo GG, 235 (32,4%) GA e 31(4,3%) AA. Para os que
declararam ter avd paterno de cor/raca parda, obteve-se um total de 282 individuos
sendo que destes 207 (73,4%) apresentam genotipo GG, 72 (25,5%) genotipo GA e 3

(1,1%) gendtipo AA. Para os que declararam ter avd paterno de cor/raca amarela,
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obteve-se um total de 4lindividuos sendo que destes 21(51,2 %) apresentaram
genotipo GG, 16 (39,0%) gendtipo GA e 4 (9,8%) AA. Para os que declararam ter avo
paterno de cor/raca preta, obteve-se um total de 69 individuos sendo que destes 51
(73,9%) apresentam genotipo GG, 16 (23,2%) gendtipo GA e 2(2,9%) gendtipo AA. Os
gue declararam ter av6 paterno de cor/raca Indigena,obteve-se um total de 15
individuos sendo que destes 9 (60%) apresentaram genoétipo GG e 6 (40%) gendtipo
GA e ndo houve observacdes de avd paterno de cor/raca indigena com neto que

apresentasse genotipo AA.

Tabela 3 — Genotipagem e cor/raca

Cor/raca GG% GA% AA% N
Respondente de cor/ra¢a branca 64,2 31,5 4.4 826
Respondente de cor/raca parda 71,9 26,3 1,8 342
Respondente de cor/raca amarela 50,9 41,8 7,3 55
Respondente de cor/raca preta 80,4 19,6 0,0 56
Respondente de cor/raca indigena 80,0 20,0 0,0 5
Mé&e de cor/raca branca 65,5 30,5 4,0 876
Mé&e de cor/raca parda 67,7 30,0 2,4 297
Mé&e de cor/raca amarela 52,1 43,8 4,2 48
Mé&e de cor/raca preta 83,7 16,3 0,0 43
Mae de cor/raca indigena 100,0 0,0 0,0 8
Pai de cor/raca branca 64,0 32,1 3,9 801
Pai de cor/raca parda 73,8 23,7 2,5 325
Pai de cor/raca amarela 51,2 39,0 9,8 41
Pai de cor/raca preta 74,6 23,8 1,6 63
Pai de cor/raca indigena 62,5 37,5 0,0 8
Avo materna de cor/raca branca 65,8 29,9 4,3 833
Avéo materna de cor/raca parda 64,6 32,9 2,5 237
Avé materna de cor/raca amarela 55,1 40,8 4,1 49
Avo materna de cor/raga preta 83,3 16,7 0,0 48
Avé materna de cor/raca indigena 70,0 30,0 0,0 30
Avb materno de cor/raca branca 64,8 30,9 4,3 715
Avd materno de cor/raca parda 68,1 28,9 2,4 270
Avd materno de cor/raca amarela 52,5 42,5 5,0 40
Avb materno de cor/raca preta 74,7 25,3 0,0 75

Avd materno de cor/raca indigena 84,2 15,8 0,0 19
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Etnia GG% GA% AA% N
Avé paterna de cor/raca branca 65,0 31,3 3,7 809
Avé paterna de cor/raca parda 70,6 27,1 2,3 214
Avo paterna de cor/raca amarela 51,4 43,2 5,4 37
Av0 paterna de cor/raca preta 82,5 15,7 1,8 57
Avé paterna de cor/raca indigena 72,4 27,6 0,0 29
Avb paterno de cor/raca branca 63,3 32,4 4,3 725
Avo paterno de cor/raca parda 73,4 25,5 11 282
Avd paterno de cor/raca amarela 51,2 39,0 9,8 41
Avb paterno de cor/raca preta 73,9 23,2 29 69
Avb paterno de cor/raca indigena 60,0 40,0 0,0 15

Com as respostas obtidas dos participantes, foi possivel também descrever o

perfil de cor/raca dos sujeitos da pesquisa com relagcéo a cor/raca de seus familiares.

42.2.7. Cor/raca do participante e cor/raca da méae

Com os dados dos participantes, buscou-se verificar a distribuicdo racial dos
individuos em relacdo as respostas que eles deram para cor/raca da mée. Assim, foram
utilizados os auto-relatos de 1535 individuos que deram respostas quanto a sua
cor/raca e a da sua mae, como demonstrado na tabela 4.

Os sujeitos que se declararam de cor/raca preta e responderam a questdo de
cor/ ragca da mae somam um total de 62 sendo e destes 35 (56,5%) individuos
declararam ter mae de cor/raca preta, 18 (29,0%) mae de cor/raca parda, 8 (12,9%)
mae de cor/raca branca, 1 (1,6%) mae de cor/raca indigena e 0% mae de cor/raca
amarela.

Os individuos que se declararam de cor/raca parda e responderam a questao de
cor/ raca da mde somam um total de 425, sendo que destes 11 (2,6%) declararam ter
mae de cor/raca preta, 261 (61,4%) mae de cor/raca parda, 148 (34,8%) mae de
cor/raca branca, 3 (0,7%) méae de cor/raca amarela, 1 (0,2%) mae de cor/raca indigena.
E um individuo desconhece a cor/raca da mée.



51

Os respondentes de cor/raca branca e responderam a questao de cor/ raca da
mae somam um total de 977, sendo que destes 3 (0,3%) declararam ter mae de
cor/raca preta, 83 (8,5%) mae de cor/raca parda, 877 (89,8%) mée de cor/raca branca,
7 (0,7%) mae de cor/raca amarela, 5(0,5%) mae de cor/raca indigena. E dois
individuos desconhece a cor/raca da méae.

Sessenta e quatro individuos se declararam de cor/raca amarela e responderam
a questdo de cor/ raca da mae, sendo que destes 0% declaram ter méde de cor/raca
preta, 7 (10,9%) mée de cor/raca parda, 14 (21,9%) mae de cor/raca branca, 43
(67,2%) mae de cor/raca amarela, 0% mae de cor/raca indigena.

Dos sete individuos que se declararam ser de cor/raca Indigena e responderam
a questdo de cor/ raca da mae, nenhum declarou ter mae de cor/raca preta, 2 (28,6%)
mae de cor/raca parda, 2 (28,6%) mae de cor/raca branca, 1 (14,3%) mae de cor/raca

amarela, 2 (28,6%) mae de cor/raga indigena.

Tabela 4 — Cor/raca do sujeito e cor/fraga da mée

Cor/raca da mae

Etnia do sujeito Preta Parda Branca Amarela Indigena Desconhecida N
Preta 56,5%  29% 12,9% 0,0% 1,6% 0,0% 62
Parda 2,6% 61,4%  34,8% 0,7% 0,2% 0,2% 425
Branca 03%  85%  89,8% 0,7% 0,5% 0,2% 977
Amarela 0,0% 10,9% 21,9% 67,2% 0,0% 0,0% 64
Indigena 0,0% 28,6%  28,6% 14,3% 28,6% 0,0% 7

Total 1535
4.2.2.8. Cor/raca do participante e cor/raca do pai

A identificacdo da distribuicdo racial dos individuos em relacéo as respostas que
eles deram para cor/raca do pai foi feita utilizando-se dados de 1497 individuos que
responderam quanto a propria cor/fragca e a questdo de cor/raca do pai, como

demonstrado na tabela 5.
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Os sujeitos que se declararam de cor/raga preta e responderam a questdo de
cor/ raca do pai somam um total de 56 sendo que destes individuos 38 (67,9%)
declararam ter pai de cor/raca preta, 11 (19,6%) pai de cor/raca parda, 5 (8,9%) pai de
cor/raca branca, 1 (1,8%) pai de cor/raca amarela, 0% pai de cor/raca indigena. E um
individuo desconhece a cor/raca do pai.

411 individuos se declararam de cor/raca parda e responderam a questao do pai,
sendo que destes individuos 33 (8,0%) declararam ter pai de cor/raca preta, 269
(65,5%) pai de cor/raca parda, 102 (24,8%) pai de cor/raca branca, 2 (0,5%), pai de
cor/raca amarela, 3 (0,7%) pai de cor/raca indigena. E dois individuos desconhecem a
cor/raca do pai.

Se declararam de cor/raca branca 961 individuos estes também responderam a
guestao de cor/ raca do pai, destes individuos 4 (0,4%) declararam ter pai de cor/raca
preta, 110 (11,4%) pai de cor/raca parda, 836 (87,0%) pai de cor/raca branca, 4 (0,4%)
pai de cor/raca amarela, 5(0,5%) pai de cor/raca indigena. E 2 individuos desconhecem
a cor/raca do pai.

De cor/raca amarela e que responderam a questao de cor/ raca do pai somam
um total de 62 sujeitos destes 1 (1,6%) declarou ter pai de cor/raga preta, 10 (16,1%)
pai de cor/raca parda, 10 ( 16,1%) pai de cor/raca branca, 41 ( 66,1%) pai de cor/raca
amarela e, ndo houve declaracéo de pai de cor/raca indigena.

Soma-se 7 o numero de individuos que se declararam de cor/raca Indigena e
responderam a mesma questdo referente ao pai, destes individuos nenhum se
declarou ter pai de cor/raca preta, 2 (28,6%) pai de cor/raca parda, 1 ( 14,3%) pai de

cor/raca branca, 1 ( 14,3%) pai de cor/raca amarela, 3 (42,9%) pai de cor/raca indigena.

Tabela 5 — Cor/raga do sujeito e cor/raca do pai

Etnia do pai
Etnia do sujeito Preta Parda Branca Amarela Indigena Desconhecida N
Preta 67,9% 19,6% 8,9% 1,8% 0,0% 1,8% 56
Parda 8,0% 655% 24,8% 0,5% 0,7% 0,5% 411
Branca 0,4% 11,4% 87,0% 0,4% 0,5% 0,2% 961
Amarela 1,6% 16,1% 16,1% 66,1% 0,0% 0,0% 62
Indigena 0,00 28,6% 14,3% 14,3% 42,9% 0,0% 7

Total 1497
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4.2.2.9. Cor/raca do participante e cor/ragca da avo materna

Identificou-se 1463 individuos que responderam quanto a propria cor/raca e
também responderam a questdo de cor/raca da avOé materna, assim, foi possivel
compreender a distribuicdo racial deste grupo como demonstrado na tabela 6.

Os sujeitos que se declararam de cor/raca preta e responderam a questdo de
cor/ raca da avdé materna somam um total de 58, sendo que destes individuos 25
(43,1%) declararam ter pai de cor/raca preta, 12 (20,7%) avdé materna de cor/raca
parda, 16 (27,6%) avdé materna de cor/raca branca, 1 (1,7%) avé materna de cor/raca
amarela e 2 (3,4%) avo materna de cor/raca indigena. E dois individuos desconhecem
a cor/raca da avé materna.

Os participantes pardos e que responderam a questdo de cor/ raca da avo
materna somam um total de 401 sendo que destes 23 (5,7%) declararam ter avd
materna de cor/raca preta, 182 (45,4%) avé materna de cor/raca parda, 175 (43,6%)
avlo materna de cor/raca branca, 3 (0,7%) avo materna de cor/raca amarela, 12 (3,0%)
avé materna de cor/raca indigena. E seis individuos desconhecem a cor/raca da avo
materna.

Brancos que responderam a questdo de cor/ raca da avé materna somam um
total de 993 sendo que destes 9 (1,0%) declararam ter avo de cor/raca preta, 88 (9,4%)
avé materna de cor/raca parda, 798 (85,5%) avo materna de cor/raca branca, 10 (1,1%)
avé materna de cor/raga amarela, 18 (1,9%) avé materna de cor/raca indigena. E dois
individuos desconhece a cor/raga da avo materna.

Os que se declararam de cor/raca amarela e responderam a questdo de cor/
raca da avo materna somam um total de 64 sendo que destes 1 (1,6%) declararam ter
avo de cor/raca preta, 11 (17,2%) avO materna de cor/raca parda, 11 (17,2%) avo
materna de cor/raga branca, 39 ( 60,9%) avé materna de cor/raca amarela, 1 (1,6%)
avd materna de cor/raca indigena. Um individuo desconhece a cor/raca da avd
materna.

Dos sete individuos que se declararam de cor/ragca indigena e responderam a

guestao de cor/ raca da avé materna nenhum declarou ter avé materna de cor/raca
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preta, 2 (28,6%) avo de cor/raca parda, 2 (28,6%) avo materna de cor/raca branca, 1
(14,3%) avé materna de cor/fraca amarela e 1 (14,3%) avdé materna de cor/raca

indigena. E um individuo desconhece a cor/raga da avo materna.

Tabela 6 — Cor/raca do sujeito e cor/fraca da avé materna

Etnia da avé materna

Etnia do sujeito Preta Parda Branca Amarela Indigena Desconhecida N
Preta 43,1% 20,7% 27,6% 1,7% 3,4% 3,4% 58
Parda 57% 454% 43,6% 0,7% 3,0% 1,5% 401
Branca 1,0 9,4%  855% 1,1% 1,9% 1,1% 993
Amarela 16% 17,2% 17,2% 60,9% 1,6% 1,6% 64
Indigena 0,0% 28,6% 28,6% 14,4% 14,3% 14,3% 7

Total 1463
4.2.2.10. Cor/raga do participante e cor/raga do avo materno

A verificacao da distribuicdo racial dos individuos em relacdo as respostas que
eles deram para cor/raca do avé materno, foi realizada utilizando 1393 individuos, pois
estes responderam quanto a prépria cor/raca e também responderam a questdo de
cor/raca do avdé materno, como demonstrado na tabela 7.

Os sujeitos que se declararam de cor/raca preta e responderam a questdo de
cor/ raca do avd materno somam um total de 56 sendo que destes individuos 24
(42,9%) relataram ter avd materno de cor/raca preta, 14 (25,0%) avO paterno de
cor/raca parda, 12 (21,4%) avé materno cor/raca branca, 0% avé materno de cor/raca
amarela, 2 (3,6%) avé materno de cor/raca indigena. E 4 individuos desconhecem a
cor/raca do avd materno.

Somam um total de 392 individuos que se declararam de cor/raca parda e
responderam a questdo de cor/raga do avd paterno, destes 45 (11,5%) relataram ter
avd materno de cor/raca preta, 191 (48,7%) avd materno de cor/raca parda, 129

(32,9%) avd materno de cor/raga branca, 11 (2,8%) avé materno de cor/raca amarela e



55

nenhum individuo relatou ter avé materno de cor/raca indigena. Dezesseis individuos
desconhecem a cor/raca do avd materno.

Responderam a questdo de cor/raca e se declararam brancos 876 participantes
estes também responderam a mesma questao sobre o avb paterno, destes 22 (2,5%)
declararam ter avdé materno de cor/raga preta, 109 (12,4%) av6 materno de cor/raca
parda, 705 (80,5%) avé materno de cor/raca branca, 6 (0,7%) avé materna de cor/raca
amarela, 11 ( 1,3%) avd materna de cor/raca indigena. E dezesseis individuos
desconhecem a cor/raca do avd materno.

Os que se declararam de cor/raca amarela e responderam a questdo de cor/raca
do avbé materno somam um total de 62, destes 1 (1,6%) declararam ter avd paterno de
cor/raca preta, 11 (17,7%) avé materno de cor/raca parda, 11 (17,7%) avé materno de
cor/raca branca, 38 (61,3%) av0 materno de cor/raca amarela, 0% avd materno de
cor/raca indigena. E um individuo desconhece a cor/raca do avdé materno.

Participantes autodeclarados como indigena e responderam a questdo de
cor/raca do avd materno somam um total de 7 sendo que destes nenhum declarou ter
avo materno de cor/racga preta, 4 (57,1%) respondeu ter avé materno de cor/raga parda,
1 (14,3%) avd materno de cor/raca branca, e também ndo houve declaracdes de avd
materno de cor/raca amarela, 1 (14,3%) avé materno de cor/raca indigena. E um

individuo desconhece a cor/raca do avé materno.

Tabela 7 — Cor/raca do sujeito e cor/raga do avd materno

Etnia da avé materna

Etnia do sujeito Preta Parda Branca Amarela Indigena Desconhecida N
Preta 42,9% 25,0% 21,4% 0,0% 3,6% 7,1% 56
Parda 11,5% 48,7% 32,9% 0,0% 2,8% 4,1% 392
Branca 25% 12,4% 80,5% 0,7% 1,3% 2,6% 876

Amarela 1,6% 17,7% 17,7% 61,3% 0,0% 1,6% 62
Indigena 0,0% 57,1% 14,3% 0,0% 14,3% 14,3% 7

Total 1393
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4.2.2.11. Cor/raca do participante do estudo e a cor/ragca da avo paterna

Utilizou-se 1415 para se verificar a distribuicdo racial dos individuos em relacao
as respostas que eles deram para cor/raca da avé paterna, estes individuos foram os
gue responderam quanto a propria cor/raca e também responderam a questdo de
cor/raca da avo paterno, como demonstrado na tabela 8.

Declararam-se de cor/raca preta e responderam a mesma questdo sobre a avd
56 participantes do estudo, sendo que destes individuos 26(46,4%) declararam ter avo
paterna de cor/raca preta, 10 (17,9%) avé paterna de cor/raca parda, 14 (25,0%) avo
paterna cor/raca branca, 0% avoé paterna de cor/raca amarela, 2 (3,6%) avé paterna de
cor/raca indigena. E quatro individuos desconhecem a cor/raca da avo paterna.

394 individuos sdo pardos e responderam a questao de cor/ragca da avé paterna
destes 29 (7,4%) declararam ter avé paterna de cor/raca preta, 175 (44,4%) avo
paterna de cor/raca parda, 153 (38,8%) avé paterna de cor/raca branca, 3 (0,8%) avo
paterna de cor/raca amarela, 22 (5,6%) avo paterna de cor/raca indigena.E doze
individuos desconhecem a cor/raca da avo paterna. Os individuos que se declararam
de cor/raca branca e responderam a questao de cor/raca da avo paterna soma um total
de 895 sendo que destes 10(1,1%) declaram ter avOo paterna de cor/raca preta, 74
(8,3%) avo paterna de cor/raca parda, 779 (87,0%) avé paterna de cor/raca branca, 5
(0,6%) avo paterna de cor/raca amarela, 14 ( 1,6%) avé paterna de cor/raca indigena. E
treze individuos desconhecem a cor/raga da avé paterna.

Os individuos que se declararam de cor/raca amarela e responderam a questéo
de cor/raca da avo paterna somam um total de 63 sendo que destes individuos 1 (1,6%)
declararam ter avo paterna de cor/raca preta, 5 (7,9%) avo paterna de cor/raca parda,
19 (30,2%) avO paterna de cor/raca branca, 36 (57,1%) avO paterna de cor/raca
amarela, 0% avo paterna de cor/raga indigena. Dois individuos desconhecem a cor/raga
da avo paterna.

Sete individuos de cor/raca Indigena responderam a questéo de cor/raca da avo
paterna, sendo que destes nenhum declarou ter avé paterna de cor/raca preta, 2

(28,6%) avo paterna de cor/raca parda, 2 (28,6%) avd paterna de cor/raga branca,
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nenhum participante declarou ter avo paterna de cor/raca amarela e 3 (42,9%) avo

paterna de cor/raca indigena.

Tabela 8 — Cor/raca do sujeito e cor/raca da av0 paterna

Etnia da avé materna

Etnia do sujeito  Preta Parda Branca Amarela Indigena Desconhecida N
Preta 46,4%  17,9% 25,0% 0,0% 3,6% 7,1% 56
Parda 7,4% 44,4% 38,8% 0,8% 5,6% 3,0% 394
Branca 1,1% 8,3% 87,0% 0,6% 1,6% 1,5% 895

Amarela 1,6% 7,9% 30,2% 57,1% 0,0% 3,2% 63

Indigena 0,0% 28,6% 28,6% 0,0% 42,9% 0,0% 7
Total 1415
4.2.2.12. Cor/raca do participante do estudo e a cor/ragca do avo paterno

Como demonstrado na tabela 9, foi possivel verificar 1410 individuos que
responderam quanto a prépria cor/raca e também responderam a questdo de cor/raca
do avbé paterno, entdo, os individuos que se declararam de cor/raca preta e
responderam a questao de cor/ raca do avd paterno somam um total de 58 sendo que
destes individuos 30 (51,7%) declararam ter avb paterno de cor/raca preta, 14 (24,1%)
avo paterno de cor/raca parda, 9 (15,5%) avd paterno cor/raca branca, 0% avo paterno
de cor/raca amarela, 1 (1,7%) avd paterno de cor/raca indigena. Quatro individuos
desconhecem a cor/raga do avd paterno.

Identificou-se 387 sujeitos que se declararam de cor/raca parda e responderam a
guestao de cor/raca do avd paterno, destes 38 (9,8%) declararam ter avd paterno de
cor/raca preta, 194 (50,1%) avo paterno de cor/raca parda, 126 (32,6%) avo paterno de
cor/raca branca, 4 (1,0%) avd paterno de cor/raca amarela, 6 (1,6%) avd paterno de
cor/raca indigena. E 19 individuos desconhecem a cor/raga do av6 paterno.

Declararam ser de cor/raca branca 395 participantes, os mesmo responderam a
guestdo de cor/raca do avd paterno, destes 13 (1,5%) declaram ter avb paterno de

cor/raca preta, 128 (14,3%) av0 paterno de cor/raca parda, 722 (80,7%) av0 paterno de
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cor/raca branca, 5(0,6%) avd paterno de cor/raga amarela, 9 (1,0%) avd paterno de
cor/raca indigena. E dezoito individuos desconhecem a cor/raca do avo paterno.

Com relacdo aos individuos que se declararam de cor/ragca amarela e
responderam a questao de cor/raga do av0 paterno encontramos um total de 63 sendo
gque destes 1 (1,6%) declararam ter av0 paterno de cor/raca preta, 7 (11,1%) avo
paterno de cor/raca parda, 14 (22,2%) avd paterno de cor/raca branca, 39 (61,9%) avd
paterno de cor/raca amarela,0% av6 paterno de cor/raca indigena. E 2 individuos
desconhecem a cor/raga do avo paterno.

E igual a sete o nimero de sujeitos que se declaram como Indigena estes
mesmos responderam a questdo de cor/raca do avd paterno. Sendo que destes sete
nenhum deles declaram ter avdé paterno cor/raca preta, 1 (14,3%) avO paterno de
cor/raca parda, 3 (42,9%) avd paterno de cor/raca branca, 0% av0 paterno de cor/raca

amarela e 3 (42,9%) avo paterna de cor/raca indigena.

Tabela 9 — Cor/raga do sujeito versus cor/raca do avd paterno

Etnia do avé paterno

Etnia do sujeito Preta Parda Branca Amarela Indigena Desconhecida N
Preta 51,7% 24,1% 15,5% 0,0% 1,7% 6,9% 58
Parda 9,8% 50,1% 32,6% 1,0% 1,6% 4,9% 387
Branca 1,5% 14,3% 80,7% 0,6% 1,0% 2,0% 895
Amarela 1,6% 11,1% 22,2% 61,9% 0,0% 3,2% 63
Indigena 0,0% 14,3% 42,9% 0,0% 42,9% 0,0% 7

Total 1410
4.2.2.13. Genotipo e local de nascimento

A fim de compreender as caracteristicas regionais associadas ao genoétipo da
populacado brasileira participante deste estudo, analisamos a relacdo da genotipagem
com a regidao de nascimento (Sudeste, Nordeste e Sul do Brasil). Do total da amostra,
1238 individuos responderam ao questionamento sobre local de nascimento e tiveram

amostras viaveis para genotipagem. Os dados estdo apresentados na tabela 15.
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Assim, na regido Sudeste houve um total de 516 individuos, destes 333 (64,5%)
individuos apresentam genoétipo GG, 161 (31,2%) apresentaram genétipo GA e 22
(4,3%) apresentaram genotipo AA. Da Regido Nordeste, com total de 365 individuos,
260 (71,2%) possuem gendtipo GG, 97 (26,6%) gendtipo GA e 8 (2,2%) gendtipo AA.
Na regido Sul, dos 357 individuos, 229 (64,1%) tém genotipo GG, 117 (32,8%) gendtipo
GA e 11 (3,1%) gendtipo AA.

Aplicamos o teste chi-quadrado (x2) para comparagao da diferenga de proporgao
de AA em cada uma das trés regides de coleta (x2 =13,82; p= 0,032) e encontrou-se
gue ha diferenca na distribuicdo dos genétipos quando considera-se o local de

nascimento.

Tabela 10 — Gendtipo e regido de nascimento

Regido Genotipagem N
GG GA AA

Sudeste 64,50% 31,20% 4,30% 516

Nordeste 71,20% 26,60% 2,20% 365

Sul 64,10% 32,80% 3,10% 357

Total 1238
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5. Discusséao

O presente estudo teve como um dos objetivos a caracterizagdo genotipica para
o polimorfismo Val66met na populacdo brasileira e em um grupo de individuos
diagnosticados com AVC. Analisamos possiveis efeitos do polimorfismo e de diferentes
estratégias de reabilitacdo sobre o BDNF circulante. Buscamos ainda compreender se
0 género poderia influenciar os niveis de BDNF plasmético dos grupos submetidos a
cada uma das duas terapias, TR e TCI. Por fim, descrevemos o perfil étnico e
genotipico (quanto ao polimorfismo) dos participantes sem AVC (estudo populacional).

Demonstramos, com a analise dos resultados dos niveis de BDNF por método de
ELISA, que houve aumento dos niveis de BDNF circulante quando realizado
tratamento, sem distincdo de terapia, assim como também houve aumento de BDNF no
grupo de pacientes que realizaram TR. O mesmo efeito ndo foi observado no grupo
submetido a TCI. Estudos apontam a TR como uma das melhores estratégias de
reabilitacdo, considerando que este tipo de terapia é multidimensional por acionar
diferentes sistemas sensoriais de forma integrativa e com parametros e objetivos
definidos, além de contemplar métodos que envolvem estimulos aos sistemas
sensoriais, somatico, auditivo e visual, tornando a terapia mais atrativa ao paciente,
podendo facilitar a maior producdo de BDNF. Diferentemente da terapia de contencao
induzida que, apesar de ser apontada como uma terapia eficiente, a falta de
direcionamento dos estimulos associada ao possivel estresse gerado quando o
paciente ndo consegue realizar suas tarefas de vida diaria utilizando o membro parético
podem influenciar na producdo do BDNF circulante (TURNER et al. 2013).

Se considerarmos que a terapia robdtica utiliza uma programacao de tarefas que
leva a execucdo de exercicios fisicos durante o tratamento, o aumento da sintese e
liberacdo de BDNF pode estar relacionada a realizacdo de exercicio fisico
(EGGERMONT et al.,, 2006), indo ao encontro dos dados obtidos neste estudo.
Considerando que o BDNF é produzido no SNC (LINDHOLM et al., 1996) e também
perifericamente (COTMAN & BERCHTOLD, 2002), podemos afirmar que estratégias

gue usem o exercicio fisico como estimulo, tal como o tratamento de fisioterapia,
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podem aumentar a producdo desta proteina.

Apbs o exercicio fisico, inicialmente, o BDNF circulante aumenta seguido de uma
diminuicdo da molécula no plasma, o que pode indicar que € transportado, via
circulagdo sanguinea, para o cérebro. Concluindo assim, que o BDNF atravessa a
barreira hematoencefalica e é importante nos processos que promovem a
neuroplasticidade, (KNAEPEN et al., 2010).

Como o BDNF tem fun¢des importantes no SNC e na periferia, estudos vém
demonstrando que as concentracdes periféricas de BDNF estdo reduzidas em diversas
doencas metabdlicas e neurodegenerativas, tais como, obesidade, diabetes tipo 2,
hipertensdo, depressdo, doenca de Alzheimer, doenca de Parkinson e o
comprometimento cognitivo leve (PEDERSEN et al., 2009). Assim, o tempo e a etiologia
do AVC podem também influenciar a producdo de BDNF. A andlise do BDNF
plasmatico foi feita antes e depois da reabilitacdo, no entanto, ndo houve
homogeneidade nos tempos pés-AVC dos individuos. Se considerarmos que a
evolucdo de processos secundarios a lesdo primaria podem influenciar a sintese e
liberacdo de BDNF plasmatico, deve-se analisar cuidadosamente o possivel efeito
encontrado (DI LAZZARO et al., 2007).

As concentragbes de BDNF plasmético também podem variar quanto ao género,
como apontado em nossas analises, que demonstrou aumento dos niveis de BDNF em
mulheres que realizaram TR. Estudos mostram que em homens a liberacdo de BDNF
pode sofrer variagbes durante diferentes periodos do dia. Choi e colaboradores (2010),
ao comparar amostras de BDNF plasmatico de homens e mulheres coletadas em trés
periodos do dia (9h, 13h e 17h), revelaram que h& diminuicdo dos niveis de BDNF ao
longo do dia em homens, porém em mulheres, ndo houve variacdo. Tais diferencas
podem estar relacionadas com hormdnios sexuais, principalmente os gonadais, que
estariam atuando na regulacéo da expressdo de BDNF em mulheres (BEGLIUOMINI et
al., 2007).

Além da diferenca de género poder influenciar na regulacdo de BDNF, a relacéo
dos niveis de BDNF com estilo de vida dos individuos vem sendo demonstrada em
diversos estudos. Questbes como alimentacdo, pratica de exercicios, tabagismo e

outros habitos fazem parte das diversas analises envolvendo o BDNF. A dieta tipica dos
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povos do Ocidente, que é rica em gordura saturada e agUcar, pode prejudicar aspectos
cruciais da plasticidade neuronal e comportamental associada com a funcdo do BDNF.
Por outro lado, a pratica exacerbada de exercicios em busca de recuperacéo pode nao
aumentar os niveis de BDNF. Dessa forma, o possivel estresse gerado pela TCI, pode
ter influenciado a producédo de BDNF, que foi menor nesse grupo. Sugere-se que a
pratica moderada de exercicio fisico leva ao aumento de BDNF (CHAN et al., 2008) e,
considerando que a TR é uma estratégia que respeita os limites do individuo durante a
pratica e, portanto, impede a instalacdo de mecanismos relacionados ao estresse, a
maior quantidade de BDNF pode significar que ha mais processos de neuroplasticidade
mediados por essa molécula. Outros eventos podem influenciar a producdo de BDNF,
como tabagismo que, além dos males causados ao organismo pelo uso do tabaco,
pode levar a prejuizos associados com baixo niveis de BDNF ( ZHANG et al., 2016).

Entdo, apesar dos sujeitos da amostra apresentarem sequelas de AVC, nossa
investigacdo ndo coletou dados que caracterizasse minuciosamente os diferentes
perfis. Dessa forma, pode ter havido efeito de confundidores, como os citados no
paragrafo acima, que influenciaram nos resultados dos niveis de BDNF. Assim,
acreditamos que as associacdes nao encontradas neste estudo podem estar ligadas a
diferentes fatores comportamentais e ambientais que envolvem os sujeitos da amostra.

Uma das hipoteses iniciais do estudo era que haveria diferenca entre a idade dos
individuos e os niveis de BDNF plasmatico, assim como poderia haver diferenca nos
niveis de BDNF considerando o gendtipo. No entanto, ndo achamos associagcdo entre
estes dados nos grupos TR e TCI. A ndo relagdo do gendtipo com os niveis de BDNF
encontrados nesta pesquisa corroboram com os dados de outros estudos (ZHOU et al.,
2011; BHAT & LEE, 2006).

O polimorfismo Val66Met foi escolhido como alvo de investigacdo por se tratar de
um polimorfismo funcional com acdes ja bem estabelecidas na literatura, (BRADY et
al.,2015; CHEERAN et al., 2008; EGAN et al., 2003) entretanto, os estudos de
associacao deste polimorfismo com o AVC é incipiente. Desta forma, a frequéncia do
polimorfismo Val66met na populacdo brasileira foi comparada com a frequéncia do
polimorfismo do gene do BDNF nos pacientes por meio de ferramentas estatisticas.

Identificamos que ndo houve diferenca na distribuicdo genotipica entre os dois grupos.



63

Além disso, os dois grupos apresentam frequéncias semelhantes dos alelos A e G.
Sendo assim, podemos inferir que ndo houve influéncia do polimorfismo sobre a
ocorréncia de AVC nos individuos estudados.

A analise da frequéncia do polimorfismo Val6émet na populacdo brasileira
mostrou que a presenca do polimorfismo ndo foi frequente nesta amostra, tanto nos
individuos com AVC quanto nos individuos saudaveis. O estudo de Notaras e
colaboradores (2015) propde que o efeito funcional de rs6265 - denominacdo também
utiizada para o polimorfismo Val66Met - pode ser "especifico da etnicidade”
(caracteristica denominada neste estudo como cor/raca, seguindo definicdo
estabelecida pelo IBGE), em que a associacdo do polimorfismo com os resultados
clinicos depende do fundo genético. Enquanto rs6265 tem evidéncia mais forte para
efeitos funcionais, pode haver outros polimorfismos no gene BDNF que poderiam
influenciar sua funcéo (KUNUGI et al., 2001).

Sabe-se que a populacdo brasileira recebeu diferentes influéncias raciais,
havendo um complexo processo de miscigenagdo entre amerindios, europeus e
africanos (PENA.,2000). Com os dados referentes a autodeclaracdo dos individuos
para cor/raca foi possivel observar baixa frequéncia do polimorfismo em individuos que
se autodeclaram negros e maior presenca do polimorfismo em individuos amarelo.
Assim, do total de entrevistados, 985 individuos (63,2%) da amostra se classificam
como brancos, 430 (27,7%) como pardos, 65 (4,2%) como amarelos, 63 (4,1%) como
pretos e 7 (0,5%) como indigena.

Os dados do IBGE (2010), que descrevem as caracteristicas gerais da
populacdo brasileira quanto & cor ou raga, mostraram que do total de cerca de 190
milndes de brasileiros, 47,7% das pessoas se declararam como brancas 43,1% se
declararam pardas, 1,1% se declaram amarelas, 7,6% se declaram pretas e 0,4% se
declararam como indigena. Apesar dos dados deste estudo se mostrar diferente
guando comparados aos dados do IBGE, € possivel afirmar que o povo brasileiro € um
povo miscigenado.

Ainda, segundo os dados do IBGE (2010), a maioria das pessoas que se
declararam negras estdo no Nordeste do Brasil, o que afirma o dado encontrado neste

estudo quanto a genotipagem e o local de nascimento, que mostrou menor
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porcentagem de pessoas com o polimorfismo na regido Nordeste. Considerando que
este polimorfismo é raro na populacdo negra (NCBI, 2015), podemos apontar como
hipotese a baixa frequéncia do polimorfismo Val66Met na populacdo brasileira por
sofrermos fortes influéncias dos povos africanos. Porém, é dificil identificar a origem do
polimorfismo considerando que ha limitagdes na metodologia do estudo, pois ndo
utilizamos um marcador genético de ancestralidade que confirmasse os padrées
genéticos (GOMES, 2016). Este aspecto, portanto, poderia ser analisado mais
detidamente.

Por meio das informacdes de cor/raga obtidas com os dados dos sujeitos da
pesquisa e seus familiares, foi possivel observar que o perfil de miscigenacdo mudou
nas trés geracdes analisadas (individuo, pais e avés). Assim, os participantes que se
consideram de cor/raca pretos somam 4,2% da amostra, destes 56,5% relatou ter mae
de cor/raca preta e 67,9% pai de cor/raca preta. Ja na geracdo dos avos, 43,1%
relataram ter avd materna de cor/raga preta e os com avé materno da mesma cor/raca
somam 42,9%. Os com avo paterna de cor/raca preta somam 67,9% e com avo paterna
da raca preta totalizam 51,7%. Desta forma, verificamos que nas geracdes passadas 0
padréo de miscigenacdo se mostrava menos linear (menos miscigenado) e na geracao
atual mais miscigenada, entretanto, sabemos que a percepc¢éo de cor/raga é subjetiva e
nao temos elementos suficientes para afirmar se esse € um efeito realmente biolégico
ou se ha influéncias culturais.

Ha uma quantidade consideravel de estudos que relacionam o Val66Met com
diferentes condi¢cbes na populacdo asiatica, a qual apresenta maior frequéncia do
polimorfismo (NOTARAS et al., 2015; KUNUGI et al.,2001; SIM et al., 2010). Dessa
forma, a cor/raca é fator importante a ser considerado ao estudarmos um polimorfismo
especifico.

Como nesse estudo, outros autores (NOTARAS et al., 2015; KUNUGI et.,2001;
SIM et al., 2010) consideram que a caracteristica nbmade das populacbes humanas
possa ter contribuido como um efeito mascarador da presséo seletiva natural, porque,
além do ser humano se deslocar do lugar de nascimento para outros lugares, tais
populacdes migrantes estariam sujeitas a insercdo de fluxos génicos, o que pode

resultar em um novo padrédo genético miscigenado, como no Brasil.
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H& um questionamento sobre possiveis fatores além dos ambientais que
poderiam contribuir para que tais variacdes genéticas se tornem especificas de cada
cor/raca. Uma das hipoteses, além da questdo migratoria, € a dos sistemas de
plasticidade atribuidos ao humano, supondo assim que, um individuo que apresente um
determinado padrdo genotipico pouco adaptéavel a um determinado local poderia ser
melhor adaptado a outro ambiente (GOTTESMANN, 2000).

Outro ponto a ser considerado é que efeitos comportamentais e cognitivos
associado ao polimorfismo Val66Met sdo mais presentes entre caucasianos, apesar da
frequéncia do alelo Met (A) ser muito maior em individuos asiaticos. Este fato levanta a
hip6tese de que, em algumas populacdes, possa estar ocorrendo um tipo de
mecanismo compensatério que resiste ou elimina os efeitos negativos do polimorfismo
(BATH & LEE 2006). Pode-se afirmar, portanto, que ha fatores distintos que
influenciam o aparecimento e a manutencdo de um polimorfismo. Acredita-se que
estudos futuros precisam avaliar possiveis efeitos e interagdes com polimorfismos, em
outros genes de risco.

Pensou-se na hipotese de se usar o BDNF plasmatico e seu polimorfismo
Val66Met como biomarcadores que pudessem indicar o progndstico de recuperacao
funcional. Ou seja, a presenca do polimorfismo poderia influenciar a producéo de
BDNF. No entanto, os dados desse trabalho corroboram com o de outros (KAREGE et
al., 2005; LOMMATZSCH et al., 2005; DI LAZZARO et al., 2007) que mostraram que
ndo ha influéncia da presenca do polimorfismo sobre o BDNF circulante. Apesar disso,

houve efeito da estratégia de reabilitacédo utilizada sobre a quantidade de BDNF.
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6. Conclusao

Identificou-se aumento dos niveis de BDNF plasmético apls reabilitacdo de
pacientes com sequelas de AVC, efeito mais evidenciado nos sujeitos submetidos a
reabilitacdo por meio da terapia robotica. A terapia robdtica pode ser utilizada como
alternativa para alcancar melhores resultados no processo de reabilitacdo, uma vez que
parece ser a que mais influencia a producdo de BDNF. Realizar tratamento de
reabilitacdo pode ser importante nos processos de neuroplasticidade, favorecendo a
recuperacao de funcdes em pacientes com AVC.

A baixa frequéncia do polimorfismo do BDNF — Val66Met — encontrada nas
amostras dos dois grupos, saudaveis e com AVC, aponta para tendéncia de que nao
exista associacao entre Val66Met e AVC.

O estudo populacional confirmou a diversidade de cor e raga da populagéo
brasileira e indicou baixa frequéncia do polimorfismo no Brasil em geral. Porém, quando
estratificados os grupos em cada cor/raga, as porcentagens vao ao encontro do que é
encontrado na literatura: rara frequéncia do polimorfismo Val66Met em negros.

As analises realizadas com os dados dos ascendentes dos participantes do
estudo nos levaram a compreender que o perfil de miscigenacdo mudou ao longo das
trés geracbes. Por fim, observamos que ha correspondéncia entre raca/ cor e a

ocorréncia do gendtipo de acordo com a regiao.
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