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RESUMO

Objetivo: aferir a possivel relacdo do polimorfismo IL1B (-511 C/T) com o
prognoéstico do AVEH. Método: Para avaliar este questionamento, usou-se uma
amostra de 81 individuos diagnosticados com AVEH, na qual passaram por analise
do polimorfismo IL1B -511 C/T, pela técnica da PCR-RFLP. A andlise estatistica
adotou um nivel de significancia de 5%. Resultados: a pesquisa mostrou que a
presenca dos genoétipos CC ou CT/TT ndo resultam uma associacdo estatistica
entre o polimorfismo da IL1B com o aparecimento do AVEH (P= 0,174). Conclusao:
O estudo demonstrou que a variacdo de C e T no polimorfismo do gene rs16944
ndo esta associada com os aspectos clinicos selecionados. Também mostrou nao
haver associagdo estatistica com a manifestagdo da doenga e a variagdo genotipica.
Descritores: Interleucina-1; AVEH; Polimorfismo Genético.

ABSTRACT

Objective: To assess the possible relationship between IL1B (-511 C / T)
polymorphism and the prognosis of HS. Method: To evaluate this questioning, we
used a sample of 81 individuals diagnosed with HS, who underwent analysis of the
IL1B-511 C / T polymorphism by the PCR-RFLP technique. Statistical analysis
adopted a significance level of 5%. Results: Research has shown that the presence
of CC or CT / TT genotypes does not result in a statistical association between IL1B
polymorphism and the appearance of HS (P = 0.174). Conclusion: The study
demonstrated that C and T variation in rs16944 gene polymorphism is not
associated with the selected clinical aspects. It also showed no statistical association
with disease manifestation and genotypic variation.

Descriptors: Interleukin-1; HS; Genetic polymorphism.

ORIGINAL

RESUMEN

Objetivo: evaluar la posible relacién entre el polimorfismo IL1B (-511 C / T) y el
prondstico de AVEH. Método: Para evaluar este cuestionamiento, utilizamos una
muestra de 81 individuos diagnosticados con AHV, que se sometieron a analisis del
polimorfismo IL1B-511 C / T mediante la técnica PCR-RFLP. El anélisis estadistico
adopté un nivel de significaciéon del 5%. Resultados: La investigacion ha
demostrado que la presencia de genotipos CC o CT / TT no da como resultado una
asociacion estadistica entre el polimorfismo IL1B y la apariciéon de AVEH (P =
0.174). Conclusién: El estudio demostr6 que la variacion de C y T en el
polimorfismo del gen rs16944 no estd asociada con los aspectos clinicos
seleccionados. Tampoco mostré asociacién estadistica con la manifestacion de la
enfermedad y la variacién genotipica.

Descriptores: Interleucina-1; AVEH; Polimorfismo Genético.
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Introducao

As Doencgas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT) tornaram-se com o
passar dos anos a principal causa de morte da populacdo em geral, tomando o
lugar que outrora pertenceu as doencas infectocontagiosas. A ciéncia tem
acompanhado essa tendéncia, e cada vez mais é comum os estudos a respeito
dos fatores preditivos diversos para essas patologias. Dentre as DCNT pode-se
destacar as doengas do aparelho circulatério, que sdo responsaveis em média
por 30% das mortes no Brasil.! O Acidente Vascular Encefédlico (AVE) constitui
uma grave patologia do sistema circulatério, segundo dados da OMS, ele é
responsavel por cerca de 12,3% das mortes pelo mundo?, no Brasil e na América
Latina o AVE configura uma das principais causas de morte e invalidez.?

O AVE é definido como um disttarbio do fluxo sanguineo para regides do
encéfalo, comprometendo o suprimento de nutrientes, levando a dano tecidual
e comprometimento da resposta neurolédgica fisiolégica.# Grande parte dos
fatores de risco para AVE sao evitaveis, outras podem ser controlados, alguns
fatores de risco sdo: hipertensao arterial, diabetes mellitus, tabagismo, etilismo,
sedentarismo.> O AVE é dividido em dois tipos de acordo com sua etiologia,
isquémico e hemorragico, o primeiro constitui o mais prevalente, sendo
responsavel por mais de 80 % dos casos.® O Acidente Vascular Encefalico
Hemorragico (AVEH) embora sendo menos comum é possui indices maiores de
mortalidade e morbimortalidade ao redor do mundo.®

A MRS mede a capacidade neurolégica, o senso de lucidez e a
independéncia do individuo ap6s um AVE. Essa escala varia de 0 a 6, em que 6
indica o 6bito e 0 a auséncia de sintomas. A escala de referéncia usada como
base para formular a MRS possui pontuagdo de 0 ou 1, em que a pontuagdo 1 é
atribuida aos pacientes com pontuacdo 4 ou mais na escala expandida, e os de
pontuacdo 0 para as pontuacdes inferiores a 4.7

Durante o AVC varios agentes pr6 inflamatérios sdo recrutados da
circulacdo periféricas, afim de promover uma neuroinflamagdo imediata no
local, alguns desses sdo as quimiocinas, radicais livres, e diversas citocinas,
como as interleucinas.? A interleucina 1 é parte integrante desse processo. A
familiar da interleucina 1 é dividida em dois tipos, interleucina 1A e
interleucina 1B. Elas agem como pirégenos endégenos no sitio hipotaldmico, no
endotélio sdo responsaveis por induzir moléculas de adesdo a efeitos pro
tromboticos.>-10 A interleucina 1B é codificada pelo gene IL1B que localiza-se no
cromossomo 2q14.1 e possui 7 éxons.!!

O presente estudo buscou analisar a associacdo entre do polimorfismo
IL1B - 511 (C/T), rs16944 e o AVEH em uma amostra brasileira. Esta pesquisa
foi aprovada pelo comité de ética em pesquisa da Secretaria do Estado de Satide
do Distrito Federal, namero do parecer: 0095/2010.

Método

Trata-se de um estudo do tipo clinico, transversal, descritivo, onde os
participantes do grupo caso foram oriundos da populacdo domiciliada no
Distrito Federal (Brasil), sendo selecionados por meio do registro em um
hospital que atende a populagdo do DF, entorno e estados vizinhos para
procedimentos de elevada complexidade. Participaram deste estudo 81

REVISA. 2020 Jan-Mar; 9(1):249

25



Lopes Filho GLC, Barros AR, Souza HC, Freire DO, Ferreira LB, Silva ICR

pacientes, portadores do AVEH, dos quais: 48 mulheres e 33 homens; e idade
média de 53,5 + 5,9 anos.

Para a andlise de genotipagem, as amostras de cada paciente foram
obtidas por pungao venosa para extracdo do DNA, 10 mL. O DNA foi extraido
do sangue periférico com o kit kit Invisorb Spin Blood Mini Kit (250) para a
extracdo do DNA da empresa Invitek (catalogo #CA10-0005, lote #1031100300).
A integridade do DNA foi observada em corrida eletroforética através de gel de
agarose a 1%, corado com brometo de etideo, e a concentracdo média foi
estimada no aparelho NanoDrop 2000/2000c (Thermo Fischer Scientific) no
qual a concentracdo média alcancada foi de 20 ng/pL.

O DNA diluido foi submetido a técnica de PCR (Polymorphism
Polymerase Chain Reaction). As sequéncias de oligonucleotideos, utilizadas
para avaliar o polimorfismo, foram: F 5-TGG-CAT-TGA-TCT-GGT-TCA-TC- 3’
e R 5’-GTT-TAG-GAA-TCT-TCC-CAC-TT-3’. As condicdes de termociclagem
foram 94°C por 5 minutos (desnaturacdo inicial), seguida por 45 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento dos oligonucleotideos a 55 °C
por 1 minuto e 72°C por 1 minuto para a extensdo dos fragmentos. A extensao
final foi realizada a 72°C por 7 minutos e resfriamento por 4 minutos. O
equipamento utilizado foi o Termociclador Techne modelo TC-512.

Em cada reacdo foram utilizados 4,0 pL de DNA gendmico na
concentracao final de 2,5 ng/uL; 2,5 uL de tampao 10x (10mM de Tris e 50 mM
de KCI); 0,5 nL de MgCl2 50mM (Ludwig Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul,
Brasil), 0,5 pL de desoxirribonucleotideostrifostafo (ANTPs; 2,5 mM; Ludwig
Biotec, Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil); 0,5 pL de Tag-Polimerase, (Ludwig
Biotec,Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil), 5 U/uL); 1,5 pL de cada
oligonucleotideo foward e reverse (10 uM, IDT technologies); completando com
agua Milli-Q para um volume final de 25 pL por reacdo.

Os produtos da PCR em questdo foi fragmentos de 304pb,
posteriormente digerido com a enzima de restricio Aval (New EnglandBiolabs,
Inc. Beverly, MA, USA). O alelo 1 (C) cria novo sitio de restricdo, e o fragmento
de 304pb é clivado em dois de 190pb e 114pb; o alelo 2 (T) ndo é clivado pela
enzima, e assim, o polimorfismo foi dividido em gendtipo de clivagem, ou
ancestral homozigoto(CC), heterozigoto (CT) e genétipo de nao clivagem, ou
homozigoto recessivo (IT). Para montagem do sistema de digestdo foram
utilizados: 10,0 pL da PCR; 2,0 pL de tampdao 10x NEB4 (Biolabs); 1 uL de
enzima Aval (10 U/pL), completando com dgua Milli-Q para um volume final
de 20 pL por reagdo. O sistema foi mantido a 37°C por 3 horas. Os produtos da
digestdao foram submetidos a uma corrida eletroforética em um gel de agarose a
3%, com brometo de etidio 0,1% em uma poténcia de 100W por 20 minutos.

Resultados

As caracteristicas clinicas dos pacientes foram comparadas no estudo da
associagao estatistica entre o polimorfismo da Tabela 1, adotando o valor critico
de 0,050. O sexo, hipertensdo arterial sistémica, diabete, tabagismo e etilismo
ndo mostram associacdo estatistica com a distribuicdo genotipica do
polimorfismo. O polimorfismo rs16944 ndo mostrou associagao estatistica com o
aparecimento do AVEH nos pacientes.
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Tabela 1 - Associacdo entre o polimorfismo genético da IL1B -511 (C/T)
rs16944 e aspectos clinicos.

IL 1B-511
CC CT+TT P
N % N %
Feminino 20 57,1% 28 60,9%
Género . i i 0,740
Masculino 15 42,9% 18 39,1%
Sim 26 74,3% 34 73,9%
HAS! N /" /" 0,999
Nao 9 25,7% 12 26,1%
Sim 1 2,9% 2 4,3%
Diabetes N 0,999
Nao 34 97,1% 44 95,7 %
Sim 15 42,9% 17 37,0%
Tabagismo N 0,590
Nao 20 57,1% 29 63,0%
. Sim 10 28,6% 12 26,1%
Alcolismo N 0,806
Nao 25 71,4% 34 73,9%
Mau prognéstico 2 5 7% 8 17.4%
ERS? Bom progndstico 0,174
pPTog 33 94,3% 38 82,6%

"Hipertensdo Arterial Sistémica; 2Escala de Rankin Modificada; Teste Qui-quadrado.
Discussao

Dados apontam para a relacdo da IL-1p com a ativacdo transcricional do
gene NF-kB que estaria relacionado com a sintese de moléculas de adesao no
endotélio, contribuindo para o conglomerado de células inflamatérias no
endotélio. Também, a IL-1P eleva a atividade dos macréfagos, presente em
processos inflamatdrios de doengas, como exemplo a Arteriosclerose.!?

O prognostico ndo mostrou relacdo estatistica entre o polimorfismo IL1B
(-511 C/T) e o perfil de comprometimento neurolégico, de acordo com a Escala
de Rankin Modificada dos casos avaliados.

Outro aspecto avaliado foram os fatores de risco, termo que também
pode ser utilizado para definir as caracteristicas clinicas ou hédbitos de vida que
poderiam aumentar a probabilidade de desenvolvimento de doencas.'®
Selecionamos para o estudo a HAS, diabetes, tabagismo e etilismo.

A HAS é o principal fator de risco modificavel para o desenvolvimento
do AVE, aumentando o risco de trés a quatro vezes e sendo diretamente
responsavel por pelo menos metade dos casos.5 E sugerido que o Diabetes
Mellitus (DM) possua relagdo com a aceleragdo do processo de aterosclerose,
sendo, por este motivo, reconhecidamente um fator de risco para o AVE, com
maior ocorréncia nos episédios isquémicos, quando comparados aos episédios
hemorréagicos.’* A citocina proinflamatéria IL-13 possui a habilidade de
impactor negativamente o transpote de glicose induzido pela insulina.>-16

Embora sejam reconhecidamente importantes no  desfecho
AVEH/ Aneurisma, ndo houve associagdo entre o polimorfismo IL1B -511/T e
as caracteristicas clinicas/hébitos: HAS, diabetes, tabagismo e etilismo (P>0,05).

O Acidente Vascular Encefdlico, segundo dados da OMS, é a segunda
causa de morte no mundo, acometendo principalmente pessoas idosas e de
meia idade. No Brasil, apresenta-se como a primeira causa de morte e
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incapacidade, sendo responsavel por elevada a mortalidade e sequelas que
acompanhardo o paciente pelo resto de sua vida.” A compreensao dos
mecanismos moleculares e a influéncia dos fatores de risco, ampliam a
percepcdo médica para identificar pessoas com elevado risco de sofrerem
complicagdes clinicas pelo AVE, em especial o AVEH.

Conclusao

O estudo demonstrou que a variacdo de C e T no polimorfismo do gene
rs16944 nao estad associada com os aspectos clinicos selecionados. Também
mostrou ndo haver associacdo estatistica com a manifestacdo da doenca e a
variacdo genotipica. Porém, o estudo ficou limitado a uma quantidade pequena
de pacientes, seria necessaria uma quantidade maior para ter certeza, pois o
valor estatistico na correlacdo com o surgimento da doenga ficou préximo do
limite estabelecido.
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