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Sumario: O acidente vascular cerebral (AVC) é uma das complicacbes da anemia
falciforme (AF) que causa maior morbimortalidade, podendo acometer 25% dos portadores
da doenca. A AF, por apresentar vaso-oclusdes recorrentes e consequente ativagdo do
endotélio vascular, induz uma resposta inflamatoria continua, caracterizada por niveis
elevados de mediadores inflamatorios. Estudos demonstram que a ativagdo de citocinas
pré-inflamatorias e anti-inflamatorias podem estar relacionadas ao desenvolvimento e
evolucdo do AVC, caracterizando os polimorfismos em genes inflamatérios como
possiveis moduladores desse evento clinico. Dentre os genes polimorficos possivelmente
implicados na patogénese do AVC estdo o IL1IRN, IL6 e o IL10. O objetivo desse trabalho
foi avaliar a associacdo dos polimorfismos nos genes IL1IRN, IL6 (rs1800795) e IL10
(rs1800896), relacionados a inflamacdo, com a susceptibilidade a ocorréncia da doenca
cerebrovascular em pacientes com anemia falciforme. Foram incluidos 271 pacientes com
AF, classificados de acordo com o desenvolvimento da doenca cerebrovascular. Destes, 71
com AVC confirmado, definindo o grupo-caso. Como controles, foram estudados 140
pacientes maiores de 18 anos, que ndo apresentaram evidéncias sintomaéticas de lesdo
neuroldgica, além de exame de imagem confirmando a auséncia. Por fim, 60 pacientes
apresentaram um exame de imagem alterado, mas sem desenvolvimento do AVC,
definindo o grupo de faixa de risco para 0 AVC. A pesquisa do polimorfismo VNTR no
gene da IL1RN foi realizada por PCR, seguida da analise de repeticGes, e a deteccdo dos
polimorfismos IL10 -1082 G/A (rs1800896) e 1L6 G-174C (rs1800795) foi realizada por
PCR em tempo real (qPCR). As anélises estatisticas foram feitas pelo teste exato de Fisher
e teste de Qui-quadrado utilizando o software SPSS 19.0. Os nossos resultados
demonstraram que o0s polimorfismos IL6 G-174C (rs1800795) e IL10 -1082 G/A
(rs1800896) ndo apresentaram nenhum resultado estatisticamente significante quando
comparado o0s trés grupos de maneira independente (p=0,3559 e p=0,5897,
respectivamente), e quando a analise foi realizada envolvendo apenas dois grupos (Caso +
Faixa de Risco x Controle) (p = 0,3254 e p = 0,6806, respectivamente). Em relacdo ao
polimorfismo VNTR do IL1IRN, nenhum resultado estatisticamente significante foi
encontrado quando comparado os trés grupos separadamente (p=0,9280) e nem quando a
andlise foi realizada envolvendo apenas dois grupos (p=0,7993). Concluimos entdo em
nosso estudo, que os polimorfismos estudados parecem ndo estar associados com a
susceptibilidade ao desenvolvimento do AVC em nossa amostra de pacientes com AF.
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INTRODUCAO

A anemia falciforme (AF) é uma hemoglobinopatia autossdmica recessiva de distribui¢do
mundial, causada por uma mutagdo pontual no gene da globina p (HBB), que promove a
substituicdo do &cido glutdmico pela valina na 62 posicdo do gene da cadeia B globinica,
levando a formacgdo de uma hemoglobina anormal (HbS). Em condic¢Ges especiais, como
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baixas concentracbes de oxigénio, diminuicdo do pH, baixas concentragdes de
hemoglobina fetal (HbF) e hemoglobina A, (HbA;), a HbS sofre uma polimerizacao,
formando estruturas filamentosas que se depositam nas hemécias, modificando sua forma e
tornando-as falciformes (NAGEL & PLATT, 2001; STUART & NAGEL, 2004). Devido a
sua mudanca estrutural, esses eritrocitos promovem eventos hemoliticos e vaso-oclusivos,
caracterizando os principais fenétipos da AF (STEINBERG, 2008). O AVC pode ser
definido como um evento neuroldgico agudo secundario a oclusdo de uma artéria ou a uma
hemorragia, com consequente isquemia e/ou sinais e sintomas neuroldgicos. Pelo fato da
AF por ser um processo inflamatorio cronico, isso promove uma maior adesdo das
hemécias falcizadas ao endotélio, além da inflamacdo gerada pela lesdo de reperfuséo.
Estes efeitos levam a producdo de citocinas, promovendo uma disfuncdo endotelial,
aumento de mediadores inflamatorios, adesivos e tromboticos, além de inibir a producao
de mediadores citoprotetores, como o oOxido nitrico (PHELAN & FALLER, 1996;
SOLOVEY et al., 1997). A ativacdo de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatorias
pode estar relacionada ao desenvolvimento e evolucdo do AVC, caracterizando 0s
polimorfismos em genes inflamatdrios como possiveis moduladores desse evento clinico.
(MAROUSI et al., 2011; PARK et al., 2011). Dentre os genes polimorficos possivelmente
implicados na patogénese do AVC esta o antagonista ao receptor de interleucina 1 (IL-
1RN), citocina anti-inflamatéria que se liga ao receptor tipo | das células endoteliais
protegendo-as contra a apoptose induzida pela IL-1B, caracterizando o IL-1RN como um
possivel alvo terapéutico contra as desordens inflamatorias. A interleucina 6 (IL-6),
citocina pré-inflamatéria produzida por mondcitos, € uma proteina multifuncional
responsavel principalmente pela manutencdo da resposta inflamatdéria e presente no
processo que modula a fase aguda do AVC. A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina anti-
inflamatdria secretada por linfocitos e mondcitos responsavel por contrabalancear os
efeitos do TNF-a e outras moléculas pré-inflamatdrias. Devido ao grave risco e alta
incidéncia do AVC na AF, aumenta-se a necessidade de testes progndsticos que possam
identificar precocemente pacientes que apresentam alto risco de desenvolver o AVC.

MATERIAIS E METODOS

Casuistica: Foram analisados 270 pacientes portadores anemia falciforme acompanhados
no Hospital de Hematologia da Fundacdo HEMOPE, que de acordo com o
desenvolvimento da doenca cerebrovascular, foram classificados em trés grupos: Grupo
Caso: 71 pacientes que apresentam registro de ressonancia magnética e/ou tomografia
computadorizada mostrando lesdo neuroldgica e/ou pacientes que apresentam evidentes
manifestacdes e queixas clinicas decorrentes de acidente vascular cerebral; Grupo Risco:
59 pacientes que apresentam Doppler Transcraniano alterado (velocidade de fluxo > 170
cm/s), porém, ainda ndo tenham desenvolvido o AVC; Grupo Controle: 140 pacientes
acima de 18 anos que ndo apresentam evidéncias sintomaticas de lesdo neuroldgica, além
de um exame de imagem confirmando essa auséncia.

Desenho do estudo: O estudo foi do tipo corte transversal analitico realizado no periodo
de agosto 2014 a julho 2015.

Analise Clinica: Os dados clinicos foram obtidos pela analise de prontuarios dos pacientes
que comparecem regularmente ao ambulatério de Hematologia da Fundagdo HEMOPE,
onde esses dados sdo atualizados a cada visita de rotina.

Analise Molecular: A extracdo de DNA gendmico foi realizada a partir dos leucdcitos
pela técnica de fenol-cloroférmio modificado (Davis et al., 1986). A amplificacdo do
material genético foi realizada pela técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), in
vitro, para amplificacdo de DNA. A reacéo, catalisada pela Tag DNA polimerase, utiliza
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primers que se hibridizam em fitas opostas de regides especificas do genoma e flanqueiam
a sequéncia a ser amplificada. Os ciclos sdo séries repetidas de desnaturacdo do DNA,
anelamento e extenséo dos primers, resultando em um acumulo exponencial do fragmento
(SAIKI, 1992). O PCR em tempo real (QPCR) utilizando o sistema TAQMAN®, consiste
de sondas marcadas com fluorocromos desenhadas especificamente para serem
complementares a cadeia de oligonucleotideos.

Analise Estatistica: Andlise Estatistica: Apds as analises dos dados moleculares, as
informagdes foram submetidas a andlise estatistica, realizada pelo teste exato de Fisher e
teste de Qui-quadrado, com o suporte do software SPSS 19.0. O resultado foi considerado
significativo quando se obteve um p< 0,05.

RESULTADOS

ILIRN VNTR

As populacbes estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Em relacdo ao
polimorfismo ILIRN VNTR, nenhum resultado estatisticamente significante (p value Qui-
quadrado= 0,9280) foi encontrado quando comparado a nossa populacdo de pacientes de
acordo com o desenvolvimento do AVC. Foram analisados os alelos mais frequentes:
4R/4R (Caso: 65%; Risco: 53% e Controle: 125%) e 4R/2R + 2R/ 2R (Caso: 4%; Risco
3% e Controle: 9%)

Em relacdo a andlise envolvendo apenas dois grupos (Caso + Faixa de Risco X
Controle), ndo foram encontrados resultados estatisticamente significantes (p value Fisher
=0,7993).

IL6 -174 G/C (rs1800795)

As populacBes estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. No polimorfismo IL6 -
174 G/C (rs1800795), nenhum resultado estatisticamente significante (p value Qui-
quadrado =0,3912) foi encontrado quando comparado a nossa populacdo de pacientes de
acordo com o desenvolvimento do AVC.

Em relacdo a anélise envolvendo apenas dois grupos (Caso + Faixa de Risco X
Controle), ndo foram encontrados resultados estatisticamente significantes (p value Fisher
= 0,3254).

IL10 -1082 G/A (rs1800896)

As populacdes estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Em relacdo ao
polimorfismo IL10 -1082 G/A (rs1800896), nenhum resultado estatisticamente significante
(p value Qui-quadrado = 0,5897) foi encontrado quando comparado a nossa populacédo de
pacientes de acordo com o desenvolvimento do AVC. De modo semelhante, ndo foram
obtidos resultados estatisticamente significantes quando comparada as frequéncias alélicas
(p value Fisher = 0,8087).

Em relacdo a analise envolvendo apenas dois grupos (Caso + Faixa de Risco X
Controle), ndo foram encontrados resultados estatisticamente significantes (p value Fisher
= 0,6806). De modo semelhante, ndo foram obtidos resultados estatisticamente
significantes quando comparada as frequéncias alélicas (p = 0,989).

DISCUSSAO

Witkin e cols. (2002) relacionaram o polimorfismo VNTR IL1RN e algumas
doencas que predispdem a inflamacdo, como doencgas autoimunes, demostrando o
ILIRN*2 como sendo o gendtipo com uma resposta inflamatdria mais prolongada e severa
que os outros genotipos. Por outro lado, Tong e cols. (2011), encontraram associacao entre
0 alelo 2 (2R) e a protecdo para 0 AVCI em uma populagéo chinesa, de um determinado
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grupo étnico (han). O efeito protetor ou de risco do polimorfismo ILIRN VNTR para o
AVC ndo foi confirmado em nosso estudo, o que pode ser explicado pela elevada
heterogeneidade genética da populacéo brasileira.

O dano constante causado pelas hemécias falcizadas ao endotélio vascular promove
0 aumento de mediadores inflamatorios em pacientes com AF, podendo levar a oclusao de
vasos (BANDEIRA et al., 2013). A IL-6, um desses mediadores, além de induzir a
vasoclusdo, promove uma resposta pro-inflamatéria aguda pos-isquémica, com
estimulagdo na sintese de proteinas de fase aguda, que contribuem com um ciclo
inflamatdrio crénico (FULLER & ZHANG, 2001). Flex e cols. (2004) em estudo com
italianos, associaram o polimorfismo no gene codificante da IL-6 e moléculas inflamatorias
(ICAM-1, E-sel), de forma independente, com a predisposi¢cdo ao AVC. Porém, em nosso
estudo ndo encontramos nenhuma associacdo entre o polimorfismo no gene IL6 -174
(rs1800795) com o risco para 0 AVC, semelhante ao estudo de Balding e cols. (2004).

A diminuicdo dos niveis de IL-10, originada pelo alelo A, pode favorecer o
desenvolvimento do AVC em populagdes ndo falciformes (MUNSHI et al., 2010;
SULTANA et al, 2011), sugerindo, assim, um papel neuroprotetor da IL-10
(TUTTOLOMONDO et al., 2012). Entretanto, em nosso estudo, nenhuma associacao foi
encontrada entre o polimorfismo IL10 -1082 G/A (rs1800896) e o desenvolvimento do
AVC em nossa populacdo de pacientes com AF, resultado semelhante ao encontrado por
Marousi e cols. (2011) e Trompet e cols. (2007), ao avaliarem pacientes saudaveis.

Apesar da anemia falciforme ja ser reconhecida como uma doenca que apresenta
um quadro inflamatério cronico (STEINBERG, 2006), os efeitos das moléculas
inflamatdrias na doenca ainda sédo pouco esclarecidos (LANARO et al., 2009). Sendo
assim, novas avaliagdes sobre as moléculas inflamatérias e anti-inflamatérias e suas
variacdes genéticas, como o haplotipo do gene IL10, ainda sdo necessarias.

CONCLUSOES
A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que em nosso estudo, 0s
polimorfismos estudados: IL-1RN VNTR, IL10 -1082 G/A (rs1800896) e IL6 -174 G/C
(rs1800795) parecem ndo estar associados com a susceptibilidade ao desenvolvimento do
AVC em nossa amostra de pacientes com AF.
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