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ARTIGO ORIGINAL

Auséncia de associagiao entre polimorfismo do gene

da interleucina-1 beta e o prognéstico de pacientes

com traumatismo crinio-encefélico grave

Lack of association between interleukin-1 gene polymorphism

and prognosis in severe traumatic brain injury patients

RESUMO

Objetivo: O  traumatismo  crinio-
encefdlico ¢ a principal causa de dbito em
individuos com idade entre 1 a 45 anos. O
desfecho do traumatismo cranio-encefdlico
pode estar relacionado, além de fatores
pré-morbidade e gravidade do dano, com
fatores genéticos. Genes que podem ter
relagio com o resultado pés-trauma vém
sendo estudados, porém, ainda existem
poucas informagdes sobre a associagio en-
tre polimorfismos genéticos e o desfecho do
traumatismo cranio-encefdlico. O gene da
interleucina-1 beta (ZZ-1B) ¢ um dos genes
estudados, pois esta citocina encontra-se em
niveis elevados apés o traumatismo cranio-
encefdlico e pode afetar de forma negativa
seu desfecho. O objetivo do presente estudo
foi analisar o polimorfismo -31C/T; locali-
zado na regiio promotora do gene /1B,
em pacientes com traumatismo cranio-en-
cefdlico grave visando correlaciond-lo com
o desfecho primdrio precoce (alta do centro

de terapia intensiva ou morte).

Métodos: Foram estudados 69 pacien-
tes internados por traumatismo crinio-
encefdlico grave em trés hospitais de Porto
Alegre e regiao metropolitana. O polimor-
fismo foi analisado através da reacio em
cadeia da polimerase, seguida da digestio
com enzima de restricio.

Resultados: O traumatismo crinio-
encefdlico grave foi associado a uma mor-
talidade de 45%. Nio foram observadas
diferencas significativas nas frequéncias
alélicas e genotipicas entre os grupos de
pacientes divididos pelo desfecho do trau-
matismo crinio-encefdlico.

Conclusao: Nossos resultados suge-
rem que o polimorfismo -31C/T do gene
IL-1B nio tem impacto significativo no
desfecho fatal dos pacientes com trauma-
tismo cranio-encefdlico grave.

Descritores: Interleucina-1beta; Poli-
morfismo genético; Traumatismos cranio-
cerebrais

INTRODUCAO

O traumatismo cranio-encefdlico (TCE) grave é a principal causa de mortalida-
de em individuos com idade entre 1-45 anos. Geralmente, produz algum tipo de
sequela, como alteragdes no estado de consciéncia, distdrbios cognitivos e motores,
além de neuroinflamagio.”’ O desfecho de cada caso estd relacionado com diver-
sos fatores, tais como a suscetibilidade do cérebro a lesdo, extensdo e gravidade da
lesao, idade do paciente, outros fatores de co-morbidade prévia, e também fatores
genéticos.”)

A interleucina 1 é uma citocina que amplia a cascata inflamatéria por ativar cé-
lulas T, regulando a manifestacio de moléculas de adesio e induzindo a produgio de
outras citocinas proinflamatérias e proteinas associadas.”’ A familia da interleucina
1 é constituida por trés proteinas relacionadas que sao codificadas por genes presen-
tes no brago longo do cromossomo 2: IL-1a (codificada pelo gene /L14), IL-1B
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(codificada pelo gene /L1B) e IL-1Ra (codificada pelo gene
IL-1RN).® Os agonistas, interleucina-1o e a interleucina-1,
compartilham uma estrutura tercidria muito parecida e parti-
lham dos mesmos fatores regulatérios, afinidades e fungoes.®
O antagonista do receptor da IL-1A (IL-1Ra) ¢ um inibidor
competitivo de IL-1at e IL-1f.

A IL-1P ¢ codificada por um gene cuja expressao é con-
trolada a nivel transcricional e pés-transcricional e estd for-
temente envolvida na resposta inflamatéria. Esta citocina é
produzida pelos macréfagos e astrdcitos e se encontra muito
elevada apds o trauma.” H4 indicios de que a IL-1p estd en-
volvida com doencas neurodegenerativas, tanto agudas como
cronicas, tais como isquemia, convulsoes, esclerose multipla,
além de doenca de Parkinson e de Alzheimer.”®

Polimorfismos nos genes que codificam as proteinas da fa-
milia da IL-1 tém sido estudados em diversas patologias pela
importincia que essa familia tem em processos inflamatérios.
© O polimorfismo -31C/T resulta da mudanga de uma cito-
sina (C) por uma timina (T) na posi¢ao -31 da regjao pro-
motora do gene /L-1B. Este polimorfismo estd localizado em
uma importante regiao regulatéria do gene /L-1B (TATA-
box) e afeta significativamente as interagdes DNA-proteinas
em ensaios 77 vitro."” O alelo T, tanto em homozigose quan-
to em heterozigose, estd relacionado com uma maior produ-
¢do de IL-1B"Y podendo causar uma resposta inflamatéria
exacerbada e piora no estado do paciente.”’

O presente estudo tem como objetivo analisar o papel do
polimorfismo -31C/T do gene da IL-1f em pacientes que so-
freram traumatismo cranio-encefélico grave, visando verificar
sua influéncia no desfecho primdrio precoce (alta do centro
de terapia intensiva (CTI) ou morte) e correlaciond-lo com
varidveis clinicas.

METODOS

Pacientes

Foi estudada uma coorte de pacientes internados com TCE
grave, no periodo de agosto de 2003 a outubro de 2009, em
trés hospitais da regiao metropolitana de Porto Alegre: Hos-
pital Municipal de Pronto Socorro, Hospital Cristo Redentor
(ambos na cidade de Porto Alegre) e Hospital de Pronto So-
corro Deputado Nelson Marchezan, na cidade de Canoas. Os
critérios para inclusdo na amostra foram: idade superior a 16
anos e inferior a 70 anos, sexo masculino, pacientes com TCE
grave (escala de coma de Glasgow, GCS: 3-8). As lesoes ce-
rebrais podiam ser primdrias ou secunddrias. Politraumatismo
ndo foi critério de exclusao. Na admissao da unidade de emer-
géncia, os pacientes foram inicialmente avaliados, ressuscita-
dos e passaram por cirurgia de emergéncia quando necessario.
Somente pacientes transferidos para o CTT até 24 horas apds

Alcalde TFK, Regner A, Rodrigues Filho EM,
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o TCE foram incluidos no estudo. Todos os pacientes foram
sedados e ventilados mecanicamente e nao foram administra-
dos corticoesterdides. Foram colhidos dados demogrificos e
assistenciais dos pacientes, através de informagoes provenientes
do boletim de atendimento e prontudrio. O acompanhamento
da evolugao clinica do paciente foi realizado, diariamente, até
o desfecho primdrio: alta do CTI ou morte. Estudos prévios
mostram que existem diferencas, de acordo com o género, na
fisiopatologia do desfecho apés injtria neurolégica aguda ou
trauma sistémico."” Foi observada uma menor suscetibilidade
de injarias pds isquémicas e pds traumdticas em mulheres.">%
Desta forma, para no correr riscos de interferéncia de possiveis
diferencas dependentes do género no desfecho pés TCE, so-
mente homens foram incluidos no estudo.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Luterana do Brasil e teve a anuéncia dos Hospi-
tais Municipal de Pronto Socorro de Porto Alegre, Cristo Re-
dentor e Pronto Socorro Deputado Nelson Marchezan. Devi-
do a0 estado de inconsciéncia dos pacientes, o consentimento
informado foi obtido de familiares do paciente que foram in-
formados sobre os objetivos do estudo. As coletas de sangue fo-
ram realizadas apds a obten¢ao do consentimento informado.

Andlises genéticas

O DNA foi extraido de amostras de sangue total de pa-
cientes com TCE grave, utilizando um método nio enzimd-
tico." A amplificaio do gene de interesse (IL-1p) foi feita
através da reacio em cadeia de polimerase (PCR) conforme
descrito por Yang et al.’? Os produtos da amplificagio foram
clivados com a enzima Alul, a 37°C por 12 horas. Os frag-
mentos foram checados por eletroforese em gel de poliacrila-
mida a 10%, durante 90 minutos a 100 V. O gel foi corado
com nitrato de prata.

Andlises estatisticas

Frequéncias alélicas foram determinadas pela contagem
direta de alelos. Os desvios do equilibrio de Hardy-Weinberg
e as diferencas de frequéncias entre grupos foram avaliados
pelo teste de qui-quadrado. Os valores das médias dos gru-
pos foram comparados usando o teste U de Mann-Withney.
Todos os valores de p sao bi-caudais, e um valor p<0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Os pacientes desse estudo consistiram em 69 homens,
vitimas de traumatismo cranio-encefélico grave. A tabela 1
mostra as caracteristicas clinicas e demogréficas na populagio
estudada, estratificadas de acordo com o desfecho dos casos

(alta da CTT ou morte). O TCE grave foi associado a uma
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mortalidade de 45%. A média da idade dos pacientes foi de
34,8 anos, sendo similar entre pacientes que sobreviveram
ou nao. Os pacientes sobreviventes foram admitidos no CTI
com GCS de 5,9 + 1,7, enquanto os que tiveram desfecho
fatal tinham GCS de 4,6 + 1,6 (p<0,01).

Do total de pacientes, 31 (45%) foram submetidos a
craniotomia, sendo observada frequéncia significativamen-
te maior de craniotomia entre pacientes que morreram
(p<0,05). O tempo de permanéncia no CT1 variou de menos
de 1 dia até 54 dias, sendo observada diferenga significati-
va quando comparados pacientes que receberam alta (16,8
+ 13,8 dias) ou que morreram (3,7 + 3,6 dias; p<0,001). A
escala de resultados de Glasgow (GOS) também apresentou
diferenca significativa entre os pacientes quando estes foram
estratificados pelo desfecho (sobreviventes: 3,4 + 1,1; mortos
1,0 + 0,0; p<0,001). A principal causa de lesdo foi relaciona-

da a acidentes de trinsito (45% por acidente por veiculo au-
tomotor e 20% por atropelamentos). Foi observado que 42
pacientes (61%) apresentaram politraumatismo associado ao
TCE, envolvendo principalmente lesdes no térax e membros.

As frequéncias alélicas e genotipicas da populagio estuda-
da sdo apresentadas na tabela 2. Na amostra total dos pacien-
tes as frequéncias dos alelos C e T foram de 67% e 33%, res-
pectivamente. Nao foram observadas diferencas significativas
nas frequéncias alélicas ou genotipicas entre os pacientes que
sobreviveram ou nao. A comparagio das caracteristicas clini-
cas estudadas entre individuos homozigotos CC e portadores
do alelo T (genétipos CT e TT) nao apresentou diferencas
significativas (dados niao mostrados), a no ser pela frequén-
cia de craniotomia que foi significativamente maior em pa-
cientes que tinham o alelo T (gendtipos CT e TT: 60,0%;
genétipo CC: 29,4%; p<0,05).

Tabela 1 - Caracteristicas do traumatismo cranio-encefélico na populacio estudada e estratificada pelo desfecho primdrio (alta

do CTI ou morte)
Todos os pacientes Vivos Mortos

Numero de pacientes 69 (100,0) 38 (55,1) 31 (44,9)
Idade 34,8 + 13,1 33,1 £12,2 37,0 + 14,1
GCS na admissiao™* 5,4+ 1,8 59+1,7 4,6 +1,6
Pressio sistélica 122 + 27 118 + 24 126 + 31
APACHE IT** 14,8 + 5,4 12,4 + 4,5 18,0 £ 5,0
Tipos de acidente

AVAM 31 (44,9) 21 (55,3) 10 (32,2)

Atropelamento 14 (20,3) 8 (21,0) 6 (19,4)

Queda 12 (17,4) 6 (15,8) 6 (19,4)

Agressio 5(7,2) 2 (5,3) 3 (9,6)

FAF 7(10,2) 1(2,6) 6 (19,4)
Craniotomia* 31 (44,9) 12 (31,6) 19 (61,3)
Dias até desfecho*** 11,0 + 12,3 16,8 + 13,8 3,7+ 3,6
GOS no desfecho*** 20+ 1,4 34+1,1 1,0 + 0,0
Politrauma 42 (60,9) 25 (65,8) 17 (54,8)

GCS- escala de coma de Glasgow; APACHE II — Acute Physiologic and Chronic Health Evaluation II; AVAM - acidente por veiculo automotor;
FAF- ferimento por arma de fogo; GOS - escala de resultados de Glasgow. Resultados expressos em N(%) ou média + desvio padrao. Comparagio
entre pacientes que sobreviveram e que morreram: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Tabela 2 - Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo -31C/T do gene da interleucina 1-beta nos pacientes com trau-
matismo crinio-encefilico grave, estratificadas de acordo com o desfecho primdrio (alta do CTI/morte)

Todos os pacientes (N=69) Vivos (N=38) Mortos (N=31) Valor de p
Alelo
C 92 (66,7) 50 (65,8) 42 (67,7) 0,952
T 46 (33,3) 26 (34,2) 20 (32,3)
Gendtipo
CC 34 (49,3) 19 (50,0) 15 (48,4) 0,747
CT 24 (34,8) 12 (31,6) 12 (38,7)
TT 11 (15,9) 7 (18,4) 4(12,9)

Resultados expressos em N(%).
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DISCUSSAO

Existe uma variabilidade considerdvel no desfecho do
traumatismo cranio-encefilico, sendo que fatores genéti-
cos podem influenciar tanto na suscetibilidade do cérebro
a lesao, quanto na capacidade de renovagio e reorganiza-
¢ao neural. Por esse motivo, pesquisas sobre polimorfis-
mos genéticos podem auxiliar na compreensao de fatores
determinantes para o progndstico dos pacientes. A inves-
tigagao de polimorfismos em genes relacionados com neu-
roinflamacio ¢ interessante dado o papel importante que
esta desempenha no TCE. A integracio dos dados dos ge-
nétipos dos pacientes com os dados clinicos pode auxiliar
no estabelecimento de fatores prognédsticos no TCE grave.

Alguns estudos procuram relacionar caracteristicas ge-
néticas com o desfecho apds TCE grave. A apolipoprote-
ina E, uma das proteinas responsdveis pelo transporte de
lipidios, é um dos fatores genéticos mais estudados com
relagao ao TCE. Estudos mostram uma correlagio signifi-
cativa entre o desfecho desfavordvel pés-TCE e um poli-
morfismo no gene da apolipoproteina E.!>1¢

Dentre as moléculas envolvidas com a mediagio da
resposta inflamatéria depois de qualquer dano ao cra-
nio ou cérebro, sdo as citocinas, especialmente a inter-
leucina-1, que desempenham o papel mais importante.
Sabe-se que no acidente vascular cerebral, doenga de Pa-
rkinson, Alzheimer ou qualquer doenga associada com
neurodegeneracio hd aumento os niveis de IL-1, prin-
cipalmente IL-1P. A IL-1f é expressa em baixas quan-
tidades em cérebros sadios, porém, se apresenta de for-
ma aumentada ap6s o TCE."” A quantidade de citocina
produzida pode estar relacionada com polimorfismos
no gene IL-1B. Assim a resposta inflamatéria ao trauma
pode depender do gendtipo do paciente. A expressio de
genes envolvidos na resposta inflamatéria é controlada
nos niveis transcricional e pés-transcricional. No nivel
transcricional, polimorfismos na regiao promotora dos
genes podem resultar em diferencas na resposta a deter-
minados processos patolégicos.

Polimorfismos nos genes /L-1A, IL-1B e IL-RN foram
analisados em estudos visando verificar sua influéncia em
pacientes que sofreram TCE. Estudo feito por Uzan etal.”’
evidenciou que existe associagao genética entre o desfecho
p6s-TCE e polimorfismos no gene /L-1B. Foram estuda-
dos 69 pacientes e analisados dois polimorfismos do tipo
SNP (polimorfismos de nucleotideo inico): um na posi-
¢do -511 e outro na +3953. Notou-se que os pacientes que
possufam o alelo T em ambas as posi¢oes mostraram pior
progndstico (morte, estado vegetativo ou sequelas graves),
devido, talvez, a um efeito aditivo desses polimorfismos.

Alcalde TFK, Regner A, Rodrigues Filho EM,
Silveira PC, Grossi GG, Simon D

Tanriverdi et al."¥ realizaram um estudo em 71 pacientes
com TCE e nio observaram associagio entre o desfecho
dos casos e um polimorfismo de troca de citosina por ti-
mina na posicio -889 do gene /L-1A. Entretanto este tra-
balho foi contestado por Wang et al."” devido a possiveis
problemas metodolégicos na genotipagem. Hadjigeorgiou
et al.?? analisaram o polimorfismo -511 C/T do gene da
IL-1B e o polimorfismo de nimero varidvel de repetigoes
em tandem (VNTR) do gene da IL-1RN e a sua asso-
ciagio com eventos hemorrdgicos em 151 pacientes que
sofreram TCE. Os autores verificaram que quando o gene
IL-1RN tinha o alelo T era mais provével que os pacientes
tivessem eventos hemorrdgicos apds o TCE. Este alelo foi
associado com a produgio aumentada de IL-1Ra. Johnson
et al.?V estudaram a influéncia de alelos dos genes /L-14
e IL-1B na apoptose, analisando amostras de hipocampo
de 38 pacientes que morreram ap6s TCE. Os autores nao
observaram correlagao entre os alelos e a quantidade de
apoptose mensurada.

Como pode se observar os estudos com os genes per-
tencentes ao grupo da IL-1 realizados em pacientes com
TCE apresentaram delineamentos experimentais diversos,
enfocando diferentes genes, polimorfismos e aspectos da
fisiopatologia do TCE e, desta forma, os resultados apesar
de conflitantes nio sao estritamente compardveis.

Estudos prévios mostram que os polimorfismos
-511T/C e -31C/T do gene /L-1B estio em completo
desequilibrio de ligagao de uma forma reversa, ou seja, o
alelo -511T sempre é encontrado associado ao alelo -31C
e o alelo -511C sempre é observado na presenga do alelo
-31T.1%22 No presente estudo foi analisado o polimorfis-
mo -31C/T e, até onde sabemos, nio hd estudos na litera-
tura que tenham analisado este polimorfismo visando sua
associagao com o TCE. Contudo, devido ao desequilibrio
de ligagdo, os resultados do presente estudo podem ser
comparados aos resultados dos estudos que analisaram o
polimorfismo da posigao -511. Nossos resultados nao evi-
denciaram associagio significativa entre o polimorfismo
-31C/T e o desfecho dos pacientes com traumatismo cra-
nio-encefilico grave. E importante ressaltar que o niimero
de pacientes que estudamos nio difere muito da amostra
dos outros estudos com pacientes vitimas de TCE.

E importante entender o papel que as citocinas e seus
polimorfismos desempenham na progressio da lesio trau-
mdtica neural, possibilitando o desenvolvimento de re-
cursos diagndsticos e terapéuticos mais eficazes no TCE
grave. O entendimento dos mecanismos celulares envolvi-
dos no dano neural possibilitard a evolugao das estratégias
terapéuticas e de reabilitagio nas vitimas de TCE grave,
reduzindo, assim, o impacto do TCE na satide piblica.
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CONCLUSAO

A compreensio da influéncia de polimorfismos genéti-
cos no desfecho do TCE ainda estd em uma fase inicial, com
poucos estudos realizados. Nossos resultados sugerem que o
polimorfismo -31C/T do gene /L-1B ndo tem impacto sig-
nificativo no desfecho fatal dos pacientes com traumatismo
cranio-encefdlico grave.
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ABSTRACT

Objective: Traumatic brain injury is the major cause of death
among individuals between 1-45 years-old. The outcome of trau-
matic brain injury may be related to brain susceptibility to the in-
jury and genetic factors. Genes that may affect traumatic brain in-

jury outcome are being investigated, however there is still few data
concerning the association between genetic polymorphisms and
traumatic brain injury outcome. The interleukin-1 beta gene (/L-
1B) is one of the most studied genes, because levels of this cytokine
are raised after traumatic brain injury and this can affect worsen the
prognosis. The aim of this study was to test whether the -31C/T
polymorphism, located at the promoter region of the /Z-1B gene,
is associated with primary short-term outcome (death or intensive
care unit discharge) in severe traumatic brain injury patients.

Methods: Were studied 69 patients admitted with severe trau-
matic brain injury in three hospitals of the metropolitan region of
Porto Alegre. The polymorphism was analyzed by polymerase chain
reaction, followed by restriction digestion.

Results: Severe traumatic brain injury was associated with a
45% mortality rate. No significant differences were observed in the
allele and genotype frequencies between patients stratified by trau-
matic brain injury outcome.

Conclusion: Our findings suggest that -31C/T IL-1B gene
polymorphism have no significant impact on the outcome of pa-
tients after acute severe traumatic brain injury.

Keywords: Interleukin-1beta; Polymorphism, genetic; Cranio-
cerebral trauma
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