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abstract 

Interleukin-4 (IL-4) has great significance in inflammatory processes in cases of stroke, since it is able to polarize microglia to 
the anti-inflammatory phenotype called M2. This study analyzed if the variation between TT genotype and the other genotypes 
(CT and CC), in -589 (rs2243250) polymorphism of IL4 gene, has association with the prognosis of hemorrhagic stroke (HS) and 
with clinical aspects which are risk factors for cerebrovascular diseases. The result of this study shows that there is no statistical 
association of the IL4 polymorphism with either prognosis or clinical aspects in HS patients.
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resumo 

A interleucina-4 (IL-4) tem grande importância nos processos inflamatórios em casos de acidente vascular cerebral (AVC), uma vez que 
ela é capaz de polarizar micróglias para o fenótipo anti-inflamatório chamado M2. Este estudo analisou se a variação entre o genótipo TT 
e os demais genótipos (CT e CC), no polimorfismo -589 (rs2243250) do gene IL4, possui associação com o prognóstico de AVC hemorrágico 
e com aspectos clínicos que são fatores de risco para doenças cerebrovasculares. O resultado deste estudo mostra que não há associação 
estatística do polimorfismo do IL4 nem com prognóstico nem com os aspectos clínicos dos pacientes com AVC hemorrágico. 

Unitermos: interleucina-4; polimorfismo de nucleotídeo único; acidente vascular cerebral; hemorragias intracranianas; aneurisma 
intracraniano.
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resumen 

La interleucina-4 (IL-4) tiene gran importancia en los procesos inflamatorios en casos de accidente cerebrovascular (ACV), puesto 
que hace que las microglías sean polarizadas hacia el fenotipo antiinflamatorio M2. Este estudio analizó si la variación entre el 
genotipo TT y los demás genotipos (CT y CC), en el polimorfismo -589 (rs2243250) del gen IL4, posee asociación con el pronóstico 
de ACV hemorrágico y con aspectos clínicos que son factores de riesgo para enfermedades cerebrovasculares. El resultado de este 
estudio enseña que no hay asociación estadística del polimorfismo del IL4 ni con el pronóstico ni con los aspectos clínicos de 
pacientes con ACV hemorrágico.

Palabras clave: interleucina-4; polimorfismo de nucleótide simple; accidente cerebrovascular; hemorragias intracraneales; 
aneurisma intracraneal.
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Introdução

As doenças cardiovasculares são a maior causa de morte 
global, sendo o acidente vascular cerebral (AVC) e o infarto do 
miocárdio responsáveis por 85% dessas mortes(1). Segundo a 
Organização Mundial da Saúde (OMS), há aproximadamente 
15 milhões de casos de AVC por ano em todo o mundo. Destes, 
5 milhões resultam em óbito e outros 5 milhões em incapacidade 
permanente(2). Isso pode ser notado no Brasil, onde o AVC é uma 
das maiores causas de hospitalização e mortalidade, causando, na 
maioria dos pacientes que sobrevivem, algum tipo de sequela(3).

Há dois tipos de AVC: o AVC isquêmico, que é a forma mais 
comum (80%-85% dos casos), e o AVC hemorrágico, a forma 
menos comum da doença (15%-20% dos casos)(4).

Após um AVC isquêmico, vários agentes lesivos são liberados 
do núcleo isquêmico para a área de penumbra. Esses agentes 
são capazes de desencadear respostas pró-inflamatórias que 
causam dano ao tecido nervoso local, mas também podem ativar 
a micróglia presente no ambiente(5). A ativação da micróglia, 
presente no sistema nervoso central, é um processo heterogêneo, 
já que pode resultar em dois subtipos: o fenótipo pró-inflamatório 
M1, pela ativação clássica; e o fenótipo anti-inflamatório M2, pela 
ativação alternativa(6, 7).

A interleucina-4 (IL-4), liberada pelos neurônios na área de 
penumbra, desempenha um papel importante nesse processo, pois 
é capaz de polarizar a micróglia do fenótipo M1 ao fenótipo M2. 
Isso acontece porque a IL-4 pode induzir a expressão de genes 
responsáveis pelo fenótipo M2. A IL-4 também pode aumentar 
a expressão do receptor de IL-4 na micróglia(5). A maioria dos 
estudos que mostram o papel da IL-4 em casos de AVC lida com AVC 
isquêmico, mas os poucos estudos sobre AVC hemorrágico mostram 
a IL-4 promovendo a ativação do fenótipo M2 na micróglia(8).

O gene humano responsável pela codificação da IL-4 está 
localizado no cromossomo 5q31.1(9). Estudos têm indicado que 
polimorfismos nos genes que regulam a resposta inflamatória 
podem estar associados a maior risco de ambos os tipos de AVC(10). 
Na região promotora do gene IL4, há o polimorfismo rs2243250 na 
posição -589 (C/T) a jusante(11). Esse polimorfismo de nucleotídeo 
único (SNP) é fundamental, pois se demonstrou que o risco de 
AVC hemorrágico é influenciado pelos alelos de rs2243250(9). 
Considerando que este tema é pouco compreendido, nosso estudo 
verificou a correlação entre a variação nos alelos IL4 -589 em 
pacientes brasileiros com AVC hemorrágico e cinco aspectos desses 
pacientes [sexo, hipertensão arterial sistêmica (HAS), diabetes, 
consumo de álcool e tabagismo], além do prognóstico de AVC 
hemorrágico.

Recrutamos um total de 21 pacientes para o estudo (14 
mulheres e 7 homens), todos diagnosticados segundo a definição 
de AVC da OMS, e os resultados foram confirmados por exames 
de imagem [tomografia computadorizada (TC) e ressonância 
magnética (RM)](12). As amostras foram obtidas de um estudo de 
caso-controle de base hospitalar realizado entre janeiro de 2011 e 
dezembro de 2012.

Este estudo foi submetido à apreciação do comitê de ética 
institucional, que o aprovou. O consentimento livre e esclarecido 
foi obtido de todos os participantes antes da coleta de informações. 

Todos os pacientes foram avaliados clinicamente e tiveram sua 
história clínica analisada em detalhes. Os seguintes aspectos são fatores 
de risco comuns para doenças cerebrovasculares e foram avaliados em 
cada paciente: sexo, tabagismo, consumo de álcool, HAS (a pressão 
sanguínea foi medida), diabetes e prognóstico de AVC hemorrágico. 
Este último aspecto foi estimado com a escala de Rankin modificada 
(MRS), que é amplamente empregada para avaliar a recuperação 
de AVC(13). Essa escala é usada para medir o grau de dependência ou 
incapacidade dos pacientes em atividades diárias(14, 15).

O ácido desoxirribonucleico (DNA) de cada paciente foi obtido 
de amostras de 5 ml de sangue periférico venoso usando o Invisorb 
Spin Blood Mini Kit (250) da Invitek (catalog #CA10-0005, lote 
#1031100300). A reação em cadeia da polimerase (PCR) combinada 
com análise de polimorfismo do comprimento do fragmento de 
restrição foi utilizada para realizar a genotipagem do polimorfismo 
IL4 -589 C/T (rs2243250). Os primers usados para amplificar o 
polimorfismo rs2243250 foram 5’-AAA CTA GGC CTC ACC TGA TAC 
G-3’ forward e 5’-TGC ATA GAG GCA GAA TAA CAG G-3’ reverse. 
A amplificação foi executada obedecendo ao seguinte programa de 
ciclagem: desnaturação inicial a 94°C por 30 segundos, seguida de 
anelamento a 55°C por 30 segundos e finalmente uma extensão a 
72°C por 60 segundos. Os produtos da PCR foram sequenciados pelo 
centro de genética da Universidade de São Paulo (USP).

As frequências alélicas dos pacientes com AVC hemorrágico 
foram comparadas entre eles, especificamente, com cada um dos 
cinco aspectos previamente mencionados e com o prognóstico 
de AVC hemorrágico. Essa comparação foi feita usando o teste 
qui-quadrado em variações dominantes e recessivas do SNP.

As características clínicas dos pacientes não tiveram associação 
estatística com o polimorfismo, como mostrado na Tabela (valor 
de p > 0,05). A Tabela compara o genótipo TT com os demais 
(CC homozigoto e CT heterozigoto); essa forma de representação foi 
escolhida porque o alelo -589T foi capaz de aumentar a expressão 
de IL-4(16). O sexo não possui associação com a distribuição 
genotípica do polimorfismo. O mesmo resultado foi mostrado para 
AVC hemorrágico e diabetes, mas é importante mencionar que 
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embora o diabetes seja um dos aspectos avaliados, já que se sabe 
que ele pode aumentar o risco de AVC promovendo alterações em 
vasos sanguíneos cerebrais(17), após as análises, observamos que 
nenhum dos pacientes era diabético. O consumo de álcool e o 
tabagismo também não tiveram associação estatística com SNP. 
O tabagismo apresentou uma pequena variação entre grupos 
com diferentes alelos (p = 0,128), mas esse resultado não foi 
estatisticamente significante. Os resultados da MRS, assim como 
o tabagismo, mostram pequena variação em pacientes com alelos 
diferentes. Entretanto, essa variação em rs2243250 também não teve 
associação com o prognóstico em pacientes com AVC hemorrágico 
(p = 0,624), que é o aspecto mais importante deste estudo.
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tabela – Associação entre genótipos do polimorfismo IL4 -589 (C/T) rs2243250 
e aspectos clínicos no modelo 

IL4 C/T (rs2243250)
TT CT + CC

n % n % p RC IC (RC)

Sexo 
Feminino 3 60 11 68,8 0,999 0,68 0,09-5,45
Masculino 2 40 5 31,3

HAS 
Sim 4 80 13 81,3 0,999 0,92 0,07-11,54
Não 1 20 3 18,8

Diabetes
Sim 0 0 0 0 0,999 NA NA
Não 5 100 16 100

Tabagismo
Sim 2 40 1 6,3 0,128 10 0,67-149,05
Não 3 60 15 93,8

Consumo
de álcool

Sim 1 20 4 25 0,999 0,75 0,06-8,83
Não 4 80 12 75

MRS
Mau prognóstico 1 20 6 37,5 0,624 0,42 0,04-4,66
Bom prognóstico 4 80 10 62,5

HAS: hipertensão arterial sistêmica; MRS: escala Rankin modificada; RC: razão de chances; 
IC: intervalo de confiança; NA: não aplicável.

De acordo com estudos de associação genômica ampla 
(GWAS), fatores genéticos têm grande importância para o risco 
e o prognóstico de AVC hemorrágico(18). Outros estudos, como o 
de Yamada et al. (2006)(19), revelaram o papel do SNP da citocina 
pró-inflamatória na suscetibilidade a AVCs. Entre eles, o 
polimorfismo IL-6 foi significantemente associado ao AVC 
hemorrágico. Borges et al. (2018)(20), estudando uma população 
brasileira, evidenciaram o SNP do fator de necrose tumoral 
alfa (TNFα) -308 A/G como possível fator de proteção contra o 
AVC hemorrágico. Park et al. (2011)(21), em um estudo com 79 
pacientes coreanos com AVC hemorrágico, encontraram uma 
relação estatisticamente significante entre dois SNPs (rs2243250 
e rs2070874) do gene IL4; entretanto, também chamaram a 
atenção para o fato de que a amostra usada em seu estudo foi um 
fator limitador importante. Até o presente momento, há poucos 
estudos sobre a relação entre polimorfismos e o gene IL4; portanto, 
as conclusões acerca dos antecedentes genéticos desse gene e sua 
ligação com o AVC hemorrágico são limitadas. 

Este estudo mostra que, na população brasileira, a variação 
de C e T no polimorfismo rs2243250 não está associada a fatores 
de risco comuns para AVC hemorrágico, o tipo menos frequente de 
AVC. Outro aspecto importante é que não há associação estatística 
entre o prognóstico de AVC hemorrágico e a frequência do alelo 
nesse SNP. Entretanto, a grande limitação deste estudo foi o 
pequeno número de indivíduos analisados. Estudos adicionais 
com mais pacientes são necessários para afirmar com maior 
confiança a ausência de associação entre aqueles aspectos clínicos 
dos pacientes com AVC hemorrágico e a variação do alelo no SNP 
rs2243250.
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