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Resumo:

Devido ao aumento do numero de casos da infeccao por Zika virus nos
primeiros meses de 2019 em comparacdo aos numeros do ano anterior, ha
uma preocupacao sobre um possivel novo surto. Sabe-se que a interleucina-
18 é encontrada em niveis superiores em pacientes infectados com o virus e
gue ela tem um papel importante em eliminar o virus. Essa citocina tem um
polimorfismo na regido promotora, que pode alterar a sua produgéo e
funcdo. Assim, neste trabalho foi analisado um polimorfismo do gene IL18 -
137 (G>C). Foram incluidos 90 pacientes com diagnostico positivo e 162
controles negativos para a infeccao por Zika virus. O DNA dos participantes
foi extraido e o polimorfismo foi avaliado por PCR-SSP. As comparacfes
entre as frequéncias alélicas e genotipicas foram realizadas utilizando o
programa SNPStats. Verificou-se que ndo houve associacdo entre o
polimorfismo e a ocorréncia da infeccdo por Zika virus; no entanto,
sugerimos que estudos futuros busquem uma associacao entre as formas
mais graves da doencga e este e outros polimorfismos desta citocina.

Introducao

O Zika virus (ZIKV) é pertencente a familia Flaviviridae e causou uma
epidemia que atingiu mais de um milhdo de pessoas no Brasil em 2016. Os
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numeros de casos relatados nos dois primeiros meses de 2019 preocupam e
abrem a possibilidade para um novo surto da doenca.

Apesar da imunofisiologia do ZIKV ainda estar sendo descoberta, ja se sabe
gue a interleucina-18 (IL-18) é encontrada de forma aumentada em
pacientes infectados com ZIKV. A IL-18 induz a inflamacéo e potencializa a
resposta imune das células natural killer, aumentando a funcdo citotoxica
dessas células, e ativa os linfocitos T CD8, que tém uma grande importancia
na eliminagdo dos virus. Essa citocina é codificada por genes contidos no
cromossomo 11 e sabe-se que ha polimorfismos de nucleotideo Unico na
regido promotora do gene IL18. O polimorfismo situado na posi¢cdo -137
G>C pode alterar a expressao, a funcéo e o nivel com o qual a citocina é
produzida. Além disso, este polimorfismo estd associado a protecdo ou
susceptibilidade a doencas, como observado na infeccdo causada pela
Hepatite B. O estudo realizado teve um papel protetor na infeccéo pelo virus
da hepatite B.

Assim, o0 objetivo do presente estudo foi avaliar o polimorfismo da regiao
promotora do gene IL18 G>C na posicao -137 e sua influéncia no
desenvolvimento da infec¢do por Zika virus.

Materiais e métodos
Aspectos éticos

O projeto foi realizado de acordo com o Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringa (N° 2.364.256/2017) e
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio
Preto (CAAE 55805516.2.0000.5415).

Coleta das amostras

Os individuos participantes eram provenientes da regido noroeste do Parana
e noroeste de Sao Paulo. Foram incluidos no estudo 90 pacientes com
diagnostico positivo para ZIKV (68 mulheres e 22 homens, média de idade
40,0 £ 14,89) e 162 controles com diagndstico negativo (85 mulheres e 77
homens, média de idade 42,9 £ 15,01) para ZIKV. O diagndéstico da infeccéo
por ZIKV foi realizado por meio da técnica Real Time RT-PCR. Ressaltamos
gue pacientes e controles estdo pareados para a idade. O DNA foi extraido
a partir do sangue total por kits de extracdo QIAamp® DNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Germany).

Analise dos polimorfismos

A genotipagem do gene da IL18 -137 (G>C) foi realizada pela técnica de
Polymerase Chain Reaction-sequence-specific primers (PCR-SSP), cujo
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desenho do primer foi baseado no trabalho de Liu et al. (2007). A reacdo de
PCR foi realizada para o volume final de 10uL e continha tamp&o 1X PCR
Buffer Green, 0,7 mM de MgCl, Promega, 0,2 mM de dNTP, 2,5 ng/uL de
primer controle R, 1,5 ng/uL de primer controle F, 2 ng/uL de primer
especifico G, 2 ng/uL de primer especifico C, 0,4 U de Taqg Promega, 1,5 pL
de DNA e o volume de &gua necessério para completar 10 pL. A
amplificacéo foi realizada em termociclador GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems™). Os produtos gerados pela PCR foram visualizados
em gel de agarose a 2%. Sao gerados fragmentos de 446 pb para o controle
e 261 pb do fragmento do polimorfismo para IL18 -137.

Analise estatistica

Os resultados foram colocados em planilhas no Excel e os dados foram
avaliados pelo programa SNPStats, para que pudessem ser verificadas as
frequéncias alélicas e genotipicas em pacientes e os controles. O risco de
desenvolver a doenca sera calculado através da OD (“odds ratio”) e sera
considerado um intervalo de confianca de 95% (IC95%). O valor de P < 0,05
foi considerado significativo. A média de idades entre pacientes e controles
foi calculada por meio do programa GraphPad
(https://www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1/?Format=C).

Resultados e Discussao

A distribuicdo das frequéncias genotipicas para o polimorfismo da IL18 -137
estava em equilibrio Hardy-Weinberg.

Tabela 1 — Frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo da IL18 — 137
em pacientes com ZIKV e controles*
IL18 -137 Pacientes N = 90 Controles N = 162

n (%) n (%)
Alelos
G 124 (69%) 236 (73%)
C 56 (31%) 88 (27%)
Genaotipos

GG 40 (44%) 83 (51%)
GC 44 (49%) 70 (43%)

CC 6 (7%) 9 (6%)

N: numero de individuos; n: numero de alelos e genotipos; %: frequéncia do
namero de individuos.
*Valor de P ndo significante.

A Tabela 1 apresenta as frequéncias alélicas e genotipicas para o
polimorfismo da IL18 -137 (G>C) encontradas em pacientes e controles. A
maior frequéncia alélica encontrada foi o alelo G (69% para pacientes e 73%
para controles). A maior frequéncia genotipica observada em pacientes foi
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para o genotipo GC (49%), e em controles foi para o gendtipo GG (51%).
N&o foram observadas diferencas significativas na distribuicdo alélica e
genotipica da IL18 -137 em pacientes e controles. A auséncia de resultados
significativos em nossos resultados corrobora com o0s resultados
encontrados por Hirankarn et al. (2007).

Conclusodes

Em nosso estudo, nao foi encontrada associacdo entre o polimorfismo I1L18 -
137 na infeccéo por ZIKV.
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