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Resumo:

Dado o aumento do numero de casos da infeccdo por Zika virus nos
primeiros meses de 2019 em comparacdo aos numeros do ano anterior,
existe uma preocupacdo sobre um possivel novo surto. Sabe-se que a
interleucina-17 é encontrada em niveis superiores em pacientes infectados
com o virus e que ela pode auxiliar ou atrapalhar em infec¢bes virais. Essa
citocina tem polimorfismos, que podem alterar a sua producao e fungéo.
Assim, neste trabalho foram analisados os polimorfismos dos genes IL17A -
197 e IL17F -7488. Foram incluidos 137 pacientes com diagndstico positivo
e 168 controles negativos para a infec¢ao por Zika virus, e os polimorfismos
foram avaliados por sequenciamento de Sanger. As frequéncias alélicas e
genotipicas foram comparadas com o programa SNPStats. N&o foi
encontrada associacdo entre os polimorfismos de genes de citocinas
estudados e a ocorréncia da infecgéo por Zika virus.

Introducéo

O Zika virus (ZIKV) causou uma epidemia que acometeu milhares de
pessoas em 2016 no Brasil. Também se observou um aumento de casos no
inicio de 2019, indicando a possibilidade de um novo surto da doenca no
futuro.

Sabe-se que a interleucina-17 (IL-17) é encontrada aumentada na infeccéo
pelo ZIKV, e pode causar efeitos benéficos ou maléficos em infeccdes virais.
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Essa citocina é membro de uma familia que engloba seis citocinas, entre
elas a IL-17A e a IL-17F, que sdo as mais estudadas. O polimorfismo na
regido promotora do gene IL17A, encontrado na posi¢cao -197 G>A, esta
associado a maior sintese da IL-17, enquanto o polimorfismo na regido
codificadora do gene IL17F na posi¢cao 7488 T>C inibe a funcao biolégica da
IL-17F.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar polimorfismos de
genes que sao responsaveis pela producdo da IL-17 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 que participaram do estudo sdo da regido noroeste do Parana
e noroeste de S&o Paulo. Foram incluidos no estudo 137 pacientes com
diagnostico positivo para ZIKV e 168 controles com diagndstico negativo
para ZIKV. A infeccdo por ZIKV teve seu diagndstico por meio da técnica
Real Time RT-PCR. Kits de extracdo QIAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen,
Germany) foram usados para a extracdo do DNA, a partir do sangue total.

Andlise dos polimorfismos

As genotipagens dos genes IL17A -197 (G>A) e da IL17F -7488 (T>C) foram
realizadas pela técnica de sequenciamento de Sanger. A reacdo de PCR foi
realizada para o volume final de 20 uL e continha tampdo 1X PCR Buffer
Green, 1 mM de MgCl, Promega, 0,25 mM de dNTP, 0,2 ng/uL dos primers,
1 U de Taq Promega, 1,5 uL de DNA e o volume de agua necessario para
completar 20 puL. A amplificacdo foi realizada em termociclador GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems™). Os produtos gerados pela PCR
foram visualizados em gel de agarose a 2%, corado com SYBR Safe DNA
Gel Stain (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY).

O sequenciamento foi realizado usando os produtos amplificados pela PCR
diluidos em dez vezes, usando BigDye ™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied BioSystems, EUA), em um volume final de 10 pL, seguindo as
orientacdes do fabricante. Feita a purificagéo, as amostras foram analisadas
no Applied Biosystems 3500xL Genetic Analyzer.

Anélise estatistica
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Os resultados foram organizados 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 doenga foi calculado através da OD (“odds ratio”) e foi
considerado um intervalo de confianca de 95% (IC95%). O valor de P < 0,05
foi considerado significativo.

Resultados e Discussao

A distribuicdo das frequéncias genotipicas para o polimorfismo do gene
IL17A -197 e do gene IL17F -7488 estava em equilibrio Hardy-Weinberg.

A Tabela 1 mostra as frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo
do gene IL17A -197 (G>A) encontradas em pacientes e controles. A maior
frequéncia alélica encontrada foi para o alelo G (86% para pacientes e 75%
para controles). A maior frequéncia genotipica observada tanto em pacientes
como em controles foi para o genoétipo GG (52% para pacientes e 55% para
controles).

Tabela 1 — Frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo da IL17A — 197
em pacientes com ZIKV e controles*
IL17 - 197 Pacientes N=137 Controles N = 168

n (%) n (%)
Alelos
G 201 (86%) 252 (75%)
A 73 (14%) 84 (25%)
Genotipos

GG 71 (52%) 92 (55%)
GA 59 (43%) 68 (40%)

AA 7 (5%) 8 (5%)

N: nimero de individuos; n: nimero de alelos e gendtipos; %: frequéncia do nimero de individuos.
*Valor de P ndo significante.

A Tabela 2 mostra as frequéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo
do gene IL17F -7488 (T>C) encontradas em pacientes e controles. A maior
frequéncia alélica encontrada foi para o alelo T (95% para pacientes e 94%
para controles). A maior frequéncia genotipica observada tanto em pacientes
como em controles foi para o gendtipo TT (91% para pacientes e 89% para
controles).

Tabela 2 — Frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo da IL17F — 7488
em pacientes com ZIKV e controles*
IL17 - 197  Pacientes N=137 Controles N = 168
n (%) n (%)

T 261 (95%) 317 (94%)
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C 13 (5%) 19 (6%)

Gendtipos
TT 124 (91%) 150 (89%)
TC 13 (9%) 17 (10%)
CcC 0 (0%) 1 (1%)

N: nimero de individuos; n: nimero de alelos e gendtipos; %: frequéncia do nimero de individuos.
*Valor de P né&o significante.

N&o foram observadas diferencas significativas na distribuicdo alélica e
genotipica para os polimorfismos de IL17A -197 e IL17F - 7488 em pacientes
e controles.

Conclusoes

Em nosso estudo, ndo foi encontrada associacao entre o polimorfismo do
gene IL17A -197 e do gene IL17F - 7488 e a ocorréncia da infeccdo pelo
ZIKV.
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