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“A persisténcia é o menor caminho do éxito.”

(Charles Chaplin)
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RESUMO

A dengue é considerada a arbovirose mais frequente dentre as que acometem o ser
humano, sendo endémica em paises tropicais e subtropicais. A doenca é causada pelo
Dengue virus (DENV), membro da familia Flaviviridae apresentando a fémea do mosquito
Aedes aegypti como principal vetor de transmisséo. A variedade de fatores relacionados ao
virus, ao ambiente e ao hospedeiro reflete na diversidade das manifestacfes clinicas da
dengue. Vérios estudos apontam que polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNP) em genes
de moléculas relacionadas a imunidade da dengue podem estar envolvidas com a
susceptibilidade e/ou protecdo a doenca. O objetivo do presente estudo foi investigar a
prevaléncia e a influéncia dos polimorfismos -336 A/G (rs4804803) no gene DC-SIGN e -
174 G/C (rs1800795) no gene IL-6 em pacientes sintomaticos e assintomaticos infectados
pelo DENV, e em individuos controles. Trata-se de um estudo do tipo caso-controle, de
carater qualitativo e com abordagem exploratéria. Os dados foram obtidos através de
coletas feitas em pacientes atendidos em o6rgdos publicos de saude, em Parnaiba-P1 no
periodo de Agosto de 2016 a Dezembro de 2017. A confirmacdo laboratorial dos casos
suspeitos de dengue foi feita por meio de testes imunocromatograficos e metodologias
moleculares (RT-PCR). O DNA gendmico celular foi extraido e realizada a genotipagem
para os SNPs, atraves de PCR em Tempo Real. Os dados foram analisados através do
programa BioEstat 5.0, com um nivel de significAncia de p<0,05. As andlises das
frequéncias alélicas e genotipicas para 0 SNP -336 A/G no gene DC-SIGN ndo mostraram
resultados com diferencas estatisticamente significativas. Com relagdo a prevaléncia das
manifestacdes clinicas, o sintoma Diarreia se apresentou mais frequente nos portadores do
alelo G com diferenca estatisticamente significativa. As analises das frequéncias alélicas e
genotipicas para 0 SNP -174 G/C no gene IL-6 entre 0s grupos mostraram que a frequéncia
do gendtipo G/C foi estatisticamente maior no grupo controle (41,2%) que no grupo
dengue (DEN), com 26,5%. Foi significativamente mais frequente no grupo controle
(41,2%) em relacdo ao grupo Dengue sem sinais de alarme (DSSA), com 24,7%. A
associacdo dos gendtipos G/C + C/C teve maior frequéncia no grupo controle (46,5%)
quando comparado ao grupo DEN com 30,8%. E ainda apresentaram maior frequéncia no
grupo controle, com 46,5%, em relacdo ao grupo DSSA (28,8%). As analises das
frequéncias alélicas revelaram que o alelo C teve frequéncia significativamente maior no
grupo controle (26%), quando comparado ao grupo DEN com 17,5% e ao grupo DSSA,
com 16,4%. O alelo C também apresentou frequéncia maior no grupo assintomatico
(25,9%) em relacdo ao grupo DEN, com 17,5%, e em relagdo ao grupo DSSA com
significancia. Nas andlises da prevaléncia das manifestacGes clinicas, a manifestagdo
clinica Nauseas foi mais frequente em ndo portadores C, com diferenca estatisticamente
significativa. A frequéncia do alelo G para o SNP -336 A/G do gene DC-SIGN na
populagdo piauiense foi de 18,8%. O alelo C do SNP -174 G/C no gene IL-6 teve
frequéncia de 26% nesta populacdo. Nossos dados sugerem que o genétipo G/C e o alelo C
do SNP -174 G/C no gene IL-6 estdo relacionados com protecdo para os casos de dengue
na populagido estudada. Estes dados contribuem para um melhor entendimento da
patogénese do Dengue virus e de fatores genéticos relacionados ao hospedeiro com a
doenca. Podendo assim, trazer beneficios para o paciente, no que diz respeito a0 manejo
clinico da doenga.

Palavras-Chave: Dengue, Hospedeiro, Polimorfismos, Dengue virus



ABSTRACT

Dengue is considered the most frequent arboviral desease which affects humans, it is
endemic in tropical and subtropical countries. The disease is caused by Dengue virus
(DENV), a member of the Flaviviridae family, which presents the female Aedes aegypti as
the main vector of transmission. The variety of factors related to the virus, the environment
and the host reflects on the diversity of clinical manifestations of dengue. Several studies
have pointed out that single nucleotide polymorphisms (SNPs) in genes of molecules
related to dengue immunity may be involved in the susceptibility and / or protection of the
disease. The aim of the present study was to investigate the prevalence and the influence of
the -336 A/ G polymorphisms (rs4804803) on the DC-SIGN gene and -174 G / C
(rs1800795) on the IL-6 gene in symptomatic and asymptomatic patients infected by
DENV, and in control subjects. This is a case-control study of a qualitative nature with an
exploratory approach. Data were obtained through collections made in patients attended at
public health agencies in Parnaiba-PI from August 2016 to December 2017. The laboratory
confirmation of suspected dengue cases was done through immunochromatographic tests
and molecular methodologies (RT-PCR). Cell genomic DNA was extracted and genotyped
for SNPs through Real-Time PCR. The data were analyzed through the BioEstat 5.0
program, with a significance level of p <0.05. The analysis of the allelic and genotype
frequencies for the 336 A/G SNP in the DC-SIGN gene did not show results with
statistically significant differences. Regarding the prevalence of clinical manifestations, the
Diarrhea symptom was more frequent in patients with the G allele with a statistically
significant difference. The analysis of allele and genotype frequencies for SNP-174 G/C in
the IL-6 gene between the groups showed that the G/C genotype frequency was
statistically higher in the control group (41.2%) than in the dengue group (DEN), with
26.5%. TheThe G/C genotype was also significantly more frequent in the control group
(41.2%) than in the Dengue group with no warning signs (24.7%). The association of G/C
+ C/C genotypes had a higher frequency in the control group (46.5%) when compared to
the DEN group with 30.8%. They also presented higher frequency in the control group,
with 46.5%, compared to the DSSA group (28.8%). Allele frequencies analysis revealed
that the C allele had a significantly higher frequency in the control group (26%), when
compared to the DEN group with 17.5% and the DSSA group, with 16.4%. The C allele
also had a higher frequency in the asymptomatic group (25.9%) in relation to the DEN
group, with 17.5%, and in relation to the DSSA group, with a significant frequency. In the
analysis of the prevalence of clinical manifestations, the clinical manifestation Nausea was
more frequent in non-C carriers, with a statistically significant difference. The frequency of
the G-allele for the SNP-336 A / G of the DC-SIGN gene in the Piaui population was
18.8%. The C allele of the SNP-174 G / C in the IL-6 gene had a frequency of 26% in this
population. Our data suggest that the G/C genotype and the C-allele of the SNP -174 G/ C
in the IL-6 gene are related to protection for dengue cases in the study population. These
data contribute to a better understanding of Dengue virus pathogenesis and genetic factors
related to the host disease. Thus, it can bring benefits to the patient, regarding the clinical
management of the disease.

Key words: Dengue, Host, Polymorphisms, Dengue Virus.
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11

1 INTRODUCAO

A dengue € a arbovirose mais frequente dentre as que acometem o ser humano,
sendo endémica principalmente em paises tropicais e subtropicais. A doenca é considerada
um grande problema de saude publica, devido as suas elevadas taxas de morbidade e
mortalidade, associadas a variedade de formas clinicas da doenca (COSTA; SANTOS;
BARBOSA, 2009; DIAS et al., 2010; GARCIA et al., 2011; LO et al., 2016;
VADIVALAGAN et al., 2016).

A doenca é causada pelo Dengue virus (DENV), que apresenta genoma de RNA e
pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus, sendo as fémeas de mosquitos do
género Aedes os principais vetores de transmissdo da dengue. Os mosquitos da espécie
Aedes aegypti reproduzem-se em reservatorios de agua principalmente no ambiente
peridomiciliar, estando envolvidos no ciclo urbano de transmissdo da doenca. O DENV é
classificado em quatro sorotipos com propriedades antigénicas distintas: DENV-1, DENV-
2, DENV-3 e DENV-4 (BARRETO; COMETTI, 2007; ARYATI et al., 2013;
GONCALVES et al., 2015; KATZELNICK et al., 2016).

O Brasil pode ser considerado o responsavel pelo maior nimero de casos de
dengue na América, uma vez que esta patologia esta presente em todo o territorio nacional.
Os quatro sorotipos do DENV tém sido encontrados em o todo pais e suas distribuicdes
variam de acordo com as regifes, 0 que acarreta em grande impacto nas questdes de salde
publica (RIBEIRO; BALSAN; MOURA, 2013; COSTA et al., 2017).

A variedade de fatores relacionados ao virus, ao ambiente e ao hospedeiro reflete
na diversidade das manifestacGes clinicas da dengue. Dentre os varios fatores relacionados
com protecdo, susceptibilidade e/ou risco de progressao para formas clinicas mais graves
da dengue, destacam-se os fatores genéticos do hospedeiro (BELTRAME et al., 2013;
NGASANG et al., 2014; ALAGARASU; MEMANE; SHAH, 2015; MOHSIN et al., 2015;
DANG et al., 2016). A presenca de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs, do inglés
Single Nucleotide Polymorphism) associados a eventos da resposta imune do hospedeiro
no combate a infeccdo podem desempenhar importantes fungdes na patogénese da dengue.
Tais variagOes genéticas na regido promotora de genes sdo as mais comumente encontradas
no genoma humano, e podem acarretar em diferentes padrbes de expressdo de proteinas
(MAAT et al., 2004; FANG et al., 2012). Existem diversos dados na literatura que
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relacionam a influéncia de SNP presente no gene que codifica receptor de celulas
dendriticas DC-SIGN (-336 A/G) e a citocina pré-inflamatéria IL-6 (-174 G/C) com a

modulacéo dos sintomas clinicos da dengue.

Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo investigar a prevaléncia e a
influéncia dos polimorfismos -336 A/G (rs4804803) no gene DC-SIGN e -174 G/C no gene
IL-6 na dengue em pacientes com a doenga, pacientes assintomaticos para a dengue e
individuos controle. Através desta pesquisa, pretende-se auxiliar no entendimento dos
mecanismos referentes a patogénese da dengue e sua relacdo com fatores genéticos do
hospedeiro, tendo em vista que muitos destes ndo estdo totalmente elucidados. Dessa
forma, esse trabalho podera futuramente colaborar para a ado¢do de medidas de saude
publica, melhorando a assisténcia ao paciente e a populacdo em geral, além de colaborar

para o levantamento de dados epidemioldgicos no Estado do Piaui.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Arboviroses

Arboviroses sdo doencas transmitidas através de vetores artrépodes, e abrangem
um grande nimero de virus que causam doengas em humanos e animais (LOPES;
NAZAWA,; LINHARES, 2014; ANDRADE et al., 2017). Devido a sua capacidade de
propagacao e de provocar epidemias, as arboviroses tém se destacado no cenério global e
se tornado importante questdo de satde puablica (DASH et al., 2013; HONORIO et al.,
2015).

No geral, as arboviroses sdo endémicas em regides especificas do mundo,
ocorrendo uma maior circulacdo principalmente nas regides em que 0s vetores Sao
abundantes, como as regifes tropicais, subtropicais e temperadas. I1sso se deve pelo fato
destas apresentarem condicOes ecoldgicas propicias para o desenvolvimento dos vetores
(CASSEB et al., 2013; LIANG; GAO; GOULD, 2015).

Desmatamento, mudancas climaticas, migracdo, crescimento urbano de forma
desordenada, processos de globalizacdo e modificacdo do ecossistema através de acdes
antrdpicas, sdo causas que facilitam a propagacdo de vetores e consequentemente a
ocorréncia das arboviroses (BATISTA et al., 2012; CAMARA, 2016; MOTA et al., 2016),

como ilustrado na Figura 1.
Figura 1 — O surgimento de arboviroses de habitats silvestres ou rurais para 0 meio urbano.
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Fonte: Adaptado de Mayer; Tesh; Vasilakis, 2017.
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Grande parte dos arbovirus é formada por conteido de genoma de RNA de cadeia
simples ou dupla. Os virus sdo pertencentes as familias Bunyaviridae, Flaviviridae,
Reoviridae, Rhabdoviridae e Togaviridae. Ainda, também o virus do género Asfivirus,
familia Asfaviridae, causador da Peste Suina Africana, sendo este o Unico arbovirus com
genoma de DNA (MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017; MIESEN; JOOSTEN; R1J, 2016).

De acordo com Smith et al. (2016), a transmissdo dos arbovirus é feita atraves de
ciclos zoondticos, que compreendem hospedeiros vertebrados e mosquitos, que entram em

ciclos urbanos, infectando hospedeiros humanos.

Diversos arbovirus emergiram ou reemergiram em regifes de todo mundo e com
grande importancia para a saude publica, especialmente no Brasil podemos citar
Chikungunya virus (CHIKV), Zika virus (ZIKV), Dengue virus (DENV) e o Yellow fever
virus (Virus da Febre amarela) (YFV), ocasionando grandes surtos e/ou epidemias
(HUANG; HIGGS; VANLANDINGHAN, 2017; PAPA, 2017).

2.1.1 Flavivirus

A familia Flaviviridae abrange uma grande variedade de arbovirus apresentando
mais de 70 membros diferentes, com destaque para: 0 Dengue virus (DENV), o virus da
encefalite japonesa (JEV), o Yellow fever virus (YFV), o West Nile virus (Virus da febre do
Oeste do Nilo) (WNV) e o Zika virus (ZIKV). Estes virus endémicos de regides tropicais e
subtropicais, transmitidos por artrépodes, sdo de grande importancia médica e social.
Apresentam riscos a populacdo nativa dessas regides e para viajantes/turistas, devido as
caracteristicas do vetor, como a mobilidade (PEIPEI et al.,, 2013; DENMAN;
MACKENZIE, 2017; GARCIA; PADILLA; CASTANO, 2017; SANLES et al., 2017;
TAGLIABUE et al., 2017; VALDERRAMA,; DIAZ; VERGES, 2017; ZHANG et al.,
2017).

As infecgdes causadas pelos Flavivirus apresentam sintomas clinicos variados,
que vao desde a forma assintomatica, a manifestacfes graves como: febre alta, calafrios,
dores de cabeca e musculares, tonturas, vomitos, doenca hemorragica, ictericia, encefalite,
meningite, paralisia flacida (SIPS et al., 2012; ISHIKAWA; YAMANAKA; KONISHI,
2014; CONDE et al., 2017).
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2.1.1.1 Dengue virus

O Dengue virus (DENV), pertencente a familia Flaviviridae e género Flavivirus,
pode ser considerado o arbovirus humano de maior relevancia encontrado do mundo,
infectando 50 a 100 milhdes de pessoas anualmente. O principal vetor para propagagéo
desse virus é o mosquito Aedes aegypti (KIM; LI; LINHARDT, 2017; LAI; LIN; HSIEH,
2017; MOTA et al., 2016; TAKAGI et al., 2017).

Existem quatro sorotipos do DENV circulante (DENV-1 a -4), estes sdo
antigenicamente distintos, e consequentemente a infec¢cdo por um sorotipo viral gera
imunidade contra o sorotipo, no entanto, ndo obrigatoriamente contra uma infeccdo
secundaria com um sorotipo distinto. Possui sintomatologia que pode variar desde uma
infeccdo assintomatica, febre hemorragica grave e até a morte (ROCHE; GOULDE, 2013;
CHATCHEN; SABCHAREON; SIRIVICHAYAKUL, 2017; PATEL et al., 2017
PERERA; MILLER; ZITZMANN, 2017).

Os quatro sorotipos virais do DENV circulam no Brasil, sendo este o pais
responsavel pelo maior nimero de casos de dengue no continente americano. O primeiro
estado brasileiro com a existéncia simultanea de trés sorotipos foi o Rio de Janeiro
(DENV-1, DENV-2 e DENV-3). Nos ultimos 20 anos, o sorotipo DENV-4 foi
detectado em outras regides do pais, como Manaus, Roraima, Sdo Paulo, Pernambuco,
Bahia e Piaui (SANTOS, 2013; GARCES, 2016; COSTA et al., 2017).

Por ser um Flavivirus, o Dengue virus é um virus de RNA de fita simples positiva.
Possui um genoma com cerca de 11 kb de comprimento, com uma estrutura formada por
trés proteinas estruturais (C, M e E) e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Figura 2), cada proteina citada exerce uma func¢do, auxiliando
na producdo de novas particulas virais (Bl et al., 2013; RASTOGI; SHARMA,; SINGH,
2016; WANG; ZHANG, 2017).

Figura 2 — Demonstracdo da organiza¢do do genoma dos Flavivirus.

uu HS1  NS2A NSZB H53 NE4A NS4B MES

Estrutural Hao estrutural

Fonte: Adaptado de Denman; Mackenzie, 2017.
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De acordo com Suwanmanee e Luplertlop (2017), o genoma do DENV é
encontrado no nucleocapsideo, regido onde também se localiza a proteina C. Esta proteina
estrutural possui forma esférica e é fundamental para o revestimento do seu genoma de
RNA (DWIVEDI et al., 2017).

A glicoproteina estrutural M é obtida através do precursor glicosilado prM
(proteina precursora de membrana), quando este é clivado pela proteina furina no processo
de maturacdo do virus, sendo essencial para o dobramento correto da proteina E
(LINDEBACH; RICE, 2003; WANG et al., 2017).

A proteina estrutural E, é constituinte do envelope viral, estd localizada ao redor
do nucleocapsideo (superficie viral) e faz parte da bicamada lipidica. A proteina €
importante para a ligacdo inicial do virus & célula hospedeira, por induzir a formagéo de
anticorpos neutralizantes e imunidade protetora ao hospedeiro. Possui trés dominios: |,
encontrado na regido N-terminal; Il, que € central e o dominio Ill, que é o dominio de
ligacdo com o receptor (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; DWIVEDI et
al., 2017; SUWANMANEE; LUPLERTLOP, 2017).

A glicoproteina NS1, é a primeira proteina ndo estrutural, altamente conservada
com peso molecular de 46-55 kDa. Esta proteina é essencial para a viabilidade do DENV.
Sua importancia na infeccdo pelo virus ainda ndo estd bem estabelecida, porém algumas
pesquisas indicam que o seu papel pode estar relacionado com a replicacdo viral em
estagios iniciais (BARTENSCHLAGER; MILLER, 2008; RABELO et al., 2016; CONDE
etal., 2017).

A regido NS2 é formada por duas proteinas, a NS2A e NS2B, com
aproximadamente 22 kDa e 14,5 kDa, respectivamente. As caracteristicas e as funcdes da
NS2A sdo pouco definidas, sendo associadas ao correto processamento proteolitico de
NS1. A clivagem entre NS1 e NS2A pode afetar a replicacdo do RNA viral. A proteina
NS2B esté relacionada com a funcdo protease do complexo NS2B-NS3 (CHANG, 1997;
SAHILI; LESCAR, 2017).

As proteinas NS4A (16 kDa) e NS4B (27kDa) sdo ligadas por um peptideo de
membrana, o qual é clivado durante a maturagdo do NS4A. Essa proteina tem a funcdo de

prevenir a morte celular causada pela infecgdo, através da autofagia. NS2A e NS2B podem
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atuar como co-fatores ao associarem-se aos complexos de replicagdo viral
(LINDENBACH et al., 2007; ZEIDLER et al., 2017).

As proteinas NS3 e NS5 sdo as Unicas, entre as proteinas ndo estruturais, que
podem ser encontradas no citoplasma. Elas possuem vérias atividades enzimaéticas
necessarias para a replicacdo viral (TERAMOTO et al., 2017; YU; TAKEDA, GAO,
2017).

2.2 Aspectos epidemioldgicos da dengue

A descrigdo dos primeiros sintomas de doencga condizentes com a dengue foi
encontrada em uma enciclopédia chinesa em 992 D.C, sendo reportada como “veneno da
agua’’, e também relacionada a insetos voadores. Porém, as caracteristicas gerais dessa

patologia, como causa e origem foram definidos no século XX (MURRAY et al., 2013).

Supostamente a pandemia de dengue iniciou-se nas regides da Asia e Pacifico, até
a metade da década de 90 atingia mais a regido do Sudeste Asiatico. Apos esse periodo
houve, uma disseminacdo para outras regides, como paises da América Central e do Sul,
provocada principalmente por alterac6es ecoldgicas (Figura 3). Anualmente, ocorrem cerca
de 390 milhdes de infecgcdes e mais de 70% da popula¢do mundial encontra-se em risco de
ser infectada pelo Dengue virus (GUBLER; CLARK, 1995; BARRETO; TEIXEIRA,
2008; FARES et al., 2015; MEGAWATI et al., 2017).

Consenso de Evidéncia
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Fonte: Adaptado de Guzman et al., 2016.
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A dengue é uma doenca urbana que se difunde mais em paises tropicais e
subtropicais, devido ao clima quente e Umido. Outros fatores importantes para a
disseminacdo da mesma, levando a formacdo de epidemias, sdo as condicGes
socioambientais dessas regides, mudancas climaticas, crescimento demografico
desordenado, infraestrutura urbana inadequada, deficiéncia nos servicos de salde
(COELHO, 2008; SILVA; MARIANO; SCOPEL, 2008; FLAUZINO, SANTOS,
OLIVEIRA, 2009; OLIVEIRA; DOUHI, 2012; CRUZ et al., 2015).

Em 2016, foram notificados 2.249.842 casos de dengue nas Américas, sendo
64,5% destes no Brasil. Este pais apresenta epidemias sazonais e geralmente ocorrem no
verdo durante ou imediatamente apos periodos chuvosos, nos primeiros cinco meses do
ano (BRAGA; VALLE, 2007a; CAMARA et al, 2007; PEREIRA; FERREIRA;
BORGES, 2013; COSTA; CALADO, 2016; ARAUJO et al., 2017; PAHO, 2017).

Até 1976 o mosquito Aedes aegypti estava erradicado no Brasil, devido ao
programa contra a febre amarela, coordenado pela Organizacdo Pan-Americana de Saude
(OPAS), que levou a eliminacdo do mesmo. Em 1977, vérios fatores levaram a uma
reinsercdo do A. aegypti no Brasil, como a pandemia do DENV-1 e a entrada do DENV-4
nas Ameéricas. A introducdo da dengue no Brasil com confirmacéo laboratorial ocorreu em
meados de 1981, no estado de Roraima, onde foram isolados os sorotipos de DENV-1 e
DENV-4, com 11.000 casos confirmados. A partir dai o pais passou por Vvarios surtos
epidémicos e, atualmente, a dispersdo do A. aegypti atinge todos os estados da federacéo, e
possui mais de 3.587 municipios infestados pelo vetor da doenca (NOGUEIRA,
MIAGOSTOVICH, SCHATZMAYR, 2000; SIQUEIRA et al., 2005; TEIXEIRA et al.,
2013; VIANA; IGNOTTI, 2013; FOGACA; MENDONCA, 2017).

O Brasil dispde de condicBes climéticas favoraveis para o desenvolvimento do
principal vetor da doenca, permitindo a transmissdo e a proliferacdo dos varios sorotipos
virais (TEIXEIRA, 2012). De acordo com dados do Boletim Epidemiologico, divulgado
pelo Ministério da Saude, foram registrados em 2016 e 2017, respectivamente, 1.483.623 e
251.711 casos provaveis de dengue em todo pais. No ano de 2018, até a semana
epidemiolégica 23, que vai de 31/12/2017 a 09/06/2018, foram registrados 161. 154 casos.
Com relagéo as regides, no ano de 2018, até a mesma semana epidemioldgica, o Nordeste
apresentou a terceira maior colocagdo em nimeros de casos provaveis, com 38.243 casos,
0 que corresponde a 23,7% (BRASIL, 2018).
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A regido Nordeste do Brasil tem a dengue como um problema de salde publica
desde 1990, periodo este em que os surtos foram mais comuns. Esta regido é bastante
afetada pelo DENV, e a populacdo de todos seus 9 estados encontram-se em situacdes de
risco. No ano de 1986, foi confirmada a presenca do Aedes aegypti no Estado do Piaui, e
em 1996 ocorreu a primeira epidemia notificada da doenca. Segundo dados da Secretaria
de Estado da Salde, no ano de 2017, o referido estado teve 3.195 nUmeros de casos
confirmados para dengue (CASTRO et al., 2003; MONTEIRO et al., 2009; CARVALHO
et al., 2016; SESAPI, 2018).

2.3 Caracteristicas gerais

2.3.1 Vetor

A dengue é uma doenca transmitida por mosquitos do género Aedes, como 0
Aedes albopicutus e Aedes aegypti; sendo este Ultimo o vetor mais importante (MOTA et
al., 2016; MINARD et al., 2017; PROPHIRO et al., 2017; RENTERIA et al., 2017). O A.
aegypti pode ser encontrado em todos os estados brasileiros e o A. albopicutus em &reas
rurais e urbanas. Este € um vetor secundéario para a transmissao da dengue, mas ainda ndo
foi relacionado com surtos da doenca (MARTINS et al., 2010).

O A. aegypti € um mosquito originario da Africa e sua ocorréncia foi inicialmente
descrita por Linnaeus, no Egito em 1762. Acredita-se que a entrada deste mosquito no
Brasil ocorreu devido ao comércio de escravos, durante o periodo colonial (ZARA et al.,
2016). O vetor é encontrado em regides tropicais e subtropicais, tem forte associacdo com
habitats humanos, e carater sinantrépico e antropogénico (BRAGA; VALE, 2007b;
BESERRA et al., 2009; CARVALHO; MOREIRA, 2017; ROBLES et al., 2017).

O Aedes albopictus é originario de florestas do sudeste da Asia, porém tem se
disseminado em diversas regies do mundo nos Gltimos anos. A capacidade que o A.
albopictus possui de se adaptar a temperaturas € uma das principais caracteristicas que o
difere do A. aegypti, fazendo com que resista a baixas temperaturas, permanecendo em
estado de dorméncia no inverno de regides temperadas (PAUPY et al., 2009; PESSOA et
al., 2013).
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2.3.2 Transmissao

Segundo Pinto et al. (2013), a transmissdo da dengue ocorre pela picada do
mosquito fémea infectada, onde o virus é depositado no corpo do individuo, originando a
doenga. As fémeas do A. aegypti armazenam seus ovos preferencialmente em recipientes
artificiais, encontrados ao ar livre ou em ambientes domésticos, onde ocorre a reproducéo
destes (MARQUES et al., 2013).

Quando a fémea do Aedes aegypti pica uma pessoa na fase de viremia, através da
alimentacdo sanguinea, o ciclo reprodutivo é iniciado. O virus fica localizado nas glandulas
salivares do mosquito, sendo necessario um tempo de 8 a 12 dias para que ele possa se
reproduzir no interior de seu organismo. Depois disso 0 vetor ja possui capacidade de
transmitir o virus e provocar a doencga, inoculando-o ao picar um individuo sadio (Figura
4). A manifestacdo clinica da dengue ocorre em um periodo que varia de 3 a 15 dias
(BRASIL, 2009; DIAS et al., 2010; CASTRO et al., 2013).

Figura 4 — Transmissdo do Dengue virus através do mosquito Aedes aegypti

/ Aedes G‘-’g)'p\

Humano
Fonte: adaptado de Whitehead, 2007.

De acordo com Salas et al. (2014), existem diversos fatores relacionados com o
aumento da incidéncia da dengue, dentre eles estdo a urbanizacdo descontrolada, caréncia
de servigos publicos como, abastecimento de &gua e a ineficacia de programas para
erradicacdo do mosquito. Estes levam ao aparecimento de focos utilizados pelos vetores

como fontes de reservatorio para reprodugdo dos ovos e propagacao da doenga.
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2.3.3 Formas clinicas

As manifestagdes clinicas provocadas por qualquer um dos quatros sorotipos

virais do DENV (DENV-1 a -4) podem levar a quadros que variam de formas

assintomaticas até formas mais graves e fatais. A doenca € caracterizada pela presenca de

febre, dores de cabeca, mialgia, artralgia e prurido cutdneo. Formas graves sdo

caracterizadas pela presenga de hemorragia, hipotensao, trombocitopenia e extravasamento
de plasma (ROTHMAN, 2011; NOECKER et al., 2014; CARABALI et al., 2015;
SCHAEFFER et al., 2015; PANG; MAK, GUBLER, 2017; WARD et al.; 2017).

O virus possui um periodo de incubacdo de 3 a 7 dias, podendo ser seguida por

trés fases: fase febril, fase critica e de recuperacdo (WHO, 2009; GOPAL et al., 2017;
ROCHA et al., 2011; SIMMONS et al., 2012):

a)

b)

Fase febril: Caracterizada por apresentar febre alta, normalmente de 39° a 40°,
podendo vir acompanhada de dor de cabeca, mialgia, dor nas articulagdes, dor
retroorbitaria, anorexia, exantema, prurido cutaneo, vomitos, rubor facial e
prostacdo. A prova do lago positiva pode ser indicativa de dengue, tendo em vista
a dificuldade de diferenciar nos estagios iniciais a dengue de outras doencas
febris. Geralmente, esta fase dura aproximadamente de 2 a 7 dias, e apds esse
periodo grande parte dos pacientes evoluem para o estado de recuperacao.

Fase critica: Este periodo tem inicio com a defervescéncia da febre, por volta do
terceiro ao sétimo dia de progressao da doenga, logo em seguida do periodo febril.
Nesta fase, pode ocorrer 0 aumento da permeabilidade capilar, o que pode levar
ao aumento do hematdcrito e extravasamento plasmatico. Esta fase pode evoluir
para as formas mais graves de dengue.

Fase de recuperacdo: Nesta fase ocorre a reducdo da permeabilidade vascular,
retornando ao um nivel aceitavel cerca de 48 a 72 horas. Também ocorre a
reabsorcdo do fluido que foi extravasado, manutencdo da hemodinémica, retorno
da diurese, assim como o0 paciente também pode apresentar rash cutaneo.

Observa-se uma melhoria dos sintomas clinicos.

A antiga classificacdo da dengue, publicada pela Organizagdo Mundial de Salde

(OMS) (WHO, 1997) classificava as formas clinicas da dengue sintomatica, como Febre da
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Dengue (FD), caracterizada por ter a evolugdo na maioria das vezes benigna, Febre
Hemorragica da Dengue (FHD) com sintomas mais severos e hemorragicos, e a Sindrome
de Choque do Dengue (SCD), que é potencialmente fatal e constitui os quadros mais
severos da dengue (MACIEL; SIQUEIRA; MARTELLI, 2008; WARDHANI et al., 2017).

Em 2009, a OMS propds uma nova classificagédo para dengue, de acordo com 0s
niveis de gravidade. Nesta a apresentagdo clinica da dengue é dividida em Dengue Grave e
Dengue com ou sem sinais de alarme, cujas caracteristicas estdo descritas na Figura 5. Um
dos fatores que contribuiram para essa mudanga foi a dificuldade na classificacdo dos
pacientes em varias situacdes como, por exemplo, a diferenciacdo entre os casos de FD e
casos brandos de FHD (BANDYOPADHYAY; LUM; KROEGER, 2006; DEEN et al.,
2006; WHO, 2009).

Figura 5 — Classificacdo dos casos de dengue de acordo com a gravidade, OMS 2009.

-

Dengue com ou sem sinais de alarme

¥
/ Critérios: N\

*  Pacientes que tenham recentemente viajado ou morado em
areas endémicas, que tenham tido febre e dois dos sintomas
seguintes: nausea ou vomito, exantema, dor crénica, teste
torniquete positivo, leucopenia e alguns sinais de alarme

< Confirmac&o laboratorial de infeccéo pelo virus da dengue "
L. Com sinais de alarme
( Samsinaisida alarme /' Dor abdominal intensa e continua \

*  Vomitos persistentes

*  Acumulo de liquidos

*  Sangramento de mucosa

*  Letargia e/ou irritabilidade

*  Hepatomegalia maior do que 2 cm

*  Aumento progressivo do hematdcrito acompanhado da

\ diminuicdo da contagem de plaquetas /

[ Dengue grave J

Critérios

*  Extravasamento de plasma, levando ao choque ou acimulo de liquidos com desconforto respiratério

*  Hemorragia grave avaliada por um clinico

*  Sinais de disfunc&o organica, incluindo o coragdo, o figado (niveis de AST e ALT2 1,000) , o sistema nervoso central
(consciéncia prejudicada) e outros 6rgdos.

Fonte: Adaptado de Guzman et al., 2016.
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2.3.4 Imunopatogénese

Ao ser inoculado no organismo humano, as primeiras células a entrarem em
contato com DENV séo as células de Langerhans (células dendriticas), que em seguida se
espalham para a circulagdo sanguinea. Tais células movem-se do sitio inicial para os
linfonodos, produzem quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias e com isso recrutam mais
células imunes. Como consequéncia, a infeccdo é disseminada por todo sistema linfatico,
atingindo células como macréfagos, mondcitos, células dendriticas, entre outras (LUPI;
CARNEIRO; COELHO, 2007; CEDILLO-BARRON et al., 2014; LOBO et al., 2014; LAI;
LIN; HSIEH, 2017).

Para a entrada na célula, o virus interage com receptores na adsor¢cdo, como a
molécula de adesdo intracelular 3 especifica de células dendriticas (DC-SIGN), em seguida
é internalizado em compartimentos endossomais na penetracdo. A proteina E sofre
mudancas conformacionais devido ao pH éacido do endossomo, este processo permite a
liberagdo do genoma viral no citoplasma da célula infectada, por meio da fusdo do
envelope com a membrana endossomal (MUKHOPADHYAY et al, 2005;
SUWANMANEE; LUPLERTLOP, 2017).

A imunidade inata do hospedeiro € responsavel pela primeira linha de defesa no
processo de multiplicacdo do DENV, seus principais componentes sdo as células
dendriticas, sistema complemento e células NK. Esta defesa inicia-se quando receptores de
reconhecimento padrdo identificam as proteinas do virus ou o acido nucléico. Assim ocorre
a ativacdo e o amadurecimento das DCs, levando a expressao de citocinas. Este processo é
importante para controle da infeccdo, além de, por meio dos linfécitos T e B, a mediacdo a
resposta imune adaptativa (HO et al., 2001; ROTHMAN, 2004; SANCHEZ; DESPRES;
BARRON, 2005; GUZMAN; HARRIS, 2015).

A imunidade adaptativa também desempenha um papel importante no
estabelecimento e controle da resposta imune em detrimento da infecgdo pelo virus. Tanto
os linfocitos CD4+ como CD8+, estimulados pela producéo de citocinas, como o IFN e o
fator de necrose tumoral (TNF), sdo ativados e secretam citocinas que possuem carater pro-
inflamatorio e anti-inflamatdrio. Células T CD8+ atuam reconhecendo células infectadas e

executam funcgdes efetoras como lise de células alvo. As células CD4+, especificamente T
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helper 2 (Th2), estdo associadas com a producdo de anticorpos por células B, geralmente
em pacientes com dengue a resposta humoral produzida por plasmdcitos é vigorosa
(FIGUEIREDO, 1999; GUPTA; CHATURVEDI, 2009; ROTHMAN, 2011; VELANDIA,
CASTELLANOS, 2011).

A patogénese da infeccdo pelo DENV ndo é totalmente esclarecida, infecgdes
secundarias pelo virus sdo relacionadas com o desenvolvimento das formas graves da
doenca, principalmente atraves da ndo neutralizacdo de anticorpos adquiridos em infeccdes
passadas. Este evento contribui com a entrada do virus na célula alvo durante exposicoes
futuras com sorotipos diferentes do DENV, o que propicia 0 aumento da carga viral e
consequentemente a manifestacdo da dengue grave. Esta é a hipotese proposta por Halsted
(1970), conhecida por potencializacdo mediada por anticorpos ou ADE (HALSTEAD,
2003; CHAREONSIRISUTHIGUL; KALAYANAROQJ; UBOL, 2007; CASTANHA et
al., 2016; THAKUR et al., 2016; RENTERIA et al., 2017).

Outra teoria utilizada para explicar a evolucdo da dengue para sua forma grave é
conhecida como modelo Pecado Antigénico Original. Neste, ocorre uma desordenada
producdo de citocinas inflamatorias que possuem como alvo de ataque as proteinas do
corpo humano. Esta descontrolada liberacdo de mediadores deve-se ao fato dos linfocitos T
de memodria, produzidos durante infeccdo primaria, possuirem afinidade baixa para o
sorotipo infectante de uma infeccdo secundaria pelo DENV, sendo, portanto, inespecificos
para a eliminacdo viral, e contribuintes no processo que leva a dengue grave (HALSTEAD,
1989; KLENERMAN; ZINKERNAGEL, 1998; MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS,
2009; MARINHO, 2014).

A Teoria Integral de Multicasualidade € mais uma forma de explicar a ocorréncia
da dengue grave. Conforme esta, as teorias de Halstead e do Pecado Original Antigénico
estdo associadas com fatores de risco. Estes fatores podem ser individuais (menores de 15,
etnia branca, adultos do sexo feminino, presenca de doengas cronicas, preexisténcia de
anticorpos, intensidade da resposta imune anterior), virais (viruléncia do sorotipo
circulante), epidemioldgicos (densidade vetorial elevada, competéncia vetorial, sequéncia
das infeccOes, populagdo suscetivel, intensidade da circulacdo do virus). Nesta teoria, a
juncéo de dados clinicos e epidemioldgicos sdo utilizados para compreender 0s eventos
dessa complexa patologia (TEIXEIRA; BARRETO, GUERRA, 1999; ANTOLINE et al.,
2002; ABE; MARQUES, COSTA, 2012).
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2.3.5 Diagnostico

O diagndstico da dengue é baseado principalmente na realizacdo de testes
sorologicos, moleculares e isolamento viral. A escolha do método a ser utilizado sera feita
de acordo com o momento da infecgdo. Do primeiro ao quinto dia podem ser realizados o
isolamento viral ou testes moleculares, como a deteccdo do RNA viral e antigenos virais,
porque nesse periodo ainda ndo houve conversdo soroldgica. Passados 0s cinco primeiros
dias € possivel a deteccdo de anticorpos especificos em métodos soroldgicos (VERDERAL
et al., 2011; HASAN et al., 2016; CHATCHEN; SABCHAREON; SIRIVICHAYAKUL,
2017).

O isolamento viral é considerado a técnica padrdo ouro para a deteccdo da
infeccdo pelo DENV. Para obtencdo de amostras mais significativas é importante que a
coleta seja feita no periodo da viremia, normalmente dentro de 6 dias apds o inicio da
febre. As culturas de células derivadas dos mosquitos C6 / 36 (Aedes albopictus) sdo muito
utilizadas para diagnéstico e a amostra de soro do paciente é diluida e inoculada em
monocamada de células. Em seguida sdo incubadas e apds 1 semana é feita a pesquisa para
DENV, utilizando imunofluorescéncia (IF), com anticorpos monoclonais especificos para
cada sorotipo do virus (DENV-1 a -4) (KAO et al., 2005).

Os testes sorologicos possuem ampla aplicabilidade no diagndstico de flavivirus,
também na diferenciacdo entre infec¢bes primarias e secundarias. Baseiam-se na detec¢éo
de IgM e na conversdo em anticorpos especificos de 1gG. Ensaios como inibicdo da
hemaglutinagdo (HI), tém sido muito utilizados, pois detectam imunoglobulinas totais,
principalmente a 1gG. Outra técnica bastante utilizada sdo 0s ensaios imunoenzimaticos
(ELISA), onde ha a deteccdo de IgM e/ou IgG, que sdo capturados em placas de 96 pocos,
por meio da adicdo de anti-anticorpos dos sorotipos virais do DENV. Testes
imunocromatograficos (testes rapidos) também vém sendo usados para pesquisa de
antigenos de superficie do tipo NS1, NS2, NS3, NS4 e imunoglobulinas do tipo IgM e 1gG
encontrados na infecgdo pelo DENV, geralmente apresentam uma boa acuréacia (ARAUJO
etal., 2002; XAVIER et al., 2014; NISALAK, 2015; GIRY et al., 2017).

Os métodos moleculares séo baseados na deteccdo de acido ribonucleico (RNA

viral) para diagnostico de infeccdo por DENV. Estes métodos séo realizados em etapas que
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envolvem primeiramente a transcricdo reversa, seguida pela amplificacdo através da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) e caracterizagdo dos produtos que foram
amplificados, para classificagdo dos sorotipos virais. Para a realizacdo destas metodologias
podem ser utilizadas técnicas de RT-PCR convencional, ou RT-PCR em tempo real
(LANCIOTTI et al., 1992; CORDEIRO, 2012; SUBEDI; ROBINSON, 2014; HUITS et
al., 2017).

2.3.6 Prevencao e controle

De acordo com Dias (2011) a transmisséo da dengue envolve fatores relacionados
ao virus, ao vetor e ao homem. As medidas de prevencdo e controle sdo principalmente
direcionadas ao controle do mosquito, enquanto as que estdo relacionadas ao homem ainda
sdo insuficientes. Campanhas informativas através de meios de comunicacdo, folhetos,
cartazes, palestras com a comunidade, para a conscientizagdo da populacéo revelam pouca
eficiéncia (CLARO; TOMASSINI; ROSA, 2004).

Em seu trabalho Roche e Gould (2013) afirmam que as medidas de controle do
vetor podem ser eficazes na reducédo de doencas virais que sao transmitidas por artropodes.
A diminuicdo do agente transmissor no domicilio e peridomicilio sdo de extrema
importancia para a prevencao de epidemias. Porém, muitos paises em desenvolvimento ndo
tém os recursos e infraestrutura necessarios para medidas de erradicacdo. Sendo a
eliminacdo de recipientes a maneira mais eficaz de reduzir os criadouros do mosquito,
evitando a reproducdo e proliferacdo do mesmo (CORREA; FRANCA; BOGUTCHI,
2005).

Por outro lado, o controle vetorial parece ndo ser suficiente para diminuir os
impactos causados pela dengue. Até o momento, ndo existe uma terapia antiviral
especifica, mas ha varias décadas tem-se desenvolvido vacinas. Como por exemplo, a
Dengvaxia, fabricada pelo laboratorio Sanofi-Pasteur, ja disponivel no mercado, produzida
através da combinacdo do virus atenuado da vacina febre amarela e os quatro sorotipos dos
virus selvagens da dengue. Alguns fatores tém dificultado o progresso das pesquisas,
como: a patologia complexa da dengue, necessidade de controlar quatro sorotipos do virus
e investimentos insuficientes (GUZMAN et al., 2010; ANVISA, 2016, CHURIO et al.,
2017).
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2.4 Influéncias de polimorfismos genéticos do hospedeiro na patogénese da Dengue

Variagbes em eventos imunologicos podem ser relacionadas com a gravidade,
persisténcia do quadro clinico da dengue e com diferencas na susceptibilidade do
hospedeiro a infeccdo. As variagbes genéticas mais comuns encontradas no genoma
humano sdo os polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), que podem ser marcadores
genéticos importantes na avaliacdo do risco a doencas infecciosas ou nao e progressao
clinica. Diversos estudos tém analisado a relagdo desses polimorfismos com a gravidade da
dengue (SANTOS et al., 2008; FANG et al., 2012; LOEB, 2013; FLEURY et al., 2018).

Vaérios trabalhos avaliaram a prevaléncia de polimorfismos em genes que
codificam citocinas, como a Interleucina-6 (XAVIER-CARVALHO (2013),
CANSANCAO (2016), FEITOSA et al., (2016)), Fator de Necrose Tumoral Alfa (PEREZ
et al., (2010), FERNANDO et al., (2015), SAM et al., (2015), GOMES (2017)). Além de
polimorfismos em receptores de células dendriticas (WANG et al., (2011), DETTOGNI et
al., (2015), SAKUNTABHAI et al., (2005)) e o receptor FcyRIla (GARCIA et al., (2010).

Estes estudos tiveram por objetivo identificar se a presenca dos respectivos SNPs
estava relacionada com protecdo, susceptibilidade e/ou progressdo para formas clinicas
mais graves da dengue. Podendo assim esclarecer como fatores genéticos do hospedeiro,
no caso 0s SNPs, influenciam na expressdo de genes humanos e consequentemente na

resposta/curso da infec¢éo.

Tendo em vista as varias moléculas que estdo envolvidas na imunopatogénese da
dengue, desde a entrada do virus, através célula dendritica, pelo do receptor DC-SIGN,
como também nos principais eventos imunoldgicos ocorridos, dentre eles a producdo de
citocinas, como a IL-6, pelos linfécitos T helper. Percebe-se a heterogeneidade de
moléculas envolvidas e a importancia de estudos que analisem os polimorfismos nos genes
que as codificam, uma vez que elas iniciaram a resposta imune do hospedeiro contra o
DENV (COFFEY et al., 2009; LAN; HIRAYAMA, 2011; FANG et al., 2012; HARAPAN
etal., 2013).
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2.4.1 O receptor DC-SIGN e o polimorfismo -336 A/G

As células dentriticas (CDs) sdo produzidas na medula 0ssea a partir de células-
tronco hematopoiéticas pluripotentes, fazem parte do sistema imune e sdo importantes
apresentadoras de antigenos. Durante a infeccdo, possivelmente sdo as primeiras células
alvo de alguns virus, como o Dengue virus. Estas reconhecem os patdgenos no tecido
periférico, em seguida deslocam-se para os ganglios linfaticos, facilitando a infeccdo de
outras células susceptiveis e a proliferagdo do virus (CONTI; SANTIAGO; SFORCIN,
2014; LIU et al., 2017).

Nas células dendriticas e em macréfagos sdo encontrados receptores DC-SIGN
(Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin), os
quais sdo codificados pelo gene CD209. Os receptores DC-SIGN sdo longas proteinas
transmembranas tetramérica, possuem 4.7 kDa de peso molecular, fazem parte da familia
das lectinas tipo C, dependentes de ions céalcio e com um U(nico dominio de
reconhecimento de carboidratos (SANCHEZ; DESPRES, BARRON, 2005; KHOO;
CHAN; CHAN, 2008; REINA; ROJO, 2013).

As moléculas DC-SIGN interagem com patdgenos virais e bacterianos, agindo
como mediador de reconhecimento de células dendriticas (CHAAITHANYA et al., 2015;
BARKHASH et al., 2016). Essas moléculas e outros receptores especificos atuam
reconhecendo proteinas de varios virus, dentre elas residuos de manose encontrados na
glicoproteina E do Dengue virus, promovendo a entrada do virus a célula (ALEN et al.,
2012; RICHTER et al., 2014; LO et al., 2016).

Diversos polimorfimos de nucleotideo Unico (SNPs) foram estudados para os
genes que codificam o DC-SIGN, sendo estes relacionados a susceptibilidade ou
resisténcia a varias patologias (SILVA, 2011). O polimorfismo DC-SIGN -336
(rs4804803) esta localizado na regido promotora do gene CD-209, nele ocorre a troca de
uma adenina por uma guanina (A/G), estando relacionado com a expressao elevada do DC-
SIGN (NOECKER et al., 2014). Esse polimorfismo tem sido descrito como fator de
protecdo contra inlmeros agentes patogénicos que utilizam esse receptor como forma de
infectar ceélulas dendriticas, inclusive o DENV (SAKUNTABHAI et al., 2005;
BARKHASH et al., 2012; SHIMOJIMA et al., 2014; SCHAEFFER et al., 2015).
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Pesquisas vém sendo realizadas na busca de esclarecer a relacdo do polimorfismo
-336 A/G (rs4804804) com a modulagdo das formas clinicas da dengue, tendo em vista que
este mecanismo ainda nao se encontra totalmente elucidado. Dentre elas, a pesquisa feita
no Brasil, estado da Bahia, por Silva et al. (2010) e Oliveira et al. (2014) no estado do
Para, onde ndo foram encontradas associacao significativa; e no México por Noecker et al.
(2014), em que os genotipos GG ou GA estavam associados a casos de dengue sem
complicacdes; no Taiwan por Wang et al. (2011), houve forte associacdo do alelo G e 0
risco de FHD e na Tailandia por Sakuntabhai et al. (2005), o alelo G foi associado a

protecdo contra a febre da dengue.

2.4.2 A IL-6 e o0 polimorfismo -174 G/C

A interleucina 6 (IL-6) é conhecida como uma citocina pleitrépica e proé-
inflamatoria, formada por 184 aminoacidos, com peso molecular de aproximadamente de
22 a 27 KDa. Ela é secretada por células hematopoiéticas, macréfagos, mondcitos,
eosindfilos, células endoteliais, devido ao estimulo de outras citocinas, como a
interleucina-1 e o fator de necrose tumoral alfa, como também em resposta a
microrganismos. Desempenha um importante papel na resposta imune inata e adaptativa,
atuando como mediador na fase aguda dos processos inflamatérios (SOUZA et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2011; CALABRESE; ROSE-JOHN, 2014; VAN BELLE et al., 2014;
FONTES; ROSE; CIHAKOVA, 2015; CAMPOS et al., 2016).

Os niveis de IL-6 nas células geralmente sdo baixos, podendo ser aumentado em
decorréncia das repostas inflamatorias, onde a producdo da mesma é fundamental para a
inducdo de proteinas de fase aguda. Dessa forma a producdo descontrolada de IL-6
estimula a inflamacdo cronica, o que pode levar a diversas doengas inflamatdrias cronicas,
doengas autoimunes, artrite, hepatite, dentre outras (HODGE; HURT; FARRAR, 2005;
TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014; YU et al., 2015.; NAN et al., 2018).

Vaérios estudos demonstram o aumento dos niveis de citocinas circulantes no soro
de pacientes com dengue, dentre elas a IL-6. Ha evidéncias da associacdo de SNPs na
alteracdo da expressdo de citocinas, mostrando que SNPs em genes de citocinas sao
fundamentais para compreensédo da fisiopatologia de varias doencas infecciosas. Devido a

sua importdncia nos processos inflamatérios, pesquisas vém sendo desenvolvidos
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associando a relacdo entre SNP no gene da IL-6 com o desenvolvimento de doengas
inflamatorias, como a dengue (CHEN et al., 2006; MOREIRA et al., 2008; FRANCESCH
et al., 2009; LEVY et al., 2010; LAN; HIRAYAMA, 2011; MALAVIGE et al., 2013;
FEITOSA etal., 2016; IMANI et al., 2017).

O gene da IL-6 localiza-se no brago curto do cromossomo 7 (7p21), é formado
por 5 exons e 4 introns. Na sua regido promotora existem diversos polimorfismos, dentre
eles 0 -174 G/C (rs1800795), que tem sido foco de diversos estudos e relacionado com a
alteracdo na transcricdo da IL-6. O polimorfismo € decorrente da mudanca de uma guanina
(G) para uma citosina (C), onde, de acordo com pesquisas, 0 alelo G é responsavel por
aumentar a expressao da IL-6, por outro lado, o alelo C é responsavel pela diminuicdo da
expressao da mesma. Dessa forma, ao alelo G estaria associado com risco para doencas
inflamatdrias e o alelo C com protecdo (TERRY et al., 2000; KIM; CHUNG; KWON,
2016; WANG et al.,, 2015; MOTAWI et al., 2016; ZHU et al.,, 2016; ATTAR;
MANSOORI; SHAHBAZI, 2017; SZPECHT et al., 2017; ZEKOVIC et al., 2018; ZHOU
etal., 2018; TETZLAFF et al., 2018).

Para uma melhor compreensdo da patogénese da dengue, pesquisas vém sendo
desenvolvidas averiguando a relacdo entre o SNP -174 G/C com protecdo ou
susceptibilidade para os casos da doenca. Em regides brasileiras, estudos foram realizados
no Ceard, por Cansancdo et al. (2016) e observou-se relagdo entre os genotipos G/C e C/C,
associado ao alelo A do SNP no gene TNF-«a ao risco a infeccdo por dengue, no Espirito
Santo por Dettogni et al. (2015), onde associacdo entre SNPs FcyRIla, TNF-o0. e IL-6 e
persisténcia de sintomas clinicos da dengue, Moreira et al. (2008), o genétipo GC foi
relacionado como marcador de resisténcia para febre da dengue; na Venezuela, Fernandez-
Mestre et al. (2004) e em Cuba, Perez et al. (2010), ndo foram encontradas associacdes

significativas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a prevaléncia e a influéncia dos polimorfismos -336 A/G (rs4804803)
no gene DC-SIGN e -174 G/C (rs1800795) no gene IL-6 em pacientes com sintomatologia
para dengue, pacientes assintomaticos e individuos controle no municipio de Parnaiba,

norte do estado do Piaui, no periodo de janeiro de 2016 a janeiro de 2018.

3.2 Objetivos especificos

e Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismos -336 A/G
(rs4804803) e -174 G/C (rs1800795), em uma populacdo de individuos com
diagndstico confirmado para dengue, assim como também em individuos dos
grupos controle e assintomatico;

e Verificar a associacao destes SNPs como fatores que podem predispor a protecéo,
ou a susceptibilidade e risco de progressdo para manifestacdes clinicas mais
graves da dengue;

e Correlacionar os polimorfismos com a sintomatologia clinica apresentada pelos
pacientes;

e Comparar as frequéncias dos alelos mutantes de cada polimorfismo obtidos nesta
pesquisa com os resultados encontrados em outros estudos feitos em diferentes

regides.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos e legais

Atendendo as diretrizes da Resolugdo 466/2012 da Comissdo Nacional de Etica e
Pesquisa do Ministério da Satde, o presente estudo foi apreciado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Federal do Piaui, com aprovacdo sob o parecer n° 1197622.

Aos individuos recrutados de forma voluntaria para compor 0s grupos controle e
assintomatico, bem como também aos individuos do grupo de casos positivos, foi
explicado verbalmente pelos pesquisadores os propdsitos da presente pesquisa e sua forma
de participacdo, a qual se deu de forma livre. A recusa em participar ndo lhe causou

nenhuma restricdo quanto ao seu atendimento pelos servigos de salde.

As informacGes pessoais e de exames laboratoriais dos pacientes que foram
obtidas por revisdo de prontuérios (ou eventualmente informadas de forma verbal pelos
proprios participantes ou por seus familiares) ficaram em sigilo absoluto e com garantia de
anonimato de identidade, sendo utilizadas somente pelos pesquisadores, pela equipe
participante e por representantes do Comité de Etica em Pesquisa, para fins exclusivos do
referido estudo. Havendo a concordancia, foi solicitado o consentimento para participagao
na pesquisa de forma voluntaria, através da leitura e posterior assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1) em duas vias de igual teor, tanto
pelos pesquisadores quanto pelo sujeito participante do estudo ou seu respectivo

representante legal.

4.2 Tipo de estudo e local

O estudo foi do tipo caso-controle, de carater qualitativo e com abordagem
exploratdria. Foi realizado no polo de saude do municipio de Parnaiba-Pl, localizado ao
norte do estado (Figura 6), proximo ao litoral, com clima tropical e vegetacdo adaptada as
condic@es locais. O municipio possui area de aproximadamente 436 kmz2 e populagéo total
estimada em 150.201 habitantes (IBGE, 2017).
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A pesquisa foi realizada no periodo compreendido entre agosto de 2016 a julho de
2018, apds o projeto ter sido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal do Piaui.

Figura 6 — Mapa de localizacdo do municipio de Parnaiba, Piaui, Brasil.

Fonte: ABREU, 2006.

4.3 Populacéo de estudo, definicdo de casos e controles e critérios de exclusao

Participou da formacdo da amostra do presente trabalho os casos de pacientes
suspeitos de dengue, independente do sexo e faixa etaria. As amostras foram divididas em:

positivas, assintomaticos e controle. Foram utilizados como critérios de exclusdo de
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participacdo na pesquisa: ser portador de incapacidade mental, e ndo atender a nenhum dos

critérios de inclusdo no estudo.

O grupo de casos positivos (DEN) foi composto por amostras em que 0s pacientes
apresentaram a sintomatologia da doenga e com resultados positivos para dengue através
de testes moleculares por RT-PCR ou sorologia positivo para dengue, IgM e/ou IgG,
confirmados através ELISA e/ou testes imunocromatograficos. Os pacientes deste grupo
ainda foram classificados em dois subgrupos: dengue sem sinais de alarme (DSSA), e

dengue com sinais de alarme (DCSA), de acordo com critérios clinicos e laboratoriais.

O grupo controle foi formado por amostras de individuos voluntarios, recrutados
de forma aleatdria, que nunca apresentaram histérico de sintomatologia, e que 0s
resultados de testes imunocromatograficos, tanto IgM quanto IgG foram negativos para
dengue e/ou outras arboviroses. As amostras utilizadas para esse grupo foram coletadas
nos anos de 2014, 2015 e 2017.

O grupo de casos assintomaticos (ASS) foi formado por amostras de individuos
que a principio fariam parte do grupo controle, ou seja, estes relataram ndo terem tido
dengue e sintomas relacionados a doenca ou outras arboviroses, contudo apresentaram
resultados positivos para dengue, através de testes imunocromatogréaficos, indicando que o0s

mesmos tiveram infec¢do pelo DENV, mas ndo desenvolveram manifestacdes clinicas.

4.4 Coletas de amostras, dados pessoais e clinicos dos pacientes

Os dados pessoais e clinicos foram obtidos através de entrevista e aplicacdo de
formulario (Apéndice 1) feitas em pacientes atendidos no laboratério do Pronto Socorro
Municipal (PSM), localizado no municipio de Parnaiba-Piaui, no periodo de agosto de
2016 a dezembro de 2017.

As amostras foram obtidas através de pungdo venosa de sangue periférico (5ml)
dos pacientes, utilizando-se seringas descartaveis e/ou tubos de coleta a vacuo contendo o
anticoagulante EDTA. Posteriormente, as amostras foram levadas para a Universidade
Federal do Piaui, Campus Ministro Reis Velloso, Parnaiba-Pl, e devidamente processadas

para analises posteriores a serem realizadas no Laboratério de Biologia e Bioquimica de
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Micro-organismos e Plantas (BIOMIC) e no Laboratério de Genética e Biologia Molecular
da referida instituig&o.

4.5 Confirmacao diagndstica dos casos de dengue

O diagnéstico inicial dos casos suspeitos de dengue foi feito primeiramente
através da avaliacdo dos critérios clinicos dos pacientes atendidos nos servicos publicos de
salde. Para a classificacdo nos subgrupos DSSA ou DCSA, os pacientes deviam apresentar
pelo menos alguns dos sintomas caracteristicos, conforme a classificagdo da dengue

preconizada pela OMS e que passou a ser adotada pelo Ministério da Saude desde 2014.

Para a confirmacdo laboratorial destes casos suspeitos, foram utilizadas duas
metodologias: testes rdpidos imunocromatograficos para identificacdo de anticorpos
IgM/IgG anti-DENV e de antigeno NS1, e metodologias moleculares por meio da técnica
de Reacdo em cadeia de Polimerase de Transcricdo Reversa (RT-PCR) para detec¢cdo do

RNA viral, variando de acordo com a regido alvo do genoma a ser pesquisada.

4.5.1 Testes rapidos imunocromatograficos

O teste imunocromatografico foi realizado por meio do Kit SD Bioline Dengue
Duo (Standart Diagnostics Inc, Republico of Koren), formados por dois dispositivos. O
dispositivo superior corresponde ao teste para identificacdo de anticorpos anti-DENV, em
que foram adicionados 10 ul de soro de pacientes com suspeita de dengue no local
indicado pelo fabricante. Depois, foram adicionadas 3 a 4 gotas do diluente de amostra
(fornecido pelo kit) no poc¢o de formato circular, apds transcorrer 15 a 20 minutos, foi feita

a leitura e interpretacdo dos resultados.

A parte inferior do dispositivo corresponde ao teste para deteccdo do antigeno
NS1. Com o auxilio de um conta-gotas descartavel, foram adicionadas 3 gotas da amostra
no po¢o de formato circular, esperou-se um tempo de 15 a 20 minutos para leitura e

interpretagdo dos resultados.
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4.5.2 Diagnostico Molecular

4.5.2.1 Extracdo do RNA viral e Transcricdo Reversa da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (RT-PCR)

Primeiramente foi realizada a extracdo do RNA viral a partir das amostras de soro
dos pacientes suspeitos de dengue, utilizando o kit comercial QlAamp® Viral RNA Mini
Kit (Qiagen Inc., Hilden, Germany), seguindo as instrugdes estabelecidas no protocolo dos

fabricantes.

Ap0s a realizacdo da extracdo, seguiu-se a técnica de RT-PCR, que foi dividida
em duas etapas: a Transcricdo Reversa (RT), que permite a conversdo do RNA viral em
DNA complementar (cDNA), através da enzima MMLV-RT (do inglés Moloney Murine
Leukemia Virus Reverse Transcriptase). A segunda etapa, Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), foi utilizada para amplificacdo dos fragmentos de interesse, por meio da
acao da enzima Taq DNA polimerase (Ludwing, Biotec). As duas reac6es foram realizadas
no termociclador AmpliTherm® Thermal Cycler (Madison, WI, USA).

Foram utilizados dois protocolos para a deteccdo do DENV nas amostras. O
primeiro, foi descrito por Lanciotti et al. (1992). Neste 0 RNA viral foi submetido a acao
da enzima MMLV-RT (PROMEGA INC., USA), usando o iniciador D2 (primer reverse)
para sua conversdo em cDNA. A reacdo ocorreu em trés etapas, na primeira etapa, 0 RNA
molde e o iniciador D2 foram incubados no termociclador, na segunda foi adicionado o
Tampdo da enzima (5X), dNTPs e DTT (0,1 M) e na ultima etapa foi adicionado a enzima

MMLYV e os produtos foram novamente incubados.

No segundo protocolo, foram utilizados iniciadores Random Hexamers, nele a
reacdo foi realizada em duas etapas: na primeira, 0 RNA molde e os Random Hexamers
(50 uM) foram incubados no termociclador. Quando retiradas do termociclador, as
amostras foram armazenadas no gelo, para evitar a formacao de dimeros. Na segunda etapa
foram adicionados o Tampao da enzima (5X), dNTP (10 mM) e a enzima MMLYV e foram

novamente incubados.

A técnica de PCR foi utilizada para amplificagdo das regides de interesse do

genoma viral, através da enzima Taq DNA polimerase (Ludwig Biotecnologia Alvorada,
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Brasil), os reagentes foram incubados no termociclador AmpliTherm® Thermal Cycler
(Madison, WI, USA). Para a realizacdo desta técnica foram usados 4 protocolos, o
primeiro descrito por Lanciotti e colaboradores (1992), visou amplificar a regido do gene

C/prM do genoma do DENV, encontrada nos 4 sorotipos.

As amostras de cDNA foram submetidas a uma primeira reagdo de amplificagéo,
que permitiu a identificacdo do DENV com uso de iniciadores D1 e D2 especificos para a
regido do gene C/prM. As amostras que foram positivas, amplificaram um padrdo de 511
pb, para todos os sorotipos do virus. Os produtos da primeira reacdo foram submetidos a
uma segunda etapa, onde foi feita outra amplificacdo que possibilitou a identificacdo entre
o0s 4 sorotipos do DENV, utilizando iniciadores sorotipo-especificos. Os iniciadores, sua

localizacdo e o tamanho dos seus produtos apds a PCR, estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncia dos iniciadores para amplificagdo do gene C/prM do DENV, descritos por Lanciotti e
colaboradores (1992), com suas localiza¢Bes e tamanhos do produto da reacdo de PCR.

GENE INICIADORES SEQUENCIA (5’ - 3°) POSICAO PRODUTO
Forward D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAACCG 134-161 511 pb
Reverse D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC  616-644 (DENV)
482 pb
TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG 568-586 (DENV-1)
ClprM 119 pb
TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232-252 (DENV-2)
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 400-421 290 pb
(DENV-3)
TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 506-527 392 pb
(DENV-4)

O segundo protocolo baseou-se na amplificacdo do gene E, codificante da proteina
de envelope, que possui a mais alta taxa de mutacdo entre os Flavivirus. Os iniciadores
para tal técnica sdo sorotipo-especificos para o DENV e foram desenvolvidos por
Figueiredo e colaboradores (2014) e Rocha e colaboradores (2013) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Sequéncia dos iniciadores para amplificacdo do gene E do DENV descritos por Figueiredo e
colaboradores (2014) e Rocha e colaboradores (2013), com seus sorotipos especificos e
tamanhos do produto da reacdo de PCR.

GENE INICIADORES SEQUENCIA (5’ - 3%) PRODUTO
D13F AGCCAAAATATCAAACACCAC 972 pb
D14R AAAGGTGGTTCTGTCTCAATG (DENV-1)
DEN2 3EF GTTCACGGGACATCTCAA 651 pb
DEN2 4ER GTTCTTTATTTTTCCAGC (DENV-2)
E
DENS3 1EF CAATGAGATGTGTGGGAG 1012 pb
DEN3 2ER CTTCTTTCTTCAACACAA (DENV-3)
DEN4E-F TATAGGATCCCGATGCGTAGGAGTAGGAAAC 1212 pb

DEN4E-R  AGCAAGCTTTTATGTGGACTCAAACATCTTGCC  (DENV-4)

O terceiro protocolo teve como interesse a amplificacdo dos produtos do gene
NS5, esta regido é considerada a regido mais conservada do genoma dos Flavivirus. Os
iniciadores foram desenvolvidos por Chao, Davis & Chang (2007), permitindo a
identificacdo inicial geral para Flavivirus circulantes, que podem ser posteriormente

diferenciados através de outros protocolos especificos (Tabela 3).

Tabela 3 — Sequéncia dos iniciadores para amplificacdo do gene NS5 dos Flavivirus descritos por Chao,
Davis & Chang (2007), e s tamanho do produto da reagéo de PCR.

GENE INICIADORES SEQUENCIA (5’ - 3%) PRODUTO
MFU1 TACAACATGATGGGAAAGCGAGAGAAAAA
NS5 270 pb
CFD2 GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC (Flavivirus)

Baseado nos iniciadores descritos por Bronzoni e Colaboradores (2005), um
quarto protocolo de PCR passou a ser utilizado, com a finalidade de amplificar a regido
NS5. Apds ter sido feita a RT-PCR, as amostras de cDNA foram submetidas a uma
primeira amplificacdo, que permitira a identificacdo de Flavivirus a partir da utilizacdo dos
iniciadores FG1 e FG2 para a regido do gene NS5. Quando foram positivas, as amostras
amplificaram a um padrdo de 958 pb. Esses produtos da primeira reacdo também foram
submetidos a uma segunda reacdo de amplificacdo que possibilitou a identificagdo
individual dos sorotipos do DENV, a partir da utilizagdo dos iniciadores sorotipo-
especificos. Foi desenvolvida de 2 formas: uma para deteccdo simultanea dos sorotipos de
DENV-1, DENV-2, DENV-3 e uma outra para a deteccdo individual de DENV-4 (Tabela
4).
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Tabela 4 — Iniciadores para amplificacdo da regido do gene NS5 descritos por Bronzoni e colaboradores
(2005), suas respectivas sequéncias e produtos.

GENE  INICIADORES SEQUENCIA (5’ - 3) PRODUTO
FG1 TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTACT 958 pb
FG2 GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCATACA (Flavivirus)
472 pb
nDEN1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG (DENV-1)
NS5 nDEN2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 316 pb
(DENV-2)
nDEN3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 659 pb
(DENV-3)
nDEN4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 222 pb
(DENV-4)

Ao final das reacbes de PCR, os produtos das amplificacbes foram submetidos a
corrida de eletroforese em gel de agarose a 1,5%, foram corados com GelRed® Nucleic
Acid Gel Stain(Biotium Corporate Place, Hayward, CA, USA) e visualizados sob luz
ultravioleta em transluminador L-P1X (Loccus Biotecnologia, Cotia, Brasil).

4.6 Extragéo, quantificagdo e armazenamento do DNA genémico

O DNA gendmico foi extraido a partir de aliquotas de amostras do sangue total
(300pL) coletado, utilizando o kit comercial Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega Inc., USA), conforme as especificacGes descritas pelo protocolo do fabricante.
Em seguida, a concentracdo do material genético foi determinada por meio de
espectrofotdbmetro de luz ultravioleta visivel, utilizando-se um comprimento de onda de
260 a 280nm no equipamento BioSpec-Nano (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan).
Utilizando 1pL de cada amostra de DNA extraido, as leituras no aparelho foram realizadas
em duplicata, porém se a diferenca entre a primeira e a segunda medicao foi > 10 ng/pL

(ou seja, apresente um valor discrepante), foi realizada uma terceira medicéo (triplicata).

Ao final das extracGes e quantificacdes, as amostras de DNA também foram
submetidas a corridas por eletroforese em gel de agarose a 0,8%, coradas com o agente
intercalente GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium Corporate Place, Hayward, CA,
USA), e posteriormente visualizadas sob a luz ultravioleta em transluminador L-PIX
(Loccus Biotecnologia, Cotia, Brasil), a fim de se confirmar a qualidade do material
genético extraido. Uma vez sendo confirmada a qualidade das amostras, estas foram

armazenadas em freezer (-20°C) até que fosse realizado o procedimento de genotipagem.
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4.7 Genotipagem dos SNPs no gene DC-SIGN ( -336 A/G) e do gene IL-6 (-174 G/C)

A genotipagem foi feita para os SNPs no gene DC-SIGN ( -336 A/G) e do gene
IL-6 (-174 G/C) em amostras de pacientes com diagndstico clinico-laboratorial confirmado
para dengue, assim como também para amostras dos individuos do grupo controle e do

grupo assintomatico, por meio de PCR em Tempo Real.

Nos experimentos foram utilizados ensaios validados SNP TagMan® Genotyping
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), juntamente com o conjunto de
reagentes Master Mix 2x TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que
corresponde a um conjunto dos componentes otimizados necessarios para a realizagdo da
PCR (enzima AmpliTaq Gold® DNA Polymerase ultra pura, desoxirribonucleotidos
trifosfatados — dNTPs, referéncia passiva ROX® e componentes de tampdo), permitindo
uma discriminacdo alélica reprodutivel para a genotipagem de SNPs. Cada ensaio de
genotipagem validado é composto por dois iniciadores para a amplificacdo das regides de
interesse de cada polimorfismo (Tabela 5), e duas sondas que sdo responsaveis pela

deteccdo de alelos.

Tabela 5 - Gene, dbSNP e suas respectivas sondas (VIC/FAM) para PCR em Tempo Real (TagMan® SNP
Genotyping Assays).

GENE DbSNP SEQUENCIA [VIC/FAM]
DCSIGN  rs4s04803  ACACCCCCTCCACTAGGGCAAGGGTIA/GIGGCAGGTAGCACCCCCA
(-336A/G) GTTCCTGG
L6 151800795  ACTTTTCCCCCTAGTTGTGTCTTGC[C/GIATGCTAAAGGACGTCACA
(-174 G/C) TTGCACAGCAGGGAGGATGGGGAGTGTGAG

As reacdes de amplificacdo e genotipagem por PCR em Tempo Real deste estudo
foram realizadas para um volume final de 5 pL, adaptado a partir do protocolo padréo
sugerido pela empresa fabricante dos ensaios (para um volume final de 10 pL) (Tabela 7).
Para a utilizacdo de cada protocolo otimizado foram consideradas a concentragdo e pureza
do material genético das amostras determinadas por espectrofotometria, e a qualidade do

DNA nas corridas por eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

As reacoes de PCR em Tempo Real foram realizadas no termociclador 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), adotando as
seguintes condicdes de ciclagem sugeridas pelo fabricante para ambos os protocolos com



41

volume final de 5 uL: pré-incubac&o inicial a 95 °C por 10 minutos, seguida por 50 ciclos
de desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos, e consecutivamente o anelamento e extensao a

60 °C durante 1 minuto e 30 segundos.

Apo6s a realizacdo da PCR, o gendtipo de cada amostra foi interpretado e
determinado utilizando o software 1.1 SDS (Applied Biossystems, Foster City, CA, USA),
e os aplicativos Design and Analysis Application gPCR e Genotyping qPCR disponiveis na
ferramenta online Thermo FisherCloud (THERMOFISHER SCIENTIFIC, 2018), os quais
possibilitaram a visualizagdo dos plots de discriminacdo alélica-especifica gerados como
observado na Figura 7, bem como também as curvas de amplificacdo do material genético

das amostras.

rs1800795 ( Taxa de Chamada = 97,917%)
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Figura 7 — Exemplo de plot de discriminacéo alélica do SNP -174 G/C (rs1800795) para o gene IL-6 gerado
por PCR em Tempo Real. Na figura pode-se verificar: individuos com presenca do alelo
selvagem (homozigotos) representando o genétipo G/G (cor azul); individuos com presenca do
alelo mutante (homozigoto) representando o genétipo C/C (cor vermelha); individuos com
presenca de ambos os alelos (heterozigotos) representando o genétipo G/C (cor verde); e dois
individuos em que o material genético ndo foi amplificado (cor amarela). (Fonte:
THERMOFISHER SCIENTIFIC, 2018 — Adaptado).
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4.8 Analises Estatisticas

Os resultados foram analisados atraves do programa estatistico BioEstat 5.0
(Instituto Mamiraua, Tefé, Brasil). As frequéncias genotipicas e alélicas das mutacdes dos
polimorfismos estudados foram determinadas por contagem simples. Para testar o
equilibrio de Hardy-Weinberg, as distribui¢cbes das frequéncias genotipicas observadas e
esperadas foram comparadas entre pacientes com dengue, individuos do grupo controle e
individuos do grupo assintomatico, tendo sua significancia estimada pelo teste do Qui-
quadrado (x2). O teste exato de Fisher foi utilizado quando um valor na tabela de

contingéncia for menor que 5.

Para cada comparacao foi calculada uma forca de associacdo ou razdo de chances
(OR, do inglés Odds Ratio). Valores de OR>1 indicaram presenca de um fator de risco,
OR<1 um fator protetor e OR=1, um equilibrio entre risco e protecdo, indicando que nao
houve associacdo. As distribuicdes das frequéncias dos sintomas foram comparadas pelo
teste de Wilcoxon pareado (Signed-rank Test). O Teste Exato de Fisher também foi
utilizado para a comparacéo das frequéncias alélicas obtidas neste estudo com as de outras
pesquisas descritas na literatura. Em todas as analises, foi adotado um nivel de
significancia de p<0,05 para que as diferengas sejam consideradas estatisticamente

significativas.
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5 RESULTADOS

Durante o periodo compreendido entre Janeiro de 2016 a Dezembro de 2017,
foram coletadas 592 amostras de pacientes atendidos no Pronto Socorro Municipal de
Parnaiba e no Hospital Estadual Dirceu Arcoverde, que apresentavam sintomatologia
clinica para dengue, destas 245 foram referentes ao ano de 2016 e 347 referentes ao ano de
2017.

A confirmacdo das amostras positivas para a infeccdo pelo Dengue virus foi
realizada através de testes rapidos imunocromatograficos e/ou testes moleculares. Do
numero total de amostras, 119 foram positivas para a infeccao pelo DENV, sendo 53 delas
referentes ao ano de 2016 e 66 para o0 ano de 2017. A média de idade do grupo de casos
positivos (DEN) foi de 35,9 anos, com a maioria dos casos correspondendo a individuos do
sexo feminino (70%). Quanto a classificacdo da dengue, 74 pacientes foram classificados
como DSSA, o que representa a 62% do total de amostras, e 45 foram classificados como

DCSA, o que corresponde a 38%.

O grupo controle foi composto por voluntarios que foram recrutados de maneira
aleatdria e que relataram nunca terem apresentado sintomas clinicos para arboviroses, com
a realizacdo de testes imunocromatograficos estes também apresentaram resultados
negativos para a infecgdo pelo DENV. Sendo assim, o grupo foi formado por um total de
131 amostras, sendo 72% pertencente ao sexo feminino e a média de idade foi de 24,1

anos.

O grupo assintomatico (ASS), foi formado por amostras de pacientes que
inicialmente foram recrutados para a composi¢do do grupo controle, que declararam nunca
terem manifestado sintomatologia para as arboviroses, porém com a realizacdo dos testes
imunocromatograficos, foi observada a presenca de anticorpos IgM/IgG anti-DENV,
indicando que os mesmos haviam sido infectados pelo DENV, mas ndo apresentaram
manifestacdo de sintomatologia clinica de dengue. Dessa forma, fizeram parte desse grupo
83 amostras, onde 70% correspondia ao sexo feminino, com uma média de idade de 22,5

anos.

Na genotipagem do polimorfismo do gene DC-SIGN (-336 A/G), observou-se 118

amostras foram genotipadas para o grupo de casos DEN (99,2%), 118 amostras (97,7%)
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foram genotipadas para o grupo controle, e 83 amostras (100%) foram genotipadas para o

grupo ASS.

As analises das frequéncias genotipicas do SNP -336 A/G do gene DC-SIGN
(Tabela 6) entre o grupo controle e DEN, demonstraram que a frequéncia do genotipo AG
foi maior no grupo DEN (34,8%) em relacdo ao grupo controle, com 31,2% (p= 0,514,
OR=1,20, p*= 0,61), porém sem diferenca estatistica significativa. O genoétipo G/G
também foi mais frequente no grupo DEN (4,2%), quando comparado ao grupo controle,
com 3,2% (p= 0,735, OR= 1,46, p*= 0,84), ndo apresentando diferenca estatisticamente
significativa. Assim como 0s genotipos A/G + G/G que tiveram maior frequéncia no grupo
DEN (39,0%) quando comparado ao grupo controle com 34,4% (p= 0,453; OR= 1,22; p*=
0,54), mas também sem diferenca estatistica significativa. E os genotipos A/A + A/G que
tiveram maior frequéncia no grupo controle (96,8%) em relacdo ao grupo DEN com 95,8%
(p= 0,767; OR= 1,06; p*= 0,85), sem diferenca estatistica significativa. Todas as

frequéncias genotipicas se encontraram em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Com relacdo as andlises das frequéncias genotipicas (Tabela 6) entre o grupo
controle e DSSA, ndo mostraram diferenca significativa entre os gendétipos analisados, A/G
(p= 0,854; OR= 0,94; p*= 0,98), G/G (p= 0,999; OR= 1,29; p*= 0,94), A/G + G/G (p=
0,932; OR= 0,97; p*= 0,94), A/A + G/G (p= 0,936; OR= 0,98; p*= 0,97). Como nas
analises entre o grupo controle e DCSA, A/G (p= 0,129; OR= 1,73; p*= 0,18), G/G (p=
0,610; OR=1,83; p*= 0,86), A/G + G/G (p= 0,115; OR= 1,74; p*= 0,16), A/IA + G/G (p=
0,471; OR= 1,24 p*= 0,56). Todas as frequéncias genotipicas se encontraram em equilibrio

de Hardy-Weinberg.

Na comparacdo entre os grupos DSSA e DCSA ndo ocorreu diferenca
significativa entre os gendtipos analisados, A/G (p= 0,128; OR= 1,84; p*=0,19), G/G (p=
0,997; OR=1,42; p*= 0,90), A/G + G/G (p= 0,133; OR=1,79; p*= 0,19), A/A + A/G (p=
0,468; OR= 1,26; p*= 0,57). Todas as frequéncias genotipicas se encontraram em

equilibrio de Hardy-Weinberg.

As analises das frequéncias alélicas do polimorfismo do gene em questdo
revelaram que o alelo G teve menor frequéncia no grupo controle (18,8%) quando
comparado ao grupo DEN (Tabela 6), com 21,6%, (p=0,429; OR= 1,19; p*= 0,50), porém

ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa. Conforme apresentado na
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mesma tabela, nas demais comparagdes das frequéncias do alelo G entre os grupos DSSA e
controle (p= 0,966, OR= 1,01, p*= 0,93), DCSA e controle (p= 0,139, OR= 1,53, p*=
0,19), e DSSA e DCSA (p= 0,192, OR= 1,52, p*= 0,25), também ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas. Todas as frequéncias genotipicas se encontraram
em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Tabela 6 - Distribuicdo genotipica e alélica do SNP -336 A/G (rs4804803) do gene DC-SIGN nos grupos
casos (DEN, DSSA e DCSA) e controle.

DC-SIGN  Controle DEN p OR " Controle  DSSA p OR -
3BAG (%) (%) ©5%1Cc) P %) (%) (95%1c) P
Gendtipos
AA 84 72 ] ] ] 84 49 ] ] ]
(65,6) (61,0) (656) (66,2
G 40 4 0514 1,20 0,61 40 2 e, 094 098
(Bl2)  (348) (0,70-2,05) @12 207 ° (0,50-1,77)
4 5 146 4 3 1,29
GG 32 @42 %™ sssen 9% 32 @1 999 (28598 0%
4 46 1,22 44 25 0,97
AGHCE a4y 390 O 72205 %% (a4) @38 092 (s3u78) 0%
124 113 1,06 124 71 0,98
AA+AG  958) (@58 077 (71159 98 (968 (959 %6 (062155 0%
Alelos
A 208 185 ] ] ] 208 120 ] ]
(81,2) (78,4) (812) (8L
48 51 1,19 48 28 1,01
G 188 (16 %% (07718 9% (88 (89 9% (0e0-170) O%
DCSIGN Contole DCSA OR . DSSA DCSA | OR .
-336 A/G (%) (%) (95%IC) P (%) (%) @%1c) P
Gendtipos
A 84 23 ] ] ) 49 23 ] ] ]
(656)  (52.3) (662)  (523)
AG 40 19 173 22 19 184
G612 @32 O oss3ss) 98 207y @32 %28 osaa0s O
4 2 1,83 3 2 1,42
GG 32 @5 9910 o3li060) 98 w1 @5 9% (022909 O%
a4 21 174 25 21 1,79
AGHCE 344y @ O (0s7349) O @3e) @7 OB (s33sy O
124 22 124 71 2 1,26
AAYAG  95g) (955 M1 oe9221) 0% (e59) (955 048 (067235 OO
Alelos
A 208 65 ] ] ] 120 65 ] ] ]
©12) (739 8Ll (739
48 23 153 28 23 152
G 188 (261 O (ogr27y  O® 189 ey 9% (elossy O

A = alelo selvagem; G = alelo mutante; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; Significancia estatistica (p < 0.05).
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Quando analisadas as frequéncias genotipicas do SNP -336 A/G do gene DC-
SIGN (Tabela 7) entre o grupo ASS e DEN, observou-se que a frequéncia do gendétipo A/G
foi maior no grupo DEN (34,8%) em relacdo ao grupo ASS, com 30,1% (p= 0,432,
OR=1,28, p*= 0,53), porém sem diferenca estatistica significativa. O gendtipo G/G
também foi mais frequente no grupo DEN (4,2%), quando comparado ao grupo ASS, com
2,4% (p= 0,698, OR= 1,94, p*= 0,69), ndo apresentando diferenca estatisticamente
significativa. Assim como os genétipos A/G + G/G que tiveram maior frequéncia no grupo
DEN (39,0%) quando comparado ao grupo ASS com 32,5% (p= 0,348; OR= 1,32; p*=
0,43), mas também sem diferenca estatistica significativa. E os genétipos A/A + A/G que
tiveram maior frequéncia no grupo ASS (97,6%) em relagdo ao grupo DEN com 95,8%
(p= 0,723; OR= 1,08; p*= 0,81), sem diferenca estatistica significativa. Todas as

frequéncias genotipicas se encontraram em equilibrio de Hardy-Weinberg.

As analises das frequéncias genotipicas do SNP -336 A/G do gene DC-SIGN
(Tabela 7) entre o grupo ASS e DSSA, ndo mostraram diferenca significativa entre 0s
gendtipos analisados, A/G (p= 0,987; OR=1,01; p*=0,87), G/G (p=0,666; OR=1,71; p*=
0,90), A/G + G/G (p= 0,867; OR=1,06; p*= 0,99), A/A + G/G (p= 0,994; OR= 1,00; p*=
0,90). Como nas andlises entre o grupo ASS e DCSA, A/G (p= 0,117; OR= 1,85; p*=
0,17), G/G (p= 0,580; OR=2,43; p*= 0,74), A/IG + G/G (p= 0,092; OR= 1,89; p*= 0,13),
A/A + G/G (p= 0,455; OR= 1,26 p*= 0,55). Todas as frequéncias genotipicas se

encontraram em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Nas analises entre 0s grupos controle e ASS ndo ocorreu diferenca significativa
entre 0s gendtipos analisados, A/G (p= 0,834; OR= 0,94; p*= 0,95), G/G (p= 1,000;
OR=0,75; p*= 0,92), A/G + G/G (p= 0,781; OR=0,92; p*= 0,89), A/A + A/G (p= 0,927;
OR= 0,98; p*= 0,98). Todas as frequéncias genotipicas se encontraram em equilibrio de

Hardy-Weinberg.

Na avaliagdo das frequéncias alélicas do SNP -336 A/G no grupo assintomatico
em relacdo aos demais observamos que (Tabela 7), o alelo G apresentou maior frequéncia
(21,6%) no grupo DEN quando comparado ao grupo ASS, com 17,5% (p= 0,306, OR=
1,30, p*= 0,36), porém ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa. Além
disso, o alelo G teve maior frequéncia de 18,8% no grupo controle em relacdo ao ASS (p=
0,739, OR= 0,92, p*= 0,83), contudo ndo foi observada nenhuma diferenca
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estatisticamente significativa. Conforme observado na Tabela 8, nas demais comparacdes
das frequéncias alélicas entre os grupos ASS e DSSA (p= 0,739, OR= 1,10, p*= 0,85), e
ASS e DCSA (p= 0,103, OR= 1,67, p*= 0,14), também ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas.

Tabela 7 — Distribuicdo genotipica e alélica do SNP -336 A/G (rs4804803) do gene DC-SIGN nos grupos
assintomatico (ASS), casos (DEN, DSSA e DCSA) e controle.

DCSIGN  ASS  DEN o OR . ASS  DSSA OR -
-336 A/G (%) (%) (95% IC) P (%) (%) @5%Ic) P
Gendtipos
A 56 72 ] ] ] 56 49 ] ] ]
675  (610) 675  (66.2)
AG 25 41 0432 1,28 0,53 25 22927 0,987 1,01 0,87
(301)  (3a8) (0,69-2,34) (301  (29.7) (0,50-2,00)
2 1,94 2 3 0,666 1,71
GG 24) 5 (42 068 435010390 08 oa @y ©027-1068) %
27 46 1,32 27 25 1,06
AGHCE (g5 o) % 073239 O® (325 @ms %7 (054208 OF
81 113 1,08 81 71 0,994 1,00
AA+AG  976) (@58 9 691700 %81 (976 (959 ©.61-165) %
Alelos
A 137 185 ] ] ] 137 120 _ _
825)  (784) (825)  (811)
29 51 1,30 29 28 1,10
G ars)  @re) 3% @o7s216 ¥ arsy s 270 (62195 O
DC-SIGN ASS DCSA p OR - Controle  ASS p OR -
3BAG (%) (%) ©%Ic) P %) (%) ©5%1C) P
Genotipos
56
23 84 56
AR 679 (523 - ] T 58 (675 ' '
25
AG 19 1,85 40 25 0,94
(30,1) (43,2) 0.117 (0,86-3,99) 0.17 (31,2)  (30,1) 0,834 (0,51-1,71) 0,9
2
2 243 4 2 0,75
cG @4 45 0% o383 O™ @2 @4 100 (013423 09
27 21 1,89 44 27 0,92
AGYGE g5 @y %92 0goa0) OB 4 @5 Y (052165 0%
81 v, 1,26 124 81 0,98
AAYAG  a76) (955 9% (oes233) O (968 (976 2% (es15) 0%
Alelos
A 137 65 ] ] ] 208 137 ] ] ]
(82,5) (73,9) (812)  (825)
29 23 1,67 48 29 0,92
G ars) 261 9% 09311y ¥ e @rs ™ (oss1sy) 083

A = alelo selvagem; G = alelo mutante; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianga; Significancia estatistica (p < 0.05).
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Quanto a genotipagem do polimorfismo do gene IL-6 (-174 G/C), 117 amostras
(99,2%) foram genotipadas para o grupo de casos DEN, 131 amostras (100%) foram
genotipadas para o grupo controle, e 81 amostras (97,6%) foram genotipadas para o grupo
ASS.

As andlises das frequéncias genotipicas do SNP -174 G/C do gene IL-6 (Tabela 7)
entre o grupo controle e DEN, mostraram que a frequéncia do genétipo G/C foi
significativamente maior no grupo controle (41,2%) em relacéo ao grupo DEN, com 26,5%
(p= 0,011, OR= 0,50, p*= 0,02). Os genodtipos G/C + C/C tiveram maior frequéncia no
grupo controle (46,5%) quando comparado ao grupo DEN com 30,8% (p= 0,010; OR=
0,51; p*= 0,02), apresentando diferenca estatisticamente significativa. Estes dados
apontam para um efeito protetor destes genoétipos de acordo com referido valor de OR. As
analises dos gendtipos C/C (p= 0,424; OR=0,62; p*= 0,62), e G/G + G/C (p= 0,235; OR=
0,78; p*= 0,28) ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas. Todas as

frequéncias genotipicas se encontraram em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Com relacdo as analises das frequéncias genotipicas do SNP -174 G/C do gene IL-
6 (Tabela 8) entre o grupo controle e DSSA, mostraram que a frequéncia do genotipo G/C
foi significativamente maior no grupo controle (41,2%) em relacdo ao grupo DSSA, com
24,7% (p= 0,013, OR= 0,45, p*= 0,02). Os genotipos G/C + C/C também apresentaram
maior frequéncia no grupo controle, com 46,5% em comparacdo ao grupo DSSA (28,8%)
(p= 0,012; OR= 0,46; p*= 0,02), com diferenca estatistica significativa. Sugerindo que
estes gendtipos estdo relacionados como fator de protecdo para o controle de acordo com
valor de OR. As analises dos genétipos C/C (p= 0,520; OR= 0,58; p*= 0,66), e G/G + G/C
(p= 0,245; OR= 0,76; p*= 0,30) ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas.

Todas as frequéncias genotipicas se encontraram em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Na comparagdo entre os grupos controle e DCSA ndo ocorreu diferenga
significativa entre os genotipos analisados, G/C (p= 0,150; OR= 0,58; p*= 0,21), C/C (p=
0,727; OR= 0,69; p*= 0,95), G/C + C/C (p= 0,148; OR= 0,59; p*= 0,20), G/G + G/C (p=
0,478; OR= 0,82; p*= 0,57). Assim como nas analises entre o grupo DSSA e DCSA, G/C
(p= 0,549; OR= 1,29; p*= 0,70), C/C (p= 0,995; OR= 1,19; p*= 0,77), G/C + C/C (p=
0,546; OR=1,28; p*=0,69), G/G + G/C (p=0,809; OR= 1,08; p*=0,93).
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Tabela 8 — Distribuicdo genotipica e alélica do SNP -174 G/C (rs1800795) do gene IL-6 nos grupos casos
(DEN, DSSA e DCSA) e controle.

IL-6 Controle DEN p OR - Controle  DSSA p OR «
A74GIC (%) (%) (95% IC) P (%) (%) ©@5%I1c) P
Gendtipos
e 70 81 ] ] ] 70 52 ] ) )
535  (692) (535)  (71,2)
54 0.45
31 0,50 54 18
GC @2 pes OO groms 02 uin  @in 003 (024085 002
7 5 0,62 7 3 0,58
cc 63 43 %% 019203 9% 53 @1 990 (140234 066
61 36 0,51 61 21 0,46
CCHCC ugs)  os) 290 (030086 O s (28 ™2 (025085 00
124 112 0,78 124 70 0,76
CGrGC w7 @n 9B osz1an %% @7 99 %% (ous1o) 0%
Alelos
. 194 193 ] ] _ 194 122 ] ]
740)  (825) (740)  (83.6)
68 41 0,606 68 24 0,56
¢ 260 75 %2 (039005 9%® 60 (@64 °%%7 (033000 %
IL-6 Controle ~ DCSA p OR " DSSA  DCSA p OR -
A74GIC (%) (%) (95%IC) P (%) (%) ©@%Ic) P
Genotipos
e 70 29 ] ] ] 52 29 ] ] ]
(53.5) (66,0) (711,2) (66,0
54 13 0,58 18 13 1,29
GC @12 @95 90 212y % a7y o5 %% (056302 270
7 2 0,69 3 2 1,19
cc 63 @5 %% 1335 9% w1y @s 9% 0757y &7
61 15 0,59 21 15 1,28
CC+CC o5 (40) OM8 (0201210 00 (88 (3s0) O (057285 O
124 v, 0,82 70 42 1,08
CC*GC a7y (@55 08 (047143 O (@59) (955 8% (050105 0%
Alelos
. 194 71 ] ] ] 122 24 ] ] ]
740)  (80,7) (836)  (16,4)
68 17 171 71 17 1,22
c @60 193 %% o307 @n @3 O (061242 OO

G= alelo selvagem; C= alelo mutante; OR= odds ratio; IC= intervalo de confiancga; Significancia estatistica (p < 0.05).

As analises das frequéncias alélicas do polimorfismo do gene em questdo
revelaram que o alelo C teve frequéncia maior no grupo controle, com 26%, quando
comparado ao grupo DEN com 17,5% (p= 0,023; OR= 0,606; p*= 0,03), observando
diferenca estatisticamente significativa e que o valor de OR evidencia um fator de protecao
para o controle. Conforme apresentado na mesma tabela, nas demais comparagfes das
frequéncias do alelo C entre os grupos DSSA e controle, observou-se menor frequéncia no
grupo DSSA, com 16,4% (p= 0,027, OR= 0,56, p*= 0,04), resultado estatisticamente
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significativo, o que também indica fator de protecdo. As analises entre os grupos DCSA e
controle (p= 0,209, OR= 1,71, p*= 0,27), e DSSA e DCSA (p= 0,574, OR= 1,22, p*=

0,70), ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas (Tabela 8).

Ao avaliar as frequéncias genotipicas do SNP -174 G/C do gene IL-6 (Tabela 9)
entre o grupo ASS e DEN, nota-se que ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
genotipos analisados, G/C (p= 0,253; OR= 0,69; p*= 0,33), C/C (p= 0,080; OR= 0,36; p*=
0,15), G/C + C/C (p= 0,104; OR= 0,61; p*= 0,14), G/G + G/C (p= 0,624; OR= 0,89; p*=
0,71). O mesmo ocorreu nas analises entre o grupo ASS e DSSA, G/C (p=0,200; OR=0,63;
p*=0,27), C/C (p=0,112; OR=0,34; p*=0,20), G/C + C/C (p= 0,087; OR= 0,56; p*= 0,12),
G/G + G/C (p=0,584; OR=0,87; p*=0,68).

As comparagfes entre as frequéncias genotipicas entre o grupo ASS e DCSA
também demonstraram que ndo houve diferenca significativa entre os genétipos analisados,
G/C (p=0,611; OR=0,81; p*= 0,76), C/C (p= 0,318; OR= 0,40; p*= 0,44), G/C + C/C (p=
0,388; OR=0,71; p*=0,50), G/G + G/C (p= 0,819; OR=0,93; p*= 0,94). Da mesma forma,
as analises entre o grupo controle e ASS, G/C (p= 0,274; OR= 0,72; p*= 0,34), C/C (p=
0,330; OR= 1,70; p*= 0,49), G/C + C/C (p= 0,513; OR= 0,83; p*= 0,61), G/G + G/C (p=
0,583; OR=0,88; p*= 0,67).

Quando analisadas as frequéncias alélicas do grupo ASS em relagdo aos demais
(Tabela 9), observamos que o alelo C apresentou frequéncia maior no grupo ASS (25,9%)
em relacdo ao grupo DEN, com 17,5% (p= 0,043, OR= 0,61, p*= 0,06), e com relacdo ao
grupo DSSA, com 16,4% (p= 0,042, OR= 0,56, p*= 0,06), sendo observada diferenca
significativa e o referido valor de OR indicando fator de protecdo para 0S casos
assintomaticos. As demais comparagdes das frequéncias do alelo C entre os grupos ASS e
DCSA (p= 0,239, OR= 0,68, p*= 0,31), e entre ASS e controle (p= 0,994, OR= 1,00, p*=

0,91) ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas.
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Tabela 9 — Distribuicdo genotipica e alélica do SNP -174 G/C (rs1800795) do gene IL-6 nos grupos
assintomatico (ASS), casos (DEN, DSSA e DCSA) e controle.

IL-6 ASS DEN OR " ASS DSSA OR

*
A74GIC (%) (%) P (@swic) P %) (%) P ©95%IC) P
Gendtipos
e 47 81 ] ] ] 47 52 ] ] ]
580)  (692) (580)  (71,2)
26 31 0,69 2 18 0,63
GC @21 (265 9% (0371300 ¥ @1 @ 9?0 z012 O
8 5 0,36 8 3 0,34
cC 99 3 %0 11117y OB g @y 2™ (0os13s 0%
34 36 0,61 34 21 0,56
CCHCC w0 oy %% a1y MM @ sy %7 (028100 012
73 112 0,89 73 70 0,87
CGrGC w01y @57 %0 ose142 O w01 (959 %% (052145 068
Alelos
s 120 193 i i . 120 122 . ] )
(74,1) (82,5) (74,1)  (836)
2 M 0,61 42 24 0,56
¢ 259 @75 9% (37099 9% 259y (64 9% (032008 06
IL-6 ASS  DCSA | OR . Cotole ASS OR .
A74GIC (%) (%) (95% IC) P (%) (%) ©@%Ic) P
Genotipos
a6 47 29 ] ] ] 70 47 ] ] ]
(580)  (660) (535)  (58,0)
26 13 0,81 54 26 0,72
GC @21 (95 9% ze182 %% w1y @21 %% (039-130) %%
8 2 0,40 7 8 1,70
cc 0o @s OB oooon 0% 55 gg 030 gsiog) 04
34 15 0,71 61 34 0,83
CCHCC w0 @a) %% 03315y 0 wes @ "B (047145 O
73 2 0,93 124 73 0,88
CG+GC w01 @55 OB osra70) %% @4y o) 9% (0ss140) O
Alelos
. 120 71 ] ] ) 194 120 ] ] ]
(74,1) (80,7) (74,0) (74,1)
42 17 0,68 68 42 1,00
¢ @59 (193 %% (036129 %% (260 (259 9% (oea156 O

G= alelo selvagem; C= alelo mutante; OR= odds ratio; IC= intervalo de confiancga; Significancia estatistica (p < 0.05).

No presente trabalho, também analisamos a existéncia de uma possivel relacdo da
presenca do alelo mutante e o desenvolvimento de sintomas nas formas clinicas da dengue.
Para isso, as amostras do grupo DEN foram divididas em dois subgrupos: portadores do
alelo mutante e ndo portadores do alelo mutante do SNP em questdo. As 20 principais
manifestacOes clinicas apresentadas pelos pacientes do grupo DEN foram analisadas
(febre, cefaleia, artralgia, mialgia, exantema, dor retro orbitéria, fraqueza/prostracéao,

prurido, nauseas, dor abdominal, vomitos, irritacdo ocular, diarreia, dores nas costas, falta
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de apetite, edemas, calafrios, fotofobia, manifestacbes hemorragicas, tontura). Foram
comparadas as frequéncias de cada uma para 0s respectivos subgrupos, através do Teste
Exato de Fisher. O teste de Wilcoxon pareado também foi aplicado para avaliar qualquer
tendéncia existente entre as frequéncias dos sintomas dos portadores do alelo mutante,

quando comparadas com as dos ndo portadores do alelo mutante.

Tabela 10 — SNP -336 A/G (rs4804803) do gene DC-SIGN e as 20 manifesta¢des clinicas da dengue mais
presentes em pacientes do grupo DEN.

Frequéncias Alélicas

Frequéncia

Manifestacéo Clinica 11 0ok (0 Portadores G N&o portadores-G p*
(HE OO0 (n=46) (%) (n=72) (%)

Febre 106 (90) 43 (93) 63 (88) 0.3629
Cefaleia 98 (83) 39 (85) 59 (82) 0,8037
Artralgia 106 (90) 41 (89) 65(90) 0.9999
Mialgia 88 (75) 31 (67) 57 (79) 0,1941
Exantema 82 (69) 32 (70) 50 (69) 1,0000

Dor retro-orbitaria 75 (64) 29 (63) 46 (64) 1,0000
Fraqueza/Prostracéo 100 (85) 38 (83) 62 (86) 0,8926
Prurido 65 (55) 26 (57) 39 (54) 0,8509
Nauseas 54 (46) 23 (50) 31 (43) 0,4472

Dor abdominal 29 (25) 13 (28) 16 (22) 0,5138
Vomitos 38 (32) 18 (39) 20 (28) 0,2285
Irritacdo ocular 29 (25) 13 (28) 16 (22) 0,5138
Diarreia 23 (19) 14 (30) 9(13) 0,0303
Dores nas costas 43 (36) 14 (30) 29 (40) 0,3293
Falta de apetite 27 (23) 13 (28) 14 (19) 0,3690
Edemas 40 (34) 19 (41) 21 (29) 0,1626
Calafrios 7 (6) 4(9) 3(4) 0,4291
Fotofobia 15 (13) 7 (15) 8 (11) 0,5764
Manifestagbes hemorrégicas 11 (9) 4(9) 7 (10) 1.0000
Tontura 6 (5) 1(2) 5 (7) 0,4021

*Q valor de p foi determinado pelo teste exato de Fisher. **Foram desconsiderados os pacientes com
resultados indeterminados na genotipagem.

Com relagdo a prevaléncia das manifestacdes clinicas nos individuos do grupo
DEN com o alelo G do SNP -336 A/G do gene DC-SIGN, foi observada maior ocorréncia
em portadores G, onde 13 delas foram mais prevalentes neste grupo quando comparado ao
grupo de ndo portadores-G, porém sem nenhuma diferenca estatisticamente significativa,
exceto na manifestacdo clinica diarreia que foi mais frequente em portadores G, com 30%,
que em néo portadores G (13%), o valor de p* foi de 0,0303 (Tabela 10). Quando aplicado
o0 teste de Wilcoxon pareado para comparar as frequéncias de todos os sintomas entre 0s

grupos, nao foi observado significancia estatistica (Z= 1,75, p= 0,08).

Na andlise da prevaléncia das manifestacdes clinicas nos individuos do grupo
DEN com o alelo C do SNP -174 G/C (rs1800795) do gene IL-06, observou-se maior
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ocorréncia de sintomas em nédo portadores do alelo C, sendo 11 delas mais prevalentes
neste grupo, em relagdo aos portadores C. Foi encontrada diferenga estatistica significativa
na comparacdo da manifestacdo clinica Nauseas (p*=0,0440), sendo esta mais frequente
em ndo portadores C (52%), do que nos portadores C (31%). Nas demais manifestacdes
néo foi encontrada diferencas estatisticamente significativas (Tabela 11). Quando aplicado
o0 teste de Wilcoxon pareado para comparar as frequéncias de todos os sintomas entre 0s

grupos, nao foi observado significancia estatistica (Z= 1,35, p=0,18).

Tabela 11 — SNP -174 G/C (rs1800795) do gene IL-6 e as 20 manifestagdes clinicas da dengue mais
presentes em pacientes do grupo DEN.

Frequéncias Alélicas

Manifestacéo Clinica ( n'i'ff;ii?i'& ) Portadores C Né&o portadores-C p*
(n=36) (%) (n=81) (%)

Febre 105 (90) 32 (89) 73 (90) 0.9988
Cefaleia 97 (83) 28 (78) 69 (85) 0,4249
Artralgia 105 (90) 31 (86) 74 (92) 0.5097
Mialgia 87 (74) 24 (67) 63 (78) 0,2524
Exantema 82 (70) 26 (72) 56 (69) 0,8286

Dor retro-orbitaria 74 (63) 18 (50) 56 (69) 0,0618
Fraqueza/Prostracao 99 (85) 31 (86) 68 (84) 0,8869
Prurido 65 (56) 20 (56) 45 (56) 1,0000
Nauseas 53 (45) 11 (31) 42 (52) 0,0440

Dor abdominal 28 (24) 9 (25) 19 (23) 1,0000
Vémitos 39 (33) 8 (22) 31 (38) 0,0956
Irritacdo ocular 28 (24) 10 (28) 18 (22) 0,6392
Diarreia 24 (21) 8 (22) 16 (20) 0,8061
Dores nas costas 42 (36) 10 (28) 32 (40) 0.2969
Falta de apetite 27 (23) 12 (33) 15 (19) 0,0977
Edemas 41 (35) 14 (39) 27 (33) 0,6750
Calafrios 7 (6) 4 (11) 34 0,1994
Fotofobia 15 (13) 3(8) 12 (15) 0,3886
ManifestagGes hemorrégicas 10 (9) 2 (6) 8 (10) 0,5073
Tontura 6 (5) 1(3) 5 (6) 0,6649

*Q valor de p foi determinado pelo teste exato de Fisher. **Foram desconsiderados os pacientes com
resultados indeterminados na genotipagem.

No presente estudo, a frequéncia do alelo G para o SNP -336 A/G do gene DC-
SIGN na populacéo piauiense foi de 18,8%. Resultado semelhante ao encontrado por Costa
et al. (2015), que analisou a populacéo norte piauiense também, onde a frequéncia do alelo
G foi 20,2%. O mesmo analisou a frequéncia do alelo em comparagéo a outras regifes do
Brasil, como em populagdes do Para (17,4%, p=0,358), Espirito Santo (19,5%, p=0,570), e
do mundo, como a Russia (18, 4%, p= 0,428), Irlanda (19%, p=0,500), Espanha (20,8%,
p=0,500), india (22,3%, p=0,431), Australia (16%, p=0,290), e obteve resultados

semelhantes ao desse estudo. Resultados divergentes foram encontrados em populacGes
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brasileiras, Pernambuco (31,4%, p=0,052), Mato Grosso (0%, p<0,001). E em outras
regibes do mundo, como Africa do Sul (40,3%, p=0,001), Taiwan (3,5%, p=0,0004),
Tailandia (9,5%, p=0,036).

Tabela 12 — Comparacéo das frequéncias alélicas do SNP -174 G/C (rs1800795) do gene IL-6, com base em
estudos gendmicos de associacdo realizados na popula¢do mundial.

Continente e N (Amostras Freguéncia (%) - Referéncia
Populacéo Genotipadas) G C P
América
Brasil (Piauf) 131 74,0 26,0 - Este estudo
Brasil (Parana) 311 70,9 29,1 0,751 MOREIRA et al., 2008
Cuba 92 72,3 27,7 0,873 PEREZ et al., 2010
Brasil (Ceard) 71 70,0 30,0 0,636 CANSANCAO et al., 2016
Brasil (Para) 99 78,8 21,2 0,411 FEITOSA etal., 2016
Brgzﬂlgs)ao 420 73,0 27,0 1,000 PIERONI et al, 2007
Estados Unidos 611 56,0 44,0 0,008 EATON et al., 2018
Argentina 126 74,0 26,0 1,000 BESTACH et al, 2017
Europa
Sérvia 93 68,0 32,0 0,436 ZEKOVIC et al., 2018
Eslovaquia 276 55,0 45,0 0,007 JURECEKOVA et al., 2018
- WUJCICKA; WILCZYNSKI;
Polénia 62 61,0 39,0 0.051 NOWAKOWSKA, 2017
Croacia 187 60,0 40,0 0,050 BAZINA et al., 2015
Suécia 378 52,0 48,0 0,002 BENNERMO et al, 2011
Asia
india 464 77,0 23,0 0,626 HAMEED et al., 2018
~ ATTAR; MANSOORI;
Ird 361 70,5 29,5 0,636 SHAHBAZI et al., 2017
Arabia Saudita 89 83,7 16,2 0.086 JABIR et al., 2016
China 805 76,0 24,0 0,747 MA; ZHANG; YANG., 2017
Africa
. AMR; EL-AWADY;
Egito 99 87,4 12,6 0,031 RASLAN et al., 2016
Tunisia 164 89,0 11,0 0,006 ZIDl etal., 2016

*Q valor de p foi determinado pelo Teste Exato de Fisher.

Os dados desta pesquisa mostram que a frequéncia do alelo C do SNP -174 G/C
no gene IL-6 na populacdo do norte do Estado do Piaui foi 26%. Ao ser analisado a
frequéncia deste alelo em populacdes de outras regides brasileiras e do mundo (Tabela 12)
verificou-se semelhanca nas frequéncias das populaces brasileiras dos Estados do Parana,
Ceara, Para e Sdo Paulo, assim como nas populacbes de Cuba, Argentina, india, Ird e
China. As frequéncias da populacdo piauiense diferiram das encontradas na Arébia
Saudita, e de populagfes dos continentes Americano, Europeu e Africano, apresentado
frequéncias significativamente menores que as encontradas nos Estados Unidos (44%, p*=
0,008), Eslovaquia (45%, p*= 0,007), Suecia (48%, p*= 0,002), e significativamente
maiores as encontradas no Egito (12,6%, p*= 0,031) e Tunisia (11%, p*= 0,006).
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6 DISCUSSAO

Acredita-se que a patogénese da dengue seja resultado da interagdo de muitos
fatores, como fatores relacionados ao virus, ao ambiente e ao hospedeiro. Dentre 0s
relacionados ao hospedeiro, diversos estudos associam as respostas imunoldgicas nas
manifestacBes graves da dengue, abrangendo células, citocinas, complementos, como
também alteracGes nos genes que codificam estas células. Com relacdo a fatores genéticos
do hospedeiro, os polimorfismos de nucleotideo tém sido alvo de pesquisas que avaliam
sua possivel influéncia na manifestacdo clinica de diversas doencas (COFFEY et al., 2009;
JOHN; LIN; PERNG et al.,, 2015; DANG et al., 2016; ALAGARASU et al., 2015;
PANDEY et al., 2015; SANTOS et al., 2017; SEHRAWAT et al., 2018).

O receptor de células dendriticas DC-SIGN, é uma proteina envolvida em muitos
processos imunoldgicos sendo responsavel pelo reconhecimento e interagcdo de inUmeros
patdégenos como, bactérias, virus e parasitas, com as células dendriticas. Estudos associam
0s SNPs no gene DC-SIGN, dentre eles o -336 G/A, e sua relacdo com protecdo ou
susceptibilidade as formas graves de doencas humanas, como a dengue, porém 0s
resultados sdo divergentes (LI et al., 2017; PABALAN et al., 2018).

No presente estudo, foram realizadas as analises das frequéncias alélicas e
genotipicas do SNP -336 A/G (rs4804803) do gene DC-SIGN em uma populacdo do norte
do estado do Piaui. As amostras analisadas pertenciam ao grupo de casos positivos para
infeccdo por dengue (DEN), casos que tiveram infecdo assintomatica (ASS) e em grupo

controle.

No polimorfismo -336 A/G (rs4804803) as comparagdes entre 0 grupo controle e
0s grupos de casos, e entre 0 grupo DSSA e DCSA, como também as comparacgdes entre o
grupo ASS com 0s grupos de casos e controle, ndo obtiveram resultados estatisticamente
significativos entre portadores do alelo mutante (G) e dos gendtipos mutantes (A/G e G/G)
do SNP em questéo e ocorréncia dos casos de dengue. Resultados semelhantes aos nossos
foram encontrados por Alagarasu e colaboradores (2013), em seu estudo realizado na
india, por Silva e colaboradores (2010) e por Oliveira e colaboradores (2014), em trabalhos
desenvolvidos no Brasil nos estados da Bahia e Para, respectivamente, onde também néo
houve resultado com significancia estatistica para a associacdo do polimorfismo e 0s casos

dengue, quando comparados com grupo controle.
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A pesquisa feita por Wang et al. (2011), em uma populacdo do Taiwan, revelou
resultados diferentes aos encontrados neste estudo. Nela houve uma forte associacdo do
alelo G e o risco de FHD, onde a frequéncia do alelo G foi significativamente maior em
pacientes com FHD do que em pacientes com outras doencas febris e grupo controle
(OR=4.84 e 3.57, p=2x10° e 0.001). O SNP em questio colaborou para a suscetibilidade a
infeccdo por dengue, além da complicacdo da dengue hemorrégica. No trabalho realizado
por Sakuntabhai e colaboradores (2005), na Tailandia, o alelo G foi associado a protecéo
contra a febre da dengue (OR= 4.90; P= 2x10®), mas ndo contra a dengue hemorragica,
sendo que os genétipos GG e GA aumentaram o risco de desenvolvimento da dengue

hemorréagica em pacientes com dengue.

Por outro lado, no estudo desenvolvido por Xavier-Carvalho et al. (2013), foi
observado que o genotipo GG estava associado a protecdo contra a dengue grave (OR =
0,12 e p = 0,04), em uma populacdo brasileira. Resultado divergente do encontrado por
Noecker e colaboradores (2014), em pesquisa realizada no México, onde os resultados
apontaram que os genétipos GG ou GA estavam associados a casos de dengue sem
complicacdes, quando comparados com dengue assintomatica (OR= 2,4, p = 0,076). Por
sua vez, Dettogni e colaboradores (2015), encontraram em seu trabalho tendéncia a uma
associacdo entre o alelo A e ndo persisténcia de sintomas em pacientes com dengue, 60
dias ap06s o inicio dos sintomas, em estudo feito no Brasil.

O mecanismo pelo qual o receptor DC-SIGN influencia na patogénese da dengue
ainda ndo € totalmente conhecido, estudos relatam que este medeia a entrada do DENV
para posterior infeccdo. Sabe-se que as células dendriticas sdo fundamentais na replicacao
do DENV, levando a infeccdo a atingir o sangue, figado, baco e rim, e possivelmente
ocorrendo uma segunda replicacdo em mondcitos, macréfagos e células endoteliais.
Acredita-se que a expressdo do DC-SIGN seja regulada devido a uma associacao do alelo
G com os sitios de ligacdo do fator de transcri¢do. Varios estudos mostram que portadores
deste alelo apresentam menor expressao do receptor na superficie de células dendriticas, 0
que leva a diminuicdo da ligacdo do virus as mesmas, influenciando no processo de
replicacéo viral (COFFEY et al., 2009; SHUEB et al., 2016; PABALAN et al., 2018).

Um dos SNPs no gene da IL-6 também foi analisado nesse estudo. IL-6 € uma

citocina pré-inflamatoria, produzida principalmente por células mononucleares, como
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macrofagos, células B e T. H& evidéncias de que SNP -174 (G/C) do gene em questdo pode
alterar os niveis de citocinas, influenciando nas respostas inflamatorias, por atuar na
transcricdo génica. E que a alta producdo de IL-6 reflete no desenvolvimento de inimeras
doencas inflamatorias e autoimunes (RIBEIRO; VISENTAINER; MOLITERNO, 2007;
IMANI, et al., 2017; KATKAM et al., 2017; YANG et al., 2017).

Dessa forma, também foram realizadas as analises das frequéncias alélicas e
genotipicas do SNP -174 G/C (rs1800795) do gene IL-6, em uma populacdo do norte do
estado do Piaui. Assim como para o0 gene DC-SIGN, as amostras analisadas pertenciam ao
grupo de casos positivos para infeccdo por dengue (DEN), casos que tiveram infecdo
assintomatica (ASS) e em grupo controle.

Na analise das frequéncias genotipicas entre grupo controle e DEN, foi
encontrado resultados estatisticamente significantes entre o genétipo G/G versus G/C
(p=0,011, OR=0,50 e p*=0,02), G/C+C/C versus G/G (p=0,010, OR=0,51 e p*=0,015).
Com relacdo ao grupo controle e DSSA, também foi observada diferenga estatistica
significante entre genétipo G/G versus G/C (p= 0,013, OR=0,45, p*=0.02) e entre G/C +
C/C versus G/G (p= 0,012, OR=0,46, p*=0,02). Estes dados sugerem protecdo dos
genotipos mutantes GC e CC mais prevalentes significativamente no grupo controle.
Resultado esse semelhante ao encontrado por Moreira e colaboradores (2008), onde o
genotipo GC foi relacionado como marcador de resisténcia, ou seja, protecdo para febre da
dengue (P =0.015; OR = 0.62), em individuos do estado do Paran4, Brasil.

Na analise da frequéncia alélica, houveram resultados estatisticamente
significativos entre o grupo controle e DEN (p=0,023, OR=0,606 e p*=0,03), entre 0 grupo
controle e DSSA (p=0,27, OR=0,56 e p*=0,04). Demonstrando que, nessa populagao
estudada, o alelo C pode ser associado com protecdo contra a doenca. Entre o grupo ASS e
DEN (p=0,043, OR=0,61 e p*=0,06), e entre o0 grupo ASS e DSSA (p=0,043, OR=0,56 e
p*=0,06). Nesses resultados sugere-se que o alelo C também pode exercer papel protetor

em relacdo ao desenvolvimento de manifestagdes clinicas.

Os dados da literatura para o SNP nesse gene séo diversos, como por exemplo, no
trabalho desenvolvido no Brasil, por Cansancdo et al. (2016), em que observou uma
relacdo entre os gendtipos G/C e C/C, associado ao alelo A do SNP no gene TNF-a ao
risco a infeccdo por dengue. Em outro estudo também realizado no Brasil por Dettogni e
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colaboradores (2015), foi demonstrado uma associacéo entre SNPs FcyRlla, TNF-a e IL-6

e persisténcia de sintomas 60 dias apds o inicio da doenca.

Por outro lado, nos resultados obtidos por Fernandez-Mestre et al. (2004), em uma
populacdo da Venezuela, ndo foi encontrado associacdo entre o SNP e a susceptibilidade
para a dengue. Assim como na pesquisa feita por Perez e colaboradores (2010), onde a
distribuicdo genotipica e alélica ndo apresentaram diferencas significativas entre o grupo

controle e FHD, em estudo realizado em Cuba.

Os polimorfismos nos genes de citocinas podem influenciar diretamente na
transcricdo génica, e como resultado a alterar a produgéo de citocinas, modulando a
resposta imune (REYNARD; TURNER; NAVARRETE, 2000; POLI et al., 2002; CHAN
et al., 2008). Pesquisas indicam que o polimorfismo -174 G/C no gene IL-6 esta
relacionado com suscetibilidade a quadros agudos e crénicos nas doencas inflamatdrias.
Onde, estudos mostram que o alelo G é um forte ativador de transcri¢do, relacionado com
aumento do risco de doengas inflamatdrias. Por sua vez, o alelo C tem sido relacionado
com funcdo protetora, por meio diminuicdo da producdo da IL-6. Porém os dados da
literatura para essa relacdo sdo controversos. (ENDLER et al., 2004; PIERONI et al., 2007;
ASSARI et a., 2016; IMANI et al., 2017; TETZLAFF et al., 2018).

Conforme os resultados deste estudo, percebe-se a prevaléncia dos genoétipos
mutantes no grupo controle, assim como no grupo assintomatico. Evidenciando o efeito
protetor do alelo C em relacdo a doenca e ao desenvolvimento de sintomas clinicos desta,
pois consequentemente a presenca do alelo C pode reduzir a producdo da IL-6, que por ser
uma citocina pré-inflamatéria leva a uma diminuicdo da resposta inflamatdria. Dessa
forma, este mecanismo poderia acarretar protecdo para individuos do grupo controle, como

também ser responsavel pela manifestacdo da dengue na forma assintomatica.

No entanto, Zekovic et al. (2018), demonstrou, em seu estudo feito na Sérvia, que
a expressdo génica de IL-6 foi significativamente aumentada em pacientes com esclerose
sistémica em comparagcdo com controles saudaveis, onde pacientes com genétipo C/C
tiveram maior expressdo da IL-6 em comparagdo ao genotipo G/C e G/G. E que portadores
do alelo C tiveram também expressdo significativamente maior de IL-6 quando
comparados com néo portadores C. Concordando com Waujcicka et al. (2018), na pesquisa

realizada com mulheres gravidas polonesas infectadas pelo Toxoplasma gondii, em que
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possivelmente o alelo C no SNP no gene da IL-6 estava relacionado com niveis elevados
dessa citocina, juntamente com o alelo A no SNP da IL-10, associado com niveis

diminuidos da mesma.

No que diz respeito as analises dos sintomas, percebeu-se que para 0 SNP -336
A/G do gene DC-SIGN, 13 manifestacdes clinicas foram mais prevalentes em portadores
G, sendo que a manifestacdo Diarreia obteve resultado estatisticamente significativo,
demonstrando que este alelo pode ser relacionado como fator de risco para o
desenvolvimento deste sintoma. No entanto, Oliveira et al. (2014), observou que dos 16
sintomas analisados em sua pesquisa, 11 deles foram mais prevalentes em ndo portadores
G.

Para 0 SNP -174 G/C do gene IL-06, observou-se maior ocorréncia de sintomas
em nado portadores do alelo C, onde 11 deles foram mais frequentes nesse grupo, com
diferenca estatistica significativa para a manifestacdo Nauseas, corroborando com a
hipotese do efeito protetor do alelo C. No trabalho desenvolvido por Dettogni et al. (2015)
verificou- se associacdo entre o alelo C e persisténcia de sintomas dermatoldgicos em 30
dias apds o inicio dos sintomas. Estes dados do presente estudo também reforca o efeito
protetor do alelo mutante para o grupo assintomatico, indicando a correlagdo deste com
ndo manifestacdo de formas clinicas. E importante destacar que nio existem dados na
literatura sobre analises com casos assintomaticos, sendo este o primeiro estudo a fazer tais

comparagdes com esse grupo.

Tendo a vista a complexidade de fatores que envolvem a patogénese da dengue e
de outras doencas inflamatdrias, percebe-se a diversidade de resultados encontrados em
estudos feitos em diferentes regides do mundo. Como pode ser observado na frequéncia do
alelo mutante para os dos SNPs avaliados neste estudo e sua distribuicdo mundial.
Provavelmente, deve-se ao fato dos fatores genéticos e individuais de cada hospedeiro,
além dos efeitos das respostas imunes, que ainda ndo estdo completamente esclarecidos. E
importante lembrar que mais de um polimorfismo pode atuar na expressao de genes de
citocinas ou de celulas dendriticas, levando a diferencas nos padrdes de respostas
imunoldgicas. Outro fator que também pode explicar a heterogeneidade de resultados sdo
etnias das populagdes, o que pode influenciar na patogenia de doencas como a dengue. Por

ultimo, vale salientar a influéncia de fatores como o sorotipo do virus e a carga viral.
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(FERNANDEZ-MESTRE et al., 2004; MOREIRA et al., 2008; PEREZ et al., 2010; EL-
TAHAN; GHONEUM; EL-MASHAD, 2016)

Conforme o que foi exposto, percebe-se o importante papel que os SNPs
desempenham na patogenia da dengue, estando relacionados com risco ou prote¢do para
dengue. Para a IL-6 os dados desta pesquisa apontam prote¢é@o para o grupo controle e para
0 nao desenvolvimento de sintomas para 0s casos assintomaticos. Tendo em vista que
existem poucos dados na literatura sobre essa relacdo, o presente estudo mostra-se
fundamental para o entendimento no que diz respeito a influéncia desse polimorfismo

sobre o curso da dengue e suas consequéncias.
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7 CONCLUSAO

Diante do que foi exposto, pode-se concluir para o presente estudo que:

o As amostras de 119 pacientes foram positivas para a infeccdo pelo DENV. Sendo
que 74 delas foram classificadas como DSSA e 45 foram classificados como
DCSA.

e As analises das frequéncias alélicas e genotipicas para o SNP -336 A/G
(rs4804803) no gene DC-SIGN n&o mostraram resultados com diferencas

estatisticamente significativas.

e As analises das frequéncias genotipicas para o SNP -174 G/C (rs1800795) no
gene IL-6 demonstraram que a frequéncia do genotipo GC foi estatisticamente
maior no grupo controle (41,2%) do que no grupo DEN, com 26,5%. Também
observamos diferenga significativa na relacdo entre grupo controle (41,2%) e
grupo Dengue sem sinais de alarme (DSSA), com 24,7%. Os gendtipos G/C +
C/C tiveram significativamente maior frequéncia no grupo controle (46,5%)
quando comparado ao grupo DEN com 30,8%. Também apresentaram maior
frequéncia no grupo controle, com 46,5%, em relagéo ao grupo DSSA (28,8%).

e  Asanalises das frequéncias alélicas para o0 SNP -174 G/C (rs1800795) no gene IL-
6 revelaram que o alelo C teve frequéncia significativamente maior no grupo
controle (26%), quando comparado ao grupo DEN com 17,5% e ao grupo DSSA,
com 16,4%. O alelo C também apresentou frequéncia significativamente maior no
grupo ASS (25,9%) em relacéo ao grupo DEN, e em relacédo ao grupo DSSA, com
16,4%.

e Com relacdo a prevaléncia das manifestacbes clinicas para SNP -336 A/G
(rs4804803) no gene DC-SIGN, observou-se que estas foram mais prevalentes em
portadores G, em relacdo aos ndo portadores-G, porém sem nenhuma diferenca
estatisticamente significativa. Com excecdo apenas na manifestacdo clinica
Diarreia mais frequente nos portadores do alelo G com diferenca estatisticamente
significativa.

e As andlises da prevaléncia das manifestacbes clinicas para SNP -174 G/C
(rs1800795) no gene IL-6, mostraram que estas foram mais prevalentes em nao

portadores C, em relagdo aos portadores-C, porém sem nenhuma diferenca
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estatisticamente significativa. Somente manifestacdo clinica Nauseas mais
frequente em ndo portadores C foi encontrada diferenca estatisticamente

significativa.

e A frequéncia do alelo G para o SNP -336 A/G do gene DC-SIGN na populacédo
piauiense foi de 18,8%. E do alelo C do SNP -174 G/C no gene IL-6 foi 26%.

Dessa forma, nossos dados sugerem que o gendétipo G/C e o alelo C do SNP -
174 G/C no gene IL-6 estdo relacionados com protecdo para os casos de dengue na
populacdo estudada. Estes dados contribuem para um melhor entendimento da
patogénese do Dengue virus e de fatores genéticos relacionados ao hospedeiro com a
doenca. Podendo assim, trazer beneficios para a populacdo em geral, auxiliando na
identificacdo de grupos de risco e para 0 paciente, no que diz respeito a0 manejo
clinico e a possibilidade de um tratamento especifico. Futuramente novos estudos
podem ser realizados, avaliando outras variantes do no gene da IL-6, para que estas
sejam analisadas em conjunto, tendo em vista que a patogenia da dengue é complexa e

pode ser influenciada por mais de um polimorfismo de um Unico gene.
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atendimento e tratamento no servico de salde. Se concordar em participar do estudo, suas informacdes
pessoais (nome, endereco, telefone, dentre outras) serdo mantidas em sigilo absoluto. A menos que requerido
por lei ou por sua solicitagdo, somente o pesquisador, a equipe da pesquisa e 0s representantes do Comité de
Etica terdo acesso a suas informagdes pessoais.

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA PESQUISA

Eu, , portador(a) da cédula de

identidade/CPF de nimero , abaixo assinado, declaro que concordo em

participar da pesquisa/estudo “Identificagdo molecular de Dengue virus e outros arbovirus e prevaléncia de
polimorfismos genéticos em pacientes do Piaui”, como VOLUNTARIO. Fui suficientemente informado a

respeito das informac6es que li ou que foram lidas para mim, descrevendo a pesquisa. Eu discuti com o Dr.
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Gustavo Portela Ferreira / Dra. Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira ou qualquer um dos demais membros
da equipe de pesquisadores sobre minha decisdo em participar desta pesquisa. Ficaram claros para mim quais
sdo 0s propdsitos da pesquisa, 0s procedimentos a serem realizados, seus possiveis desconfortos e riscos, e as
garantias de sigilo e de esclarecimentos. Também ficou claro que minha participacdo é isenta de despesas.
Concordo VOLUNTARIAMENTE em participar da pesquisae poderei retirar 0 meu consentimento a
qualquer momento, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou

no meu atendimento / tratamento neste servigo de sadde.

E por estar de acordo, assino o presente termo.

Parnaiba, de de

Assinatura do sujeito participante ou responsavel legal Impressao Digital

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito em
participar.

Nome:
RG/CPF: Assinatura:
Nome:
RG/CPF: Assinatura:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
sujeito de pesquisa ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Parnaiba, de de

Gustavo Portela Ferreira Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira

OBSERVAGCOES COMPLEMENTARES:

Se vocé tiver alguma consideracgdo ou divida sohre a ética desta pesquisa, entre em contato com;
Comité de Etica em Pesquisa — UFPI — Campus Ministro Reis Velloso

Endereco: Avenida S&o Sebastido, 2819 — Bloco 16 — Sala 05 — Bairro Reis Velloso

CEP: 64202-020 — Parnaiba-PI, Fone: (86) 3323-5251

E-mail: cep.ufpi.cmrv@gmail.com
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APENDICE II
FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS

PACIENTE/AMOSTRA N° N° CARTAO DO SUS:
AMOSTRAS COLETADAS:

DATA DO ATENDIMENTO: LOCAL DE ATENDIMENTO:
NOME: TEL:
SEXO: OMasculino O Feminino DATA DE NASCIMENTO:
NOME DA MAE:

ENDERECO:

NUMERO: __ BAIRRO: CEP:
MUNICIPIO: UF:

OAdulto  Q Crianga (até 12 anos) Q© Idoso (acima de 60 anos)  Gestante: Q1°T Q2T Q3T
Inicio dos sintomas: dias. O Febre: ha dias.

SINAIS E SINTOMAS PRESENTES:
[ Cefaleia [ Artralgia [ Néauseas [ Dor retroorbitaria Oalgia IC}ricia
D Prostragdo [ Diarreia [ Vomitos Clantema:  Jn prurido O prurido

[0 ManifestagBes hemorragicas: gengivorragia - epistaxe - metrorragia - hematémese - melena - hematdria - petéquias -
equimoses.

O Dor abdominal 0 choro persistente/irritabilidade
O outros:

COMORBIDADES/ DOENGAS CRONICAS COEXISTENTES:

O Hipertenséo Arterial O Doenca Hematoldgica
[ Diabetes Mellitus O Doenca Cardiovascular
O prPoc [ Doenga Autoimune O Insuficiéncia Renal [Doenga acido-péptica [ Hepatopatia

O Anemia Falciforme
D Outras:

O Nioha comorbidades/doencas cronicas coexistentes.

AVALIAGAO QUANTO A PRESENGCA DE SINAIS DE CHOQUE/HEMORRAGIA GRAVE:

O Comprometimento respiratdrio O Hemorragia grave com ou sem sinais de choque
Hemorragia presente O Né&o OSim. Qual (is)?

O conjuntival O epistaxe [ Gengivorragia O Petéquias [ Equimose
O Metrorragia O Hematdria ~ [J Hematémese O Melena  [JHemoptoicos

SINAIS DE CHOQUE:

O Pulso rapido e fino [ Extremidades frias O Pele palida e imida O Enchimento capilar lento (> 2 seg.)
O Presséo arterial convergente (PA diferencial < 20 mmHg) O Hipotensio postural (queda > 30 mmHg)

O Nao ha presenca de sinais de choque hipovolémico/hemorragia grave

O outros:




