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RESUMO

A dengue € uma doenca considerada como problema de saude publica no Brasil.
S&o conhecidos quatro sorotipos virais: 1, 2, 3 e 4, que séo denominados de DENV
1, 2, 3 e 4. No Brasil todos os sorotipos estédo circulantes e sdo capazes de causar
doenca ao homem, podendo evoluir para quadros graves, inclusive Obito. A
transmissdo da dengue ocorre exclusivamente pela picada da fémea do mosquito
Aedes aegypti que se desenvolve amplamente em paises tropicais e subtropicais. A
resposta imunologica ao virus da dengue (DENV) e seus sorotipos, ainda ndo esta
totalmente elucidada. Recentemente foi demonstrado aumento de citocinas pro-
inflamatorias em pacientes infectados com DENV-2, entre os quais foram
observados altos niveis séricos de IFN-y, IL-6 e IL-17. No entanto, o papel das
citocinas na resposta Thl, Th2 e Th-17 na dengue ainda é pouco compreendido.
Sendo assim, o objetivo deste projeto foi tracar o perfil de citocinas no soro de
pacientes com dengue na cidade de Manaus. Este estudo foi retrospectivo de
carater transversal com componente analitico de casos de pacientes atendidos
durante a epidemia de dengue na Fundacédo de Medicina Tropical do Amazonas Dr.
Heitor Vieira Dourado (FMT / HVD) no periodo de Janeiro a Dezembro de 2011, bem
como controles oriundos da Fundacdo (FHEMOAM). Foram utilizadas 90 amostras
de soro, sendo 60 de pacientes com dengue e 30 de individuos separados em:
Grupo I: controle negativo — doadores de sangue (n= 30), Grupo Il: controle positivo
1 DENGUE NAO GRAVE (n= 30) e Grupo llI: controle positivo 2 DENGUE GRAVE
(n= 30). O diagndéstico foi feito por isolamento viral da proteina NS1, sorologia para
dengue IgM, e finalmente o RT-PCR. O projeto foi aprovado no Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade do Amazonas UFAM sob parecer n® 256.163 via CONEP.
As dosagens das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y e IL17A foram
realizadas pela técnica de citometria de fluxo (kit CBA da BD® Biosciences). A
comparacao de médias dos niveis séricos de citocinas foi realizada por meio do
teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis (P < 0,05). Os graficos foram elaborados
utilizando o software Graphprisma®. Em todas as citocinas quantificadas (IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10, IFN-y e IL-17A e TNF-a) foi possivel avaliar que os grupos de dengue
(grave e ndo grave) apresentaram concentracfes aumentadas e estatisticamente
significativas em relacdo ao grupo controle negativo. Nao houve diferenca entre as
citocinas quando comparados o grupo de dengue grave com o de dengue néo grave.
Este estudo, pioneiro nessa linha na Regido Norte, possibilitou identificar o perfil de
um grupo de citocinas e inferir no seu envolvimento/relacdo na resposta imunolégica
aos sorotipos circulantes em Manaus no ano de 2011. Observando isoladamente o
comportamento da citocina IL-10, houve tendéncia no seu aumento no grupo
composto por pacientes que evoluiram para dengue grave quando comparado ao
grupos dengue néao grave.

Palavras-chave: dengue, febre da dengue, citocinas, resposta imune



ABSTRACT

Dengue disease is a serious public health problem in Brazil. There are four
serotypes, DENV 1 to 4. In Brazil, all serotypes are circulating and are able to cause
disease to humans, and may progress to a severe level, including death. Dengue
transmission occurs by the bite of the female mosquito Aedes aegypti, widely
distributed in tropical and subtropical countries. Brazil underwent a major epidemic in
1955 after which the disease was considered eradicated, causing disinterest among
the medical community. The objective of this project was to trace the profile of
cytokines in serum from patients with dengue in the city of Manaus. The immune
response to dengue virus (DENV) and their serotypes has not yet been fully
elucidated. Recently, studies demonstrated increased proinflammatory cytokines in
patients infected with DENV-2, as IFN-y, IL-6 and IL-17. However, the role of
cytokines in the immune reponse Thl, Th2 and Th17 in dengue disease is still poorly
understood. Tropical countries such as Brazil are conducive to a proliferation of
vectors making it necessary to investigate the cytokine profile in the serum of
patients with dengue, especially in a locality like Manaus. This study was a
retrospective cross-sectional analytical component with cases of patients seen during
the dengue epidemic in the Tropical Medicine Foundation of Amazonas Dr. Heitor
Vieira Dourado (FMT / HVD) in the period of January to December 2011, as well as
negative controls from the Foundation of Hematology and Hemotherapy of the State
of Amazonas (FHEMOAM). There were 90 serum samples, 60 from patients with
dengue and 30 control patients divided into: Group I: negative control - blood donors
(n = 30), Group II: positive control - DENGUE NOT SEVERE (n = 30) and Group llI:
positive control DENGUE SEVERE (n = 30). The diagnosis was made by viral
protein NS1, dengue IgM serology, and finally the RT-PCR. The project was
approved by the Ethics Committee of the Universidade do Amazonas (UFAM), n.
256-163 - CONEP. The dosages of IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-qa, IFN-y and IL17A
were performed by flow cytometry (BD CBA Kit ® Biosciences). We used the
nonparametric Kruskal-Wallis (P<0,05). The graphics were designed using
Graphprisma ® software. In all quantified cytokines (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y and
IL-17A and TNF-a) it was possible to evaluate that in dengue groups (severe and
non-severe) they had concentrations increased and statistically significant when
compared to the negative control group. There was no difference in these cytokines
when comparing the severe and not severe groups. Observing the behavior of
cytokine IL-10, there was a trend in increase when comparing patients from dengue
group who progressed to severe dengue. This pioneer study in this field in the
northern region enabled us to identify the profile of a group of cytokines and infer
their involvement in the immune response in circulating serotypes in Manaus in 2011.

Keywords: dengue, dengue fever, citokynes, immune response
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1 INTRODUCAO

A dengue € uma arbovirose que apresenta destaque mundial. Cerca de 2,5
bilhdes de pessoas, principalmente as que residem em areas tropicais e subtropicais
do planeta, estdo ameacadas de infectar-se por esta doenca (WORLD, 2012).

O agente causador da doenca é o virus da dengue (DENV) agrupados em
qguatro sorotipos antigenicamente relacionados, mas distintos entre si e nomeados
em DENV-1, 2, 3 e 4, a infeccdo primaria causada pela exposicdo a um dos
sorotipos nao confere imunidade contra os outros (GUBLER, 1998).

Em relacdo a resposta imunologica ao DENV, a mesma delimita uma linha
ténue, uma vez que o entendimento da sincronia dos eventos que buscam debelar a
infecc@o e vencer o patdgeno ainda estd em constantes estudos. O esclarecimento
de que a imunidade a um dado sorotipo viral promove 6tima protecdo contra
reinfeccao por este sorotipo ja esta consolidada na literatura. No entanto, a infeccao
subsequente por outro sorotipo, exacerba o risco para as formas graves da infecgéo,
marcadas por uma permeabilidade vascular anormal, evolugdo para choque e até
mesmo o Obito.

A primeira epidemia de dengue no Brasil, com o isolamento do virus, ocorreu
em 1981, no estado de Roraima, quando o DENV-1 e DENV-4 foram identificados
(OSANAI; ROSA et al., 1983).

A cidade de Manaus, capital do estado do Amazonas, com quase 2 milhdes
de habitantes, esta localizada no meio da floresta amazénica e sofreu surtos de
dengue a partir de 1998, quando um grande surto aconteceu pela primeira vez em
que cerca de 20 mil casos, causados pelo sorotipo 1 (FIGUEIREDO; THATCHER et
al., 2004).

No final do mesmo ano, o sorotipo 2 foi detectado pela primeira vez nesta
cidade e em 2001, o DENV-2 produziu o segundo grande surto com 30.000 casos
notificados, incluindo 60 casos de dengue hemorragica (FIGUEIREDO; BASTOS et
al., 2002). O sorotipo 3 foi detectado em Manaus em 2002 e desde entdo, durante a
estacdo chuvosa vem sofrendo surtos com o aumento do nimero de casos graves,
principalmente em criangas (ROCHA; TAUIL, 2009). Em janeiro de 2008, o sorotipo
4 foi detectado outra vez no Brasil, na cidade de Manaus ap6s um lapso de 26 anos

(DE FIGUEIREDO; NAVECA et al., 2008).
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Seguindo uma tendéncia de aumento da dengue no Brasil, nos primeiros
meses de 2011, um novo surto de dengue comecou na capital do Amazonas, com
quase 40.000 casos, afetando os moradores de todas as regides da cidade com
gravidades distintas (BASTOS; FIGUEIREDO et al., 2012). Neste caso, a situacéo
da cidade de Manaus pode ser considerada preocupante uma vez que foi a Unica
cidade brasileira a identificar infecgcdes com virus da dengue 1, 2, 3 e 4 e um caso
de co-infeccdo com o virus da dengue 2 e 3 (FIGUEIREDO; MOURAO et al., 2013).

Os mecanismos que elencam a resposta imunologica ao DENV ainda nao
estédo totalmente elucidados, uma vez que esses eventos dispdem de peculiaridades
dos envolvimentos de populacbes celulares, citocinas, leucotrienos e
prostaglandinas que ainda estdo em processo de estudos. A fim de compreender tal
fato é importante tracar o perfil de citocinas das respostas Thl, Th2 e Thl7 nos
casos de dengue grave e ndo grave oriundo do surto ocorrido em Manaus no ano de
2011, onde todos os sorotipos estavam circulando ao mesmo tempo, o que poderia
denotar um referencial de gravidade para os habitantes de nossa cidade.

Neste estudo foram avaliadas as citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, IFN-y
e IL-17A as quais compdem os diversos perfis de respostas imunoldgicas a fim de
avaliad-las nos quadros de dengue grave e dengue nédo grave.

15



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A doenca

A dengue é uma doenca transmitida por artrOpodes que apresenta
distribuicdo mundial, tendo maior incidéncia nos centros urbanos das regides
tropicais e subtropicais (NAVARRO-SANCHEZ; DESPRES et al., 2005).

Classificada como a doenca emergente e reemergente mais importante em
morbidade e mortalidade na atualidade, sem perspectiva de mudanca em futuro
proximo, onde 55% da populacdo mundial est4d sob-risco de contrair essa
enfermidade (TAUIL, 2008).

Trata-se de uma doenca infecciosa aguda, que apresenta formas
polissintomaticas, com quadros clinicos que podem evoluir desde o choque,
hemorragias até o 6bito (ROCHA; TAUIL, 2009). Esses sinais e sintomas podem
variar de acordo com o virus circulante ou a epidemia instalada, apresentando
caracteristicas distintas tendo em vista as peculiaridades de cada regido afetada
(FIGUEIREDO; OWA et al., 1992).

2.2 O Virus

O DENV é um virus pertencente ao género Flavivirus, da familia Flaviviridae.
Corresponde a um virus RNA de cadeira simples, agregado em sentido positivo com
arcabouco antigénico e simetria icosaédrico. Apresenta um envelope lipidico
associado a proteinas de membrana e espiculas glicoproteicas. O genoma viral
codifica trés proteinas estruturais: proteina do capsideo (C) e proteinas de envelope,
pré-M, precursora da proteina de membrana (M) e (E) e ainda, sete proteinas nao
estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4A, NS4B, e NS5 (LEITMEYER; VAUGHN et
al., 1999).

S&o conhecidos quatro sorotipos: DENV-1, 2, 3 e 4, destes, cada um
apresenta grau de especificidade, com caracteristicas filogenéticas distintas, sendo
gue todos os sorotipos podem causar doenca. Na figura 01 pode-se observar a
estrutura do virus DENV-2.
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Figura 01 - Modelo esqueméatico do virus da dengue (DENV-2) através de
microscopia crioeletrénica (crio-EM). (A) representacdo da superficie do DENV-2,
mostrando o contorno de uma assimetria icosaeedral; (B) secc¢ao transversal central
mostrando a densidade de crio-EM com um enredo de densidade média (roxo) e
méaxima (azul). As setas indicam a posicdo dos eixos de 5 vezes e de 3 vezes.
Mostrado também cortes radiais na densidade dos raios definido, R1, R2, R3 e R4.
(C) desenho da fita do dimero E situado em um eixo 2 vezes icosaedral. O folheto
externo da bicamada lipidica € mostrado em verde. Os peptideos de fusdo estdo em
verde. (D) desenho da fita que mostra a posicéo e orientacdo do dimero associados
a um eixo de 2 vezes icosaedrica. Fonte: Adaptado de (KUHN; ZHANG et al., 2002).

2.3 Epidemiologia
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Os primeiros relatos historicos sobre dengue reportam-se a llha de Java na
Indonésia, em 1779 e Filadélfia (EUA), em 1780, como locais dos primeiros casos.
Porém, existem algumas evidéncias de que quadros semelhantes a doenca tenham
ocorrido na China desde o ano de 992. Desde esta época 0 mosquito transmissor e
o0 virus do dengue podem ter se disseminado pelos tropicos, em virtude da
navegacgdo e do comércio maritimo, ocorridos nos séculos XVIII e XIX (GUZMAN;
KOURI, 2002).

Estima-se que em todo o mundo 2,5 bilhdes de pessoas, estejam em risco
de adquirir a doenga, e destas, 50 milhdes sao infectadas a cada ano, incluindo
500.000 mil hospitalizagbes por dengue hemorragica especialmente em criancas,
onde em média 2,5 % evoluem a ébito (TAUIL, 2008; GUZMAN; HALSTEAD et al.,
2010).

A infeccdo viral € apontada como uma das maiores causadoras de
morbidade e mortalidade nas regides tropicais e subtropicais do mundo, destacando
paises do Sul e Sudeste da Asia, Américas Central e do Sul (LAN; HIRAYAMA,
2011).

2.3.1 Epidemiologia da Dengue no Brasil

A primeira epidemia de dengue no Brasil com confirmacao laboratorial
ocorreu em Boa Vista (RR) entre 1981-1982 sendo que nesta ocasido foram
isolados os sorotipos 1 e 4 (TRAVASSOS DA ROSA; ROCHA et al., 1982).

A partir de 1982 com campanha intensiva de combate ao vetor, ndo se
reportou epidemia até 1999. S6 entdo os indices de incidéncia estiveram entre 0s
maiores do pais, com circulacdo dos sorotipos 1 e 2 0 que caracteriza 0 Estado
como hiperendémico, uma condic¢ao critica para a ocorréncia de febre hemorragica
da dengue/sindrome do choque da dengue (FHD/SCD) (GUBLER, 1998).

O Estado de Roraima faz fronteira com a Guiana (a nordeste) e com a
Venezuela (a noroeste), sendo considerado uma possivel porta de entrada para
novos sorotipos e genotipos de dengue no Brasil. De acordo com dados da

Organizagdo Pan-Americana de Saude, atualmente circulam os quatro sorotipos de
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dengue na Venezuela, por onde pode ocorrer a reintroducdo do sorotipo 4 (DA
SILVA CORDEIRO, 2008).

A figura 02 mostra que de 2001 a 2011 o Ministério da Saude registrou uma
incidéncia crescente de casos de dengue no Brasil e que a partir de 2005, observou-
se um decréscimo no ano de 2009. De acordo com o Instituto Brasileiro de
Geografia e estatistica (IBGE), no ano de 2010 foram registrados os maiores indices
de mortalidade relacionados a dengue no pais, onde a incidéncia alcancou 530

casos para cada 100.000 habitantes.

Indicadores epidemiolégicos - Dengue - Nimero de ébitos e taxa de incidéncia hab/ano

L1

600 1 561 - 50

Obitos e taxas

44

2004 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 20 2011
Ano

W NOmero de gbitos = Taxa de incidéncia

Fonte: Sinan / IBGE - Novembro/2012

Figura 02 — Numero de ébitos e incidéncia habitante/ano — casos dengue. 5.570
Municipios — total de habitantes: 193.976.530.

Fonte: Sinan/SIM/IBGE — MS, 2012 http://189.28.128.178/sage/ Acesso em
03/07/2013.

De acordo com dados do Ministério da Saude foram notificados no Brasil
715.666 casos de dengue até julho de 2011 sendo que a Regido Norte apresentou
110.711 casos, representando 15% do numero total de casos registrados. Os
municipios de Manaus (AM) e Rio Branco (AC) apresentam os maiores nimeros de
casos notificados, com 49.259 e 19.998 casos, respectivamente. Esses dois
municipios foram responsaveis por 62,5% dos casos notificados na Regido Norte
(SAUDE, 2011).
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2.3.2 Epidemiologia da Dengue em Manaus

A primeira epidemia de dengue na cidade de Manaus ocorreu em 1998, que
transcorreu por conta do sorotipo DENV-1, chegando a notificacdo de 13.894 casos.
Ao final do ano 2000, foram identificados os primeiros casos pelo DENV-2,
desencadeando em 2001, uma epidemia de grandes proporc¢des, com o registro de
19.927 casos, com circulacdo simultanea também do virus DENV-1. Nesse mesmo
ano, detectou-se a presenca de formas graves da doenca, com 52 casos
confirmados de Febre Hemorragica da Dengue e ocorréncia de um 6bito (BASTOS,
2004).

Houve significativa reducdo no numero de casos durante os anos de 2002 e
2003, com 2.063 e 3.554 casos respectivamente, embora tenha se registrado a
introducdo do sorotipo DENV-3. A partir de 2004, o nimero de casos notificados
manteve-se baixo, com menos de 1.000 casos anuais. Em 2008, ocorreu um
aumento significativo com registro de 8.633 casos notificados, porém em 2009,
houve uma reducédo de 85,2% em relacdo ao ano de 2008, registrando 1.279 casos
notificados. Embora tenha ocorrido redugcdo dos casos, a capital do Estado vem
sendo considerada, nos ultimos anos, como area de alto risco para o
desenvolvimento de epidemia de dengue, em decorréncia da grande
susceptibilidade da populacdo a infeccdo e a presenca do vetor, que pelas
condicbes ambientais locais encontra situacdo ideal para a sua procriacdo (DE
FIGUEIREDO; NAVECA et al., 2008).

A figura 03 mostra uma incidéncia crescente de casos de dengue a partir de
2006, com destaque para os anos de 2008 e 2011. Nestes anos a cidade de Manaus
apresentou 187 e 2.953 casos para cada 100.000 habitantes, respectivamente,
demonstrando um aumento significativo na incidéncia de dengue no ano de 2011 em

relacdo ao Brasil.
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Figura 03 - Numero de obitos e incidéncia habitante/ano - dengue. Localidade:
Manaus/ AM (capital) — 1.861.838 habitantes.

Fonte: Sinan/SIM/IBGE-MS, 2012 http://189.28.128.178/sage/ Acesso em
03/07/2013.

2.4 Vetores e Formas de contato

O principal vetor responsavel pela transmissibilidade da doenca é o
mosquito Aedes aegypti, da ordem Diptera, subordem Nematocera, familia
Culicidae, que contém inumeros géneros, entre eles o Flavivirus, maioria
representada por espécies de habito hemat6fago (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Trata-se de uma espécie amplamente distribuida nas regides tropicais e
totalmente adaptada ao meio urbano. O mosquito adquire o virus ao se alimentar do
sangue de doente que se encontra na fase de viremia, a qual comeca um dia antes
do surgimento da febre e vai até o sexto dia de doenca. O virus se instala nas
glandulas salivares do mosquito, onde se prolifera e ai permanece, deixando o
artropode infectante durante toda a sua vida (DA SILVA CORDEIRO, 2008).

Apontado como vetor secundario o Aedes albopictus contribui para a
transmissdo do DENV (KNUDSEN, 1995; LAMBRECHTS; SCOTT et al., 2010),
sobretudo em areas onde o A. aegypti encontra-se ausente como nas regides que
vao desde a China até o Japdo (HOTTA, 1998).
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Na figura 04 é possivel verificar o ciclo de desenvolvimento da dengue,
destacando cada uma das fases dos periodos de viremia.

Mosquito infectado “ Mosquito se Mosquito infectado
se alimenta / alimenta / se alimenta /
transmite o virus adquire o virus transmite o virus
Periodo de Periodo de Periodo de
incubacao incubacéao incubacao
intrinseco extrinseco intrinseco
< <
Viremia ' Viremia
r TR 4T ; T T >
0 5 10 15 20 25 30
Dias
Doenca Doenca
Humano n°1 Humano n°2

Figura 04- Esquematizacao do ciclo de transmissdo da dengue.
Fonte: Adaptado Manual de Dengue do Ministério da Saude 2011.

2.5 Sinais e Sintomas

O quadro infeccioso causado pela dengue pode manifestar-se através de
diversas formas, podendo evoluir de estagios brandos, ndo aparentes, até formas
hemorragicas, tais como o choque e até mesmo o 6bito (SAUDE, 2011 Brasilia/DF).

Em se tratando de dengue classica, a febre alta (39° a 40 °C) apresenta-se
geralmente de inicio subito, sendo apontada como a primeira manifestacdo, seguida
de cefaléia, prostracdo, mialgia, artralgia, dor retro-orbitaria, exantema
maculopapular, que pode ou ndo ser acompanhado de prurido. As demais
manifestagbes tais como: anorexia, nauseas, vomitos e diarreia podem ou nao
serem observadas. Porém podem ocorrer algumas manifestacbes graves que
podem caracterizar quadros hemorragicos, tais como: epistaxe, petéquias,
gengivorragia, metrorragia, todos ocorrendo no final do quadro febril e em casos

raros, hematémese, melena e hematuria, além de trombocitopenia (contagem de
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plaquetas menor que 100.000mms3) entre o terceiro e o sétimo dia apds a infec¢do
(SAUDE, 2011 Brasilia/DF).

Em criancas pode ocorrer febre indeterminada, ou febre associada a mialgia,
dor retro-orbital, e como alteracdo hematoldgica importante observa-se a leucopenia,
acompanhada ou ndo de erupg¢bes cutaneas. Estas alteracées podem ou nado estar
acompanhadas de petéquias e manifestacées hemorragicas (TORRES, 2006).

A gravidade na dengue se traduz essencialmente pela presenca de um ou
mais dos sinais de ameaca, estes indicam a possibilidade de um paciente evoluir
para um quadro de gravidade, entre eles destacamos: Dor abdominal intensa e
continua; vomitos persistentes; hipotensdo postural ou lipotimia, hepatomegalia
dolorosa; hemorragias importantes (hematémese, melena e metrorragia);
sangramento de mucosa; sonoléncia ou irritabilidade; diminuicdo da diurese, ou
ainda a diminuicdo repentina da temperatura ou hipotermia (<35°C); aumento
repentino do hematdcrito; queda abrupta das plaquetas; desconforto respiratério e
manifestacbes neurolégicas (convulsdo, paresia, alteracdo da consciéncia)
(MOURAO, 2011).

2.6 Classificacédo da Dengue

A dengue é uma doenca que pode apresentar-se com diversas formas de
evolucdo e manifestacdes graves e ndo graves. De acordo com a Organizacdo
Mundial de Saude (OMS), a dengue possui amplo espectro de apresentacdes
clinicas, frequentemente com evolucdo e desfechos imprevisiveis. Enquanto a
recuperacdo da maioria dos pacientes segue um curso clinico autolimitado, uma
pequena proporcdo evolui para a doenca severa, geralmente caracterizada por
extravasamento de plasma com ou sem hemorragia. Nestes casos, € necessaria
terapia intravenosa para reidratacdo com intuito de reduzir a frequéncia de casos
fatais para menos de 1% dos casos graves (WHO, 2009).

A figura 05 foi adaptada e traduzida da Organizacdo Mundial de Saude-
OMS, que publicou no ano de 2009 novos critérios que determinam a gravidade para
dengue. A OMS descreve a nova classificacdo em dengue grave e dengue nao

grave de acordo com sinais e sintomas, modificando a antiga classificacdo onde a
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dengue era caracterizada como sindrome do choque da dengue e dengue

hemorragica. Essa mudanca oportunizou aos servigos de saude o melhoramento no

atendimento aos casos de dengue.

DENGUE COM/SEM SINAIS DE ALARME

A COM SINAIS
{. DE ALARME

CRITERIOS PARA DENGUE COM/SEM SINAIS DE ALARME

Dengue provavel

Reside/viaja para area
endémica de Dengue.

Febre e 2 dos seguintes
critérios:

* Nausea, vomito

* Erupgdo cutanea

* Dores

* Teste do torniquete positivo
* Leucopenia

* Qualquer sinal de alarme

Sinais de alarme*

* Dor ou sensibilidade anormal
* VOmitos persistentes

* Acumulo clinico de fluidos

* Sangramento de mucosas

* Letargia, inquietagao

* Aumento do figado > 2cm

* Laboratério: aumento no HCT,
concomitante com a rapida
diminui¢dao na contagem de
plaquetas.

*(Requer observagdo rigorosa e
intervengdo médica)

DENGUE GRAVE

Extravasamento
grave de plasma
Hemorragia grave
Disfungdo grave de
orgaos

CRITERIOS PARA DENGUE GRAVE

Extravasamento grave de plasma

Acarretando:

* Choque (SCD)

* Acumulo de fluido com angustia
respiratodria

Sangramento grave:
Avaliado pelo médico

Envolvimento grave de 6rgdos:
* Figado: ALT ou AST >= 1000

* CNS: consciéncia prejudicada
* Coragdo e outros orgaos

Figura 05- Classificacdo sugerida dos niveis de severidade da dengue:
diagrama traduzido na integra.
Fonte: Adaptado de Manual de Dengue (WHO, 2009).

Infeccbes sintomaticas pelo virus da dengue estdo agrupadas em trés

categorias: febre indeterminada, febre da dengue e febre hemorragica da dengue. A

Febre hemorragica da dengue foi ainda sub-classificada em 4 graus de gravidade,

com os graus Il e IV sendo definidos como sindrome do choque da dengue.

Atualmente a classificacdo amplamente empregada é: febre da dengue, febre

hemorragica da dengue e sindrome do choque da dengue (WHO, 2009).
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Todos os sorotipos (DENV-1 a 4) pode causar infecgdo e esta pode evoluir
para os quadros de dengue grave, antigamente classificado como febre hemorragica
da dengue / sindrome de choque da dengue hemorragica (DHF/SCD), caracterizada
por coagulopatia, aumento da fragilidade vascular, e da perda de fluido por
permeabilidade capilar que pode evoluir para choque hipovolémico e até o 6ébito
(GUZMAN; ALVAREZ et al., 2013).

Um estudo clinico prospectivo multicéntrico realizado pela OMS sobre as
regibes endémicas da dengue foi iniciado para coletar evidéncias sobre os critérios
para a classificacdo da dengue em niveis de severidade. Os achados deste estudo
confirmaram que, utilizando um conjunto de parametros clinicos e/ou laboratoriais,
houve visivel diferenca entre pacientes com dengue grave e dengue nao grave. Por
iSso, por motivos praticos o grupo maior de pacientes com dengue ndo grave foi
subdividido em dois subgrupos — pacientes com ou sem sinais de alerta (WHO,
2009).

2.7 Respostas Imunolégicas ao virus da Dengue

Os mecanismos imunoldgicos e moleculares envolvidos na patogénese da
dengue ainda ndo estdo completamente elucidados. Acredita-se que a dengue
hemorragica ocorra mais frequentemente em pacientes previamente infectados com
DENV, e que, uma infec¢cdo posterior a sensibilizacdo antigénica, resulte no
aumento da ativacdo de mondcitos e linfocitos T e consequentemente aumente a
producdo de mediadores vasoativos que possam desencadear complicacbes
hematoldgicas graves.

O virus da dengue é endocitado principalmente por macrofagos, ceélulas
dendriticas e mondcitos e em seguida, ocorre o rearranjo do material genético no
reticulo endoplasméatico rugoso. Apdés a clivagem o0s virions imaturos sao
transportados pela via secretora para o complexo de Golgi. Em seguida, ocorre a
reducdo do pH que desencadeia o rearranjo das proteinas estruturais levando a

liberacdo das particulas virais maduras por exocitose (ROTHMAN, 2011).
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A figura 06 resume esquematicamente o processo de internalizacao,

processamento e apresentacao do virus da dengue apos a infecgao.
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Figura 06 - Esquema ilustrativo da resposta imunolégica ao virus da dengue
Fonte: Adaptado de (ROTHMAN, 2011).

O processo de resposta imunoldgica tem inicio com a elevacdo dos niveis
séricos de citocinas liberadas por macrofagos ao interagirem com linfécitos T (LT)
auxiliares ativados. Observam-se altos teores séricos de interleucina-2 (IL-2) e de
seu receptor soltvel, de CD4 soluvel, interferon-y (IFN- y), interferon-a (IFN-a) que
se mantém elevado até a convalescenca, fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
interleucina 1B (IL-1B) e fator de ativagdo de plaquetas (PAF) também estdo
expressivamente presentes (FIGUEIREDO, 1999).

Nas doencas de origem viral e que cursam com quadros agudos, como é o
caso da dengue a exacerbacdo do quadro clinico pode estar intimamente ligado a
liberag&o de citocinas entre elas IFN-a e TNF-a e de metabdlitos derivados do acido

araquidoénico e oxido nitrico (NO), os quais estao envolvidos nos mecanismos iniciais
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da patogénese da dengue. Observou-se que 0s pacientes acometidos com FHD, na
fase aguda da doenca, apresentaram aumento no nimero de mondcitos, produtores
de citocinas pro-inflamatorias, entre elas TNF-a e IL-10 (ABBAS; LICHTMAN et al.,
2008).

Além da via classica de penetracdo do virus da dengue na célula pela
interacdo de proteinas virais com receptores celulares das células alvo, os virus
podem também entrar nas ceélulas quando estdo complexados com anticorpos
subneutralizantes. Os complexos virus/anticorpos sédo reconhecidos e penetram nas
células, via receptores Fcy (FcyR). Esta forma de aumentar a infec¢do viral pela
ligacdo do virus a anticorpos é observada para varios virus, incluindo o DENV
(YOUNG, 2001).

Este mecanismo pode ter um papel central na infeccdo de DENV e poderia
ser uma explicacdo para as manifestacdes clinicas mais graves observadas durante
infec¢des secundarias por sorotipos diferentes daquele presente na primo infeccao.
De fato, os anticorpos contra o DENV de um determinado sorotipo, ndo neutralizam
virus de sorotipos diferentes, ao contrario, levam ao aumento da infec¢do in vitro
(LEE; LEI et al., 2008).

A teoria de exacerbacdo da resposta imune da dengue propde que
anticorpos de infeccbes prévias se ligam aos virions, sem neutraliza-los,
favorecendo sua entrada nas células do sistema mononuclear fagocitario,
principalmente os mondcitos. O numero de mondcitos infectados aumenta, e por
consequéncia, o numero de células T ativadas, também. Estas células, em conjunto
sintetizam citocinas, como o IFN-y, IL-2, IL-6, TNF-a e fator ativador de plaquetas,
gue em conjunto atuam na permeabilidade vascular (GUBLER, 1998).

Héa evidéncias de que complexos imunes circulantes presentes em pacientes
com FHD atuem na ativacdo do complemento, além de varias outras citocinas que
provocam a liberagcdo de C3a e Cba, que atuam diretamente na permeabilidade
vascular (KURANE et al., 1992; ROTHMAN et al., 1999 citado por LEI et al., 2001).

2.8 Citocinas das respostas Thl, Th2 e Th17
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As citocinas sao proteinas ou glicoproteinas produzidas pelas células,
atuando na superficie dos receptores celulares mediando a comunicacdo celular.
Sozinho ou dentro de uma sequéncia determinada, estes mediadores levam as
células a respondem a um estimulo ou a modificarem sua funcédo (DINARELLO,
2007).

2.8.1 Interleucina — 2 (IL-2)

A interleucina-2 é uma citocina produzida a partir de células T e sao
importantes na regulacdo do crescimento e diferenciacdo de células T, células B,
células assassinas naturais (NK), e células da linhagem dos monécitos apds
interagcd0 com seus respectivos receptores. O sistema de sinalizacdo de IL-2R
prossegue através de pelo menos trés vias diferentes, que medeiam o fluxo de
sinais mitogénicos e de promocao de sinais de sobrevivéncia (SMITH, 1988).

Como fator de crescimento de células T, a IL-2 é um potente mitdgeno que
consegue amplificar as respostas dos linfdcitos in vivo. A maior fungéo fisiolégica da
IL-2 é a de limitar, em vez de aumentar as respostas de células T. Este paradoxo
aparente foi recentemente resolvido com a descoberta de que a IL-2 é essencial
para o desenvolvimento e expansdo periférica de células T regulatérias CD4*
CD25%, ou seja, as células que promovem a autotolerancia por respostas de células
T supressoras in vivo (BARKETT; GILMORE, 1999).

2.8.2 Interleucina — 4 (IL-4)

A interleucina-4 produzida por células T helper do tipo 2, intimamente ligada
a ativacdo de mastocitos (ABBAS; LICHTMAN et al., 2008) desempenha um papel
importante no aumento tanto da producdo de IgE especifica como da expressao de
receptores de alta e baixa afinidade a IgE por muitas células inflamatorias
(FRITSCHER; SOLE et al., 2002).

Envolvida na resposta inflamatéria, a IL-4, bem como outras citocinas, tais

como IL-5 e IL-13, s@o responsaveis pelo inicio e manutencdo do processo
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inflamatoério, nos casos onde ocorrem a infiltragdo eosinofilica, degranulacdo de
mastocitos, lesdo intersticial das paredes das vias aéreas e ativacdo de linfécitos
(ROBINSON; HAMID et al., 1992).

2.8.3 Interleucina — 6 (IL-6)

A interleucina-6 € uma citocina que exerce atividades tanto nas respostas
imune inata como na adaptativa. Ela é sintetizada por mondcitos, células endoteliais,
fibroblastos e outras células em resposta a microrganismos e também a estimulacéo
por outras citocinas e € considerada uma citocina pro-inflamatéria (SOUZA,
OLIVEIRA et al., 2008).

E possivel destacar entre suas atividades a estimulacio da producéo de IFN-
y pelos linfécitos T, células NK e macréfagos (OKAMURA; TSUTSUI et al., 1998).
Em 2006, trés estudos independentes mostraram que a combinacdo de duas
citocinas, IL-6 e TGF-B, eram capazes de diferenciar células T naive em células
produtoras de IL-17 (MANGAN; HARRINGTON et al., 2006; VELDHOEN; HOCKING
et al., 2006; BETTELLI; KORN et al., 2008).

2.8.4 Interleucina — 17A (IL-17A)

A interleucina 17A é uma citocina pré-inflamatéria que induz a producgéo de
varios mediadores pro-inflamatoérios, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, NOS-2,
metaloproteases e quimiocinas (CXCL1, CXCL2, CXCL5 e CXCL8) (NAKAE; SAIJO
et al., 2003; KOLLS; LINDEN, 2004). Além disso, a IL-17A ¢é capaz de regular em
camundongos a granulopoiese através do fator estimulador de colonia de
granulécitos (G-CSF), que por sua vez, aumenta o niumero de neutréfilos para o
local da inflamacéo (STARK; HUO et al., 2005).

Diversas citocinas podem estar relacionadas a inducdo da resposta Thl7,
tais como IL1-B, IL-23 e IL-21, porém os resultados tém se mostrado controversos
(LANGRISH; CHEN et al., 2005; ACOSTA-RODRIGUEZ; NAPOLITANI et al., 2007;

KORN; BETTELLI et al., 2007; YANG; ANDERSON et al., 2008).
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Embora trabalhos anteriores tenham descrito a presencga de citocinas IL-17A
na dengue ainda ndo se sabe ao certo a importancia destas citocinas na
imunopatégenese desta doenca. Estudo realizado com pacientes africanos
acometidos com o DENV-2, demonstrou aumento de citocinas pro-inflamatorias IL-
17, IL- 6 e IFN-a dosadas no soro deste pacientes (PIERRE; NADIA et al., 2010).

2.8.5 Interleucina — 10 (IL-10)

A IL-10 é um fator inibidor da sintese de citocinas produzidas pelas células T-
helper do tipo 2. Ela exibe propriedades anti-inflamatorias, incluindo a inibicdo da
secrecdo de mediadores imunes, a apresentacdo de antigenos, e estimulo a
fagocitose e a interacdo da IL-10 e a replicacdo viral € considerado ainda
especulativo, uma vez que o possivel efeito patogénico pode resultar da inibicdo de
IL-10 mediada por IFN- y da resposta antiviral (DUELL; TAN et al., 2012).

Atualmente a sintese de IL-10 esta relacionada com numerosas células do
sistema imune, incluindo as células dendriticas, 0os mondcitos/macrofagos, as
células B, células T, células natural killer (NK), neutrofilos e eosindfilos
(FICKENSCHER; HOR et al., 2002).

O que se confirma é que os numeros de células T estdo negativamente
correlacionados com niveis séricos de IL-10, enquanto que a apoptose das células T
esta positivamente correlacionada com os niveis de IL-10 e do dengue antes do
término da febre (OLIVEIRA-PINTO et al., 2012).

2.8.6 Interleucina IFN-y

O Interferon-y € a principal citocina, responsavel pela ativacdo de macréfago e suas
acOes estao intimamente ligadas, nos eventos tanto da imunidade inata, quanto da
adaptativa, e ainda nas respostas a patdgenos intracelulares. As células NK
secretam IFN-y, em resposta a ativacdo aos ligantes na superficie das células
hospedeiras infectadas(ABBAS; LICHTMAN et al., 2008). O IFN-y modula

negativamente a resposta Th2, e a IL-4 e a IL-10 modulam negativamente a
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resposta Thl, o que permite uma homeostasia no sistema imune e uma resposta
imunoldgica balanceada (MILLS; MCGUIRK, 2004).

2.8.6 Interleucina TNF-a

O fator de necrose tumoral (TNF) é uma citocina multifuncional que tem
efeitos na inflamacéo, sepse, metabolismo lipidico e  proteico, hematopoiese,
angiogénese e resisténcia do hospedeiro a parasitas e tumores malignos
(GORDON; GALLI, 1990).

O TNF-a € um importante mediador de apoptose onde a interacdo do receptor
de TNF ao seu receptor TNF-1 (TNF-R1) ativa varias vias de transducado de sinal
(WILEY; SCHOOLEY et al., 1995).

O TNF-a é conhecido por ser um dos mais potentes ativadores do endotélio
microvascular e consequentemente indutor do aumento da permeabilidade capilar
estando associado a mecanismos de ativacdo da coagulacdo e fibrindlise na
sindrome do choque da dengue(WATI; RAWLINSON et al., 2011)

Estudos realizados por CARDIEIRA et al 2005,descrevem uma forte evidéncia
de que o TNF-a é importante, mas nao essencial, para a ativacdo do endotélio
microvascular em pacientes com dengue, sugerindo que a ativacéo pode ser devido
ao resultado dos efeitos combinados do TNF-a e de outros mediadores inflamatorios

como o interferon- y.
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3 JUSTIFICATIVA

O Brasil € um pais de clima tropical e Manaus, em especial, configura como
um lugar favoravel a proliferacdo do vetor da dengue. Assim, faz-se necessario
investigar o perfil de citocinas no soro de pacientes com dengue na cidade de
Manaus-AM. A descricdo deste perfil de citocinas nas respostas Thl, Th2 e no
padrdo Th-17 na dengue ainda € pouco compreendido e a resposta imunolégica ao
virus da dengue e seus sorotipos DENV-1, 2, 3 e 4, ainda ndo esta totalmente

elucidada.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de citocinas na resposta imunolégica ao virus da dengue

(DENV) no soro de pacientes com diagndstico clinico e laboratorial positivo para

dengue.

4.2 Objetivos Especificos

A) Determinar por citometria de fluxo as concentracdes séricas das citocinas

IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e IL-17A e TNF-a em pacientes com dengue grave e

dengue néo grave, bem como em individuos controles negativos;

B) Correlacionar os grupos de dengue grave, nao grave e controle negativo
em relacdo aos niveis séricos das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e IL-17A e

TNF-a de forma a inferir na possibilidade de exacerbacéo do quadro clinico.
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5 MATERIAIS E METODOS:

5.1 Modelos do Estudo

Estudo retrospectivo de carater transversal com componente analitico de
casos de pacientes atendidos durante a epidemia de dengue na Fundac&o de
Medicina Tropical do Amazonas Dr. Heitor Vieira Dourado (FMT/HVD) no periodo de
Janeiro a Dezembro de 2011 e controles oriundos da Fundacédo de Hematologia e
Hemoterapia do Estado do Amazonas (FHEMOAM).

5.2 Populacgéo do Estudo

A populacao do estudo consistiu de 90 amostras de soro, sendo 60 amostras
de soro de pacientes com dengue e 30 amostras de soro de individuos controles.

As 60 amostras de pacientes com dengue mantiveram-se armazenadas em
biofreezer a -20° C na Fundacéo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado
(FMTHVD), oriundas da epidemia de 2011, sob responsabilidade da geréncia da
virologia da referida Instituigao.

Apbs a anuéncia da FMTHVD para liberacdo e processamento das amostras
de acordo com a Resolucdo 441 da CNS de 12 de maio de 2011 itens Ill do artigo
primeiro que regulamenta Biorrepositorios (ANEXO B) as amostras foram divididas
em trés grupos distintos:

Grupo I: controle negativo — doadores de sangue (n= 30).

Grupo lI: controle positivo 1 / DENGUE NAO GRAVE — DNG (n= 30).

Grupo lllI: controle positivo 2 / DENGUE GRAVE — DG (n= 30)

5.2.1 Pacientes com dengue

Participaram deste estudo, pacientes com dengue, de ambos os sexos,
atendidos na FMTHVD, com procedéncia dos Estados da Amazonia Legal e faixa
etaria de 18 a 65 anos. Esses pacientes foram convidados e concordaram em
participar do estudo, além de aceitaram liberar suas amostras para futuros

experimentos, assinando o termo de consentimento livre e esclarecido TCLE
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(ANEXO C), do projeto de pesquisa intitulado “Doengas febris agudas em uma
unidade terciaria de saude da Amazbnia Ocidental Brasileira: estudo de
epidemiologia, caracterizagao clinica e diagndéstico” (ANEXO D).

Para o diagndstico clinico de dengue o estudo contou com o apoio de
médicos da FMTHVD que apés levantar as evidéncias clinicas classificou-os,
seguindo critérios de gravidade em dois grandes grupos DENV GRAVE e DENV
NAO GRAVE (WHO, 2009).

Para o diagnostico laboratorial foram realizados o0s seguintes ensaios:
isolamento viral da proteina NS1, posteriormente a sorologia para dengue IgM, e
finalmente 0 RT-PCR para detec¢cdo dos genomas virais.

Foram critérios para exclusdo: amostras que obtiveram diagndstico de

outras doencas tropicais atendidas na referida Fundacao neste periodo.

5.2.2 Elegibilidade das amostras

As amostras positivas foram selecionadas aleatoriamente do Biorrepositorio
da FMTHVD sendo trinta amostras com diagnostico para dengue grave e trinta
amostras para dengue ndo grave, de pacientes adultos, ndo indios (separadas

previamente das demais amostras de pacientes gravidas, menores e indios).

5.2.3 Individuos controle

O grupo controle negativo foi constituido de 30 individuos saudaveis, com
idade variando entre 18 e 65 anos, ambos os sexos, todos doadores de sangue
voluntarios oriundos da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Estado do
Amazonas - FHEMOAM, que fossem considerados aptos para doacao de sangue.
Apds abordagem previa aceitaram o convite para participar da pesquisa, assinando
o TCLE (APENDICE C). A coleta ocorreu diariamente no periodo matutino por ordem

de chegada ao hemocentro até a obtencdo do N amostral (30 amostras).
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5.2.4 Informagdes Eticas

O presente estudo foi submetido via Plataforma Brasil (CONEP) e aprovado
no Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Amazonas UFAM sob parecer
n°®256.163 (ANEXO A).

Solicitou-se a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-
TCLE, (Apéndices) dos pacientes com dengue devido ao fato de tratar-se de
amostras previamente armazenadas, e liberadas provenientes de estudo anteriores

realizados na Fundacédo de Medicina Tropical do Amazonas FMTM.

5.2.5 Critérios de Inclusao

Grupo Controle Positivo: Pacientes adultos (acima de 18 anos), néo
indios, atendidos na FMTHVD no periodo de Janeiro a Abril do ano de 2011, com
diagnéstico clinico/laboratorial para dengue.

Grupo Controle Negativo: Doadores voluntarios de sangue oriundos da
FHEMOAM que concordarem participar deste estudo apds a assinatura do TCLE, e

gue tiveram suas amostras aptas para a distribuicao.

5.2.6 Critérios de Exclusao

Grupo Controle Positivo: Pacientes menores de 18 anos, indios ou sem
diagnéstico clinico/laboratorial confirmado para dengue.

N&o participaram deste estudo as amostras que obtiveram diagnostico de
outras doencas tropicais atendidas na referida Fundacao (co-infecgéo).

Grupo Controle Negativo: Doadores que nao aceitarem assinar o TCLE, e
ainda o0s que apresentaram suas amostras ndo aptas para distribuicdo pela
FHEMOAM.
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5.3 Processamentos das amostras

O Procedimento de Quantificacdo de citocinas de padrdo Thl,Th2 e Thl7
foi realizado por citometria de fluxo (Cytometric Bead Array - CBA).

As dosagens das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-q, IFN-y e IL17A foram
realizadas pela técnica de citometria de fluxo CBA, utilizando o Kit Thl, Th2 e Th17
(BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Tul/Tu2/Tnl7 Cytokine Kit - Cat. N°
560484, Lot.: 29132, marca BD® Biosciences, San Jose, CA), seguindo as
orientacdes técnicas contidas nos protocolos preconizados pelo fabricante.

O BD™ CBA utiliza uma série de particulas (microesferas ou beads com
intensidade de fluorescéncia distinta para detectar simultaneamente as varias
citocinas sollveis através de uma superficie de captura).

Cada microesfera de captura foi conjugada a um anticorpo especifico para
cada citocina. A deteccdo das citocinas presentes na amostra foi analisada através
do fluorocromo ficoeritrina (PE) — conjugado a anticorpos, que forneceu um sinal
fluorescente, em proporcao a quantidade de citocina da amostra ligada a bead.

Os complexos formados de particulas de capturas, citocina da amostra e
reagente de deteccdo foram mensurados através da citometria de fluxo. A
intensidade da fluorescéncia PE de cada complexo revelou a concentracdo em

pg/mL de cada citocina.

5.4 Andlises Estatistica

A comparacdo de médias dos niveis seéricos de citocinas foi realizada por
meio do Teste ndo paramétrico de Kruskall-Wallis (P<0,05), uma vez que néo foi
observada normalidade quando aplicado o Teste de Barlett (P<0,05). Os graficos
foram elaborados a partir dos resultados obtidos utilizando o software
Graphprisma®.

37



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo as concentracbes das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF-q,
IFN-y e IL-17A foram quantificadas a fim de verificar seu comportamento quando
testadas entre os grupos de pacientes classificados em dengue nao grave, dengue
grave e controle negativo e estédo representadas nos graficos 01, 02 e 03.

IL -2 na dengue

A interleucina-2 influencia véarias subpopulacdes celulares durante a
diferenciacéo, as respostas imunitarias e homeostase. Como comentado na revisao,
a estimulacdo com IL-2 é essencial para a manutencao de T reguladoras, e para a
diferenciacdo das células T CD4* em subconjuntos de células T efetoras por
ativacdo mediada por antigeno. A utilizagdo de IL-2 pode favorecer a estimulagdo ou
a supressao imune. Assim, passando a ser uma via imunorregulatéria importante na
imunopatogénese da dengue (BOYMAN; SPRENT, 2012)

Neste estudo discordamos dos trabalhos, realizados por (VALERO; LARREAL
et al., 2008), pois 0s mesmos encontraram aumento de IL-2 no grupo composto de
15 quinze pacientes que desenvolveram dengue grave, num total geral de 32 trinta e
dois pacientes, seguindo os mesmos critérios da WHO 2009, usados neste trabalho.
Os niveis séricos de IL-2 nos grupos dengue ndo grave em relacdo a dengue grave
mostrou-se nao significativo, porém quando ambos sdo comparados ao grupo

controle negativo had uma elevagéo sérica significativa (grafico 01).
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Gréfico 01 Intensidade média das citocinas séricas: IL-2, IFN- vy, IL-4 e IL-17A em
pacientes dos grupos: dengue nao grave (DNG), dengue grave (DG) e controle
negativo (CN). **** = significativo entre si, ns = nao significativo (P<0,05).

IFN-y na dengue
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O IFN-y é produzido durante um determinado tipo de resposta do linfocito T
auxiliar 1 e pode refletir a ativacdo de células T CD8* com producdo de citocinas
préinflamatérias, e € apontada como a chave da ativacdo enddgena, promovendo
efeitos antimicrobianos de macréfagos (DUARTE, 2002).

Nesse estudo o IFN-y apresentou niveis séricos semelhantes quando
comparados 0s grupos de pacientes dengue ndo grave ao de dengue grave (gréafico
01), mostrando-se diferentes quando comparados ao grupo controle negativo. Dado
este que difere dos estudos de (AZEREDO; ZAGNE et al., 2006). Neste estudo eles
encontraram altos niveis de INF-y, observados em pacientes com dengue em
asiaticos e latino-americanos posteriormente associando a presenca desta citocina a
gravidade da doenca.

Outros pesquisadores tais como (MANGADA; ENDY et al., 2002; MANGADA,
ROTHMAN, 2005) estéo a alguns anos estudando a ligagédo do INF-y, e defendem
gue sua associagcdo a outras citocinas, entre elas o TNF-a, e demais mediadores
envolvidos no recrutamento e ativacdo de plaquetas, predeterminando aumento da
permeabilidade endotelial, hipotensdo e o choque, caracterizando desta forma o
agravamento da doencga. Por fim estudos realizados por (PRIYADARSHINI; GADIA
et al., 2010), que analisou na india um total de 332 pacientes hospitalizados e destes
62 sessenta e dois apresentaram dengue grave, sendo o sorotipo DENV 1 o mais
predominante, tendo porem a presenca dos demais sorotipos exceto o DENV 4,e
destes a diferem de nossos achados uma vez que o aumento dos niveis de IFN-y
foi observado em um maior nimero de casos de pacientes com dengue grave em

relacdo ao grupo dengue nédo grave.

IL-4 na dengue

A IL- 4 é de um fator de crescimento e de diferenciacéo de células B, e pode
ser usado como um indicador da ativagéo e proliferacdo de células B. Além disso, a
IL-4, geralmente induz células B ativadas para produzir anticorpos no plasma, assim,
€ caracteristica da resposta imune humoral, podendo aumentar producdo de
anticorpos de neutralizacdo (ABBAS; LICHTMAN et al., 2008).
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Neste estudo foi possivel determinar o comportamento de IL-4 (grafico 01)
onde o0s grupos de pacientes compostos por dengue grave e nao grave
apresentaram-se  muito  proximo, sendo considerado nao  significante
estatisticamente. Entretanto quando comparamos o grupo de pacientes com dengue
nao grave e o grupo de dengue grave ao grupo controle negativo, observamos que
ambos apresentam aumento significativo (gréfico 01).

Estudos realizados por (KUMAR; LIANG et al., 2012), onde avaliando um
grupo de 44 guarenta e quatro pacientes com dengue ndo grave e 18 dezoito
paciente com dengue grave, verificou um aumento de IL-4 nesses pacientes que
evoluiram para dengue grave. No nosso trabalho o aumento sérico desta citocina foi
significativo quando comparado ao controle, mas ndo ha uma diferenca entre
pacientes com dengue grave e nao grave, ndo permitindo fazer a associacdo desta

citocina a gravidade da doenga.

IL -17 A na dengue

A IL-17A é uma potente citocina pro-inflamatéria, secretada principalmente
pelas células Thl7 e medeiam a inflamacdo e doencas autoimunes. Porém o papel
da citocina IL-17, na infec¢do pelo virus da dengue néao € claro. (JAIN et al, 2013).

Nossos achados discordam dos trabalhos realizados por JAIN et al.,
2013),onde altos niveis de IL-17 A associadas a dengue grave, foram observados
nos primeiros dias de evolucao da doenca.Quando avaliamos o gréafico 02 é possivel
observar que tanto o grupo de pacientes com dengue ndo grave, comparado ao
grupo de dengue grave apresentaram O mesmo comportamento, ndo sendo
estatisticamente significativo.Porém quando estes grupos sdo comparados ao grupo
controle negativo foi possivel observar uma consideravel diferenca, como mostra o
gréafico. Discordamos ainda dos trabalhos de (GUABIRABA; BESNARD et al., 2013),
onde foram encontradas correlagbes entre IL-17A e dengue néo grave,fato este néo
observado neste estudo.

Este estudo ndo corrobora com as correlagées de(HELPER, 2009) entre IL -
17A, IL 6 e demais citocinas, ligadas aos altos niveis de TNF-a detectados em
quadros de dengue. Sabemos que presenca de IL-17A estimula a producdo de

citocinas pré-inflamatérias em macrofagos, por meio da liberacdo de IL-13 envolvido
41



no processo de exacerbagcdo das respostas inflamatorias, fato este associado ao
extravasamento tecidual, amplificando o quadro hemorrdgico, classificado com
dengue grave.

Outro estudo realizado por (IVANOV; MCKENZIE et al., 2006; YANG;
ANDERSON et al., 2008) que avaliou a ativacao de TGF- e IL-6, mostrou que tais
citocinas levam a producao de producéo de IL-17A na dengue grave, fato este que
nao foi observado neste estudo. Neste trabalho ndo se pode associar a correlacéao

de tais citocinas com a exacerbacao dos quadros de dengue (grafico 01).
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Grafico 02 - Intensidade média da citocina séricas IL-10 em pacientes dos grupos:
dengue nao grave (DNG), dengue grave (DG) e controle negativo (CN). **** =
significativo entre si, ns = ndo significativo (P<0,05).

IL-10 na dengue

Neste estudo foi possivel observar uma tendéncia ao aumento de IL-10 no
grupo dengue grave, quando comparado ao grupo dengue ndo grave e controle
negativo (grafico 02). Alguns estudos encontraram os mesmos achados para IL 10,

de nosso estudo, onde em um surto de DENV 2 em Taiwan, também foi encontrada
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uma tendéncia de expresséo de IL-10 em pacientes acometidos por dengue grave
(DUELL; TAN et al., 2012).

Observa-se 0os mesmos achados encontrados por (CHEN; YANG et al.,
2007), onde também encontraram um aumento de IL-10 no grupo de dengue grave e
baixos niveis de INF-y em ambos 0s grupos em que sao observados em pacientes
infectados por DENV. E concorda-se com os trabalhos realizados por (TSAI,
CHUANG et al.,, 2013), afirmando que a expressdo aumentada de IL-10 pode
também estar envolvida na patogénese da dengue, porém nao esta ainda totalmente
elucidada.

Por ser uma citocina com efeitos pleiotropicos na imunorregulacdo e
inflamacdo, a IL-10 pode desempenhar um papel na patogénese da dengue,
refletindo uma atividade imunossupressora que provoca resisténcia ao IFN-y. Na
ultima década, diversos trabalhos relatam uma correlagédo positiva entre os niveis de
IL-10 e sua ligagdo com a severidade da dengue. Os niveis elevados de IL-10 s&o
detectados em pacientes com dengue grave, comparados com pacientes com febre
da dengue (TSAI; CHUANG et al., 2013)

Estes resultados corroboram com os trabalhos realizados por (BRASIER et al
2012),onde a IL-10 eleva-se aproximadamente dentro de uma semana da doenca,
sendo altamente relacionada com o risco de desenvolver dengue grave (FHD).
Segundo este estudo na dengue a IL-10, funciona como uma citocina
imunossupressora, secretada por mondcitos primarios em resposta ao virus da
dengue, gerando uma infec¢do anticorpo — dependente.

A expressdo aumentada de IL-10 pode também estar envolvida na
patogénese da dengue, mas ainda nao esta elucidada (TSAI; CHUANG et al., 2013).
Assim, os niveis séricos aumentados de IL-10 neste estudo para os pacientes do
grupo dengue grave e dengue nao grave sugere maior investigacao na sua ligagéao a
exacerbacéo dos quadros de dengue grave.

Altos niveis de IL-10 e baixos niveis de IFN-y sdo observados em pacientes
infectados com DENV e que apresentam tendéncia a FHD (CHEN; YANG et al.,
2007).
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TNF-a na dengue

Estes resultados corroboram com trabalhos realizados por BOZZA et al.,
(2008) que encontraram inconsisténcia nos niveis de TNF-a na doenga grave contra
formas de doenca leve. Algumas hipéteses sugerem diferencas nos sorotipos de
virus da dengue ou na resposta imune do hospedeiro, como por exemplo, diferentes
polimorfismos genéticos do TNF-a que poderiam explicar o resultado da doenca.

Porém este estudo discorda de estudos realizados por (VITARANA; DE
SILVA et al., 1991; BRAGA; MOURA et al., 2001),que associaram a presenca de
TNF-a a gravidade da doenca , fato este ndo observado em nenhum dos grupos
avaliados neste estudo.

Em contraste, aos nossos achados, pesquisas realizadas por
(PRIYADARSHINI; GADIA et al., 2010), mostraram niveis elevados de TNF-a em
pacientes com febre hemorragica da dengue (PRIYADARSHINI; GADIA et al.,
2010), discordando dos resultados que comp&em o grafico 03.

Os resultados para as citocinas pro inflmatérias TNF-a e IL-6, neste estudo
mostraram no grafico 03 a equiparagdo entre tais citocinas, quando comparados 0s
grupos de pacientes classificados em dengue n&o grave, dengue grave, como
mostra a nao significancia entre os grupos .Porém guando comparamos 0S grupos
dengue nado grave e dengue grave ao grupo controle negativo de ambos é possivel

determinar a significancia quando verificado o p valor de < 0,0001.

IL-6 na dengue

Os achados deste estudo corroboram com os estudos realizados por
(PRIYADARSHINI; GADIA et al., 2010), que avaliando uma populacdo na india
encontrou que os niveis de IL-6 entre 0os casos de dengue grave e ndo grave nao
foram estatisticamente significativos. No entanto este estudo discorda dos achados
de (CHEN; LEI et al., 2006),que em seus trabalhos associou a presenca de IL-6 a
exacerbacdo dos quadros de dengue, sendo encontrados até mesmo em pacientes

que foram a obito.

44



>

Intensidade Média de Fluorescencia

TNF -
200 -
A

150 - ns

1
100 - @ o.'i.
50
0 T T *—

DNG DG CN

Intensidade Média de Fluorescencia

2000 -

1500 -

1000 -

500 -

-500

Grafico 03. Intensidade média das citocinas séricas TNF—a e IL-6 em pacientes dos
grupos: dengue ndo grave (DNG), dengue grave (DG) e controle negativo (CN). ****
= significativo entre si, ns = ndo significativo (P<0,05).
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7 CONCLUSAO

Em todas as citocinas quantificadas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e IL-17A e
TNF-a) foi possivel avaliar que os grupos de dengue (grave e ndo grave)
apresentaram concentracbes aumentadas e estatisticamente significativas em
relacéo ao grupo controle negativo.

N&o ha diferenca entre os grupos dengue grave e ndo grave para as citocinas
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IFN-y e IL-17A e TNF-a analisadas.

N&o houve como inferir na existéncia de um padrdo definido como Thl, Th2
ou Th17 para os casos de dengue grave e ou nao grave.

Observando isoladamente o comportamento da citocina IL-10, houve
tendéncia no seu aumento no grupo composto por pacientes que evoluiram para
dengue grave quando comparado ao grupos dengue nao grave.

Uma estratificagcdo das amostras analisadas em relagcdo aos seus sorotipos

poderia elucidar a possivel ligacdo destas citocinas com a gravidade da doenca.
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PODER EXECUTIVO
MINISTERIO DA EDUCAGCAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA

APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO ESTUDO: Avaliagéo da resposta th17 no soro de pacientes com dengue.

JUSTIFICATIVA/OBJETIVOS: Este estudo ird contribuir com informagGes sobre a resposta imune, isto é, como o
individuo desenvolve defesa contra a dengue, durante o tratamento com medicamentos e quando desenvolve reagdo
da doenga.

PROCEDIMENTOS: Para este estudo sera utilizada uma pequena parte (0,2ml) de soro da amostra de sangue ja
processada apés doagdo voluntéria na Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia (FHEMOAM),em Manaus.

RISCOS E DESCONFORTOS: Nao existem riscos associados a participagdo deste estudo. O Unico desconforto é o
da picada da agulha, sendo que esta Gltima j& seria realizada como rotina durante o processo de doagéo voluntéria.
BENEFICIOS: A participagio neste estudo nio traz nenhum beneficio direto e imediato para o individuo, mas
ajudara no conhecimento da dengue podendo auxiliar futuramente no tratamento da doenca.

ORIENTAGAO: Os individuos participantes deste estudo poderdo, tirar suas dividas podendo entrar em contato
com os pesquisadores: Prof.Dr José Fernando Marques Barcellos - Tel: 92-8166-2222 celular ou fixo 3305-1496
;ou Maria Raika Guimardes Lobo - Tel: celular : 92-9142-3329 ou fixo : 3651-3693 ou através do contato
profissional Universidade Federal do Amazonas Endereco : Av General Rodrigo Otavio n 3000 — Coroado. UFAM :
3305-4351; ou o Comité Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas Rua Teresina, 495 — Adrianopolis —
Manaus — AM Fone: (92) 3305-5130 - (92) 9171-2496 ; E-mail: cep@ufam.edu.br - cep.ufam@gmail.com

VOLUNTARIEDADE: A participagdo neste estudo é voluntaria. Os participantes deste estudo podem retirar sua
participacdo a qualquer momento, sem que isso atrapalhe o seu atendimento como doadores de sangue na Fundacédo
de Hematologia e Hemoterapia FHEMOAM.
CONFIDENCIALIDADE, PRIVACIDADE E ANONIMATO: Os dados pessoais referentes a participagdo dos
individuos neste estudo permanecerdo confidenciais, ndo sendo divulgados de forma a declarar identidade dos
participantes.
USO DE MATERIAL BIOLOGICO COLETADO: O material biol6gico coletado (sangue periférico) sera
utilizado para o que se propde neste estudo. Neste caso, estdo previstos estudos para avaliacdo de como o corpo se
defende nos casos de dengue.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO
Apos ter recebido informagdes claras, eu concordo em participar do estudo em questéo.

(Assinatura do participante)

(Assinatura do pesquisador)

Manaus, /[ (Impresséo dactiloscdpica)
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ANEXO A — Parecer consubstanciado de aprovacido do Comité de Etica em
Pesquisa da Fundacao Universidade do Amazonas- UFAM.

FUNDAGAO UNIVERSIDADE £~ Plabaforma
DO AMAZONAS - FUA (UFAM) asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAD DA RESPOSTA TH 17 NO SORO DE PACIENTES COM DENGUE
Pesquisador: José Femando Margues Barcellos

Area Temética:

Versdo: 2

CAAE: 14568813.8.0000.5020

Instituigio Proponente: FUNDACAD UNIWVERSIDADE DO AMAZONAS

Patrocinador Principal: Fundagio de Amparo & Pesquisa do Estado do Amazonas - FAFEAM

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 256.163
Data da Relatoria: 24/04/2013

Apresentagio do Projeto:

A dengue & uma doenga causada por um arbovirus RMA do género Flavivirus, pertencente a familia
Flaviviridae considerada como problema de salide plblica mo Brasil (MS). Mo Brasil todos os sorotipos estio
circulantes e sio capares de causar doenga ao homem, podendo evoluir para quadros graves, inclusive
levando a obito. A transmissdo da dengue ocorre exclusivamente pela picada da fémea hematdfaga do
mosquito Aedes aegypti de habitos urbanos que se desenvolve amplamente em paises fropicais e
subtropicais. O Brasil ja; foi alvo de grandes epidemias e em 1855 foi considerada erradicada, gerando
desinteresse pela dengue. Dados atuais mostram que a dengue ainda leva a ogbito em me;dia 20,000 mil
brasileiros em decorméncia das complicaghes da doenga de norte a sul de nosso paizs. De acordo com
dados disponiveis no SINAM (Sistema de Informagio de Agravos e Motificagio). a Regido Morte do Brasil
sofreu aumento de 277 %, sendo que em 2010 o nuimero de casos registrados foi 129 e em 2011 487
casos. Acredita-se que a recidiva da doenga, seja um dos fatores para justificar o agravamento do quadro e
a evolugdo para forma mais grave da doenga como a dengue hemorragica ou sindrome do choque da
dengue. Paciente acometidos pelo virus da dengue ou que evoluiram para o quadro hemorragico da dengue
apresentam altos indices de citocinas inflamatdrias, entre as quais IFMN-z, IL-6 & IL-17.

Pesquisador Responsavel Prof. Dr. José Femando Marques Barcellos, Licia de Paula, Maria Paula Gomes
Mourdo, Maria Raika Guimardes Lobo.

Endersgo;  Rua Teresina, 4350

Balmo:  Adrianapalls CEP: §0.057-070
UF: AM Municiplo:  MANAUS
Telefone: (o2j3305-5130 Fax (5213305513 E-mall: cepulam. e b
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ANEXO B - Parecer de aprovacdo do Biorrepositorio da Fundacdo de

Medicina Tropical de Manaus FMHVD.

| _C E P |
W = FUNDAGAO DE MEDICINA TROPICAL fe et
{ = “Doutor Heitor Vieira Dourado” \ \
'wg;;%f""*"'_?/ COMITE DE ETICA EM PESQUISA-CEP/FMT-HVD coureoeencs aureovss

OFiCIO N° 029-GDP/FMT-HVD
Manaus, 07 de dezembro de 2012

Da : Coordenagdo do CEP/FMT-HVD
Para : Prof. Dr. José Fernando Margues Barcelos
Departamento de Morfologia/ICB-UFAM

Coordenador do Projeto de Pesquisa “Avaliagdo da Resposta Th
17 no Soro de Pacientes com Dengue”

Senhor Coordenador,

Em atengdo ao seu oficio com data de 06 passado, em anexo,
encaminhamos uma cépia do Regulamento do Biorrepositério da FMT-
HVD, para os fins contidos no documento antes mencionado.

Sem mais, renovamos votos de estima e consideragéo.

Atenciosamente.

Prof. Dr. FRANCISCO %LSON SANTOS PINTO

Coordenador
£ DE ET! A
ot uss s FUNDACAO DE MEDICINA
CEP:69.040-000 - MANAUS-AMAZONAS-BRASIL
TEL: 2127-3555 - E-mail: cep@fmt.am.gov.br TROPICAL AMAZV

GOVERNO DO ESTADO

DOUTOR HEITOR VIEIRA DOURADO
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ANEXO C - Parecer de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa do
Trabalho que Fundacé&o de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira - FMHTVD.

DOENCAS FEBRIS AGUDAS EM UMA UNIDADE TERCIARIA DE SAUDE DA
AMAZONIA OCIDENTAL BRASILEIRA: ESTUDOS DE EPIDEMICLOGIA,
CAR&.CTER]IA’I;LD CLINICA E DIAGNOSTICO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO POS-INFORMAGCAQ

O paciente abaixo assinado ou o seu parente proximo abaixo identificado, sob a
responsabilidade do investigador ou médico que assina este documento, declara estar ciente apos
ter lido ou ouvido o presente Termo de Consentimento que [he informa o seguinte:

|. Que esta parficipando de um estudo para saber qual a causa do quadro febril que apresenta,
a partir da investigagio de varias doengas como: malaria, dengue, mononucleose, febre por
Oropouche, febre por Mayaro, leptospirose, febre tifoide e febre amarela. Além disso, se os
testes forem negativos para essas doengas, novos virus serdo pesguisados, como Saint
Louis, Oeste do Nilo, linéus, Bussugquara e Cacipacore;

Il. Que a participac3o neste estudo & voluntaria, e que a recusa em participar ndo provocara
qualquer tratamento diferenciado ou perda de beneficios a que o paciente tenha direito;

lll. Que, havendo concorddncia para a participacdo no estudo, se procederdo as seguintes
condutas:

1 - Preenchimento da ficha clinica (constando de dados relativos ao paciente e 8 doencga);

2 - Coleta de sangue da veia do brago (10mL para adultos e 3mL para criangas), com uso de
agulhas e seringas descartaveis, por profissional qualificado;

I'V. Apds os primeiros teste de laboratorio, se houver necessidade e consentimento do
participante e/ou seu responsavel, o paciente podera ser contactado para proceder uma nova
coleta de sangue;

V. Que o médico assistente poderd pedir outros exames como sangue, fezes e urina,
dependendo da necessidade e que n3o terdo qualquer relagdo com a pesquisa;

Vl. Que, participando do estudo, o paciente ou a familia ndo obterdo quaisquer beneficios
adicionais além dos ja citados (diagndstico da infeccdo elou doenga), podendo desta forma
beneficiar outros individuos;

VIl. Que a paricipacdo nessa pesquisa € voluntaria e o individuo recebera todos os cuidados
quanto ao diagnostico e fratamento da sua doenga.

ANEXO D - Parecer de aprovagcdo do Comité de Etica em Pesquisa da
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Fundacé&o de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieria Dourado - FMHTVD.

Fundac&o de Medicina Tropical do Amazonas 7
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos J. fi )
Av. Pedro Teixeira, 25 — Dom Pedro ol

e S
S |

Cep: 69040-000 \ \
Manaus — Amazonas - Brasil F 7 " 3
COMTEDEEN. & BAFEDULA

EM  SERES  HLIMANDI

APROVACAO N° 2015

Registro CEP N°2337-10

CAAE - 0038.0.114.000-09 Processo N°2337/2010-FMT-AM

Projeto de Pesquisa: Doencgas Febris agudas em uma unidade tercidria de salude da
Amazobnia Ocidental Brasileira: estudos de epidemiologia, caracterizagdo clinica e
diagnostico

Pesquisador responsavel: Maria Paula Gomes Mour&o

Instituicdo Sediadora: Fundagdo de Medicina Tropical do Amazonas

Instituicdo Vinculada: N3o se aplica

Area Tematica Especial: Ndo se aplica

Patrocinador: PPSUS

Registro para armaz. de mat. Biolégico humano: N3o se aplica.

Ao se proceder a analise relativo do Projeto em questdo, o Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos (CEP) da Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas
(FMT-AM), em sessédo ordindria do dia 25 de outubro de 2010 e de acordo com as
atribuicbes definidas na Resolucdo CNS 196/96, manifesta-se pela aprovagdo do

projeto de pesquisa proposto, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Situacdo do Protocolo: APROVADO

Manaus, 25 de outubro de 2010.

Obs: Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP, os relatérios parciais e finais sobre a pesquisa
(Resolugdo do Conselho Nacional de Satde n°196, de 10.10.1996, inciso IX. 2 letra “c”) conforme o
Formuldrio de acompanhamento dos Proietos aprovados no CEP, disponivel em nossa home Page.
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