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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar aspectos da resposta imune celular em
pacientes portadores de FD em diferentes estagios da doenga. Amostras de sangue
periférico de 22 pacientes, portadores de FD, foram coletadas em trés fases da
doencga: fase aguda, Dia 0 (até 48 horas apos o inicio dos sintomas), fase de
convalescenga, Dia 7 (uma semana apos a primeira coleta) e fase pos-cura, Dia 60
(60 dias ap6s a primeira coleta). As células mononucleares do sangue periférico
foram marcadas com anticorpos especificos para diferentes populacbes e
subpopulagdes celulares, e marcadores de ativacdo, CD25, CD69 e HLA-DR. Os
resultados revelaram que os pacientes portadores de FD em todas as fases da
doenga, mas principalmente na fase aguda, apresentaram menor numero de
plaquetas. Foi também observado, na fase aguda da doenga, um menor numero de
leucécitos circulantes, com diminuicdo do numero de neutréfilos, mondcitos e
linfécitos. A analise de subpopulagdes de linfocitos revelou que a diminuicdo do
numero dessas células era devido ao menor numero de linfocitos B, T CD4" e T
CD8". A analise de células NK mostrou que pacientes, na fase aguda da doenga,
apresentaram um menor numero destas células mas, com uma maior porcentagem
de células NK na populacao de linfécitos totais. Com relagdo ao estado de ativacao
das células os dados revelaram que, na fase aguda da doenga, os pacientes
apresentaram maior porcentagem de T CD4" e T CD8" expressando CD69, com
aumento mais pronunciado em linfécitos T CD8". Além disso, foi demonstrada uma
maior porcentagem de linfocitos T CD4"HLA-DR" e TCD4'CD25", na fase aguda da
doenga e uma maior porcentagem de linfocitos T CD8'HLA-DR® na fase de
convalescenga. A analise de associagao, entre parametros hematoldgicos e o
fenodtipo das células mononucleares do sangue periférico com a presencga de sinais e
sintomas, da doenga revelou que pacientes com doenga mais grave apresentaram
um menor percentual de linfécitos CD8"HLA-DR™ em relagcdo aos pacientes com
doenca branda. Em relacdo aos demais parametros avaliados, ndo encontrou-se
nenhuma diferenga entre os dois grupos avaliados. Em suma, os dados sugerem
que a resposta imune do hospedeiro € importante para a eliminacdo do virus.
Entretanto, estudos adicionais ainda s&o necessarios para avaliar a influéncia da

resposta imune na patogénese da infec¢do pelo virus Dengue.



ABSTRACT

The objective of the present study was to examine the PBMC immunological status of
patients with Dengue Fever during different stages of disease. Blood samples from
22 patients with Dengue Fever, were collected at three different stages of the
disease: at acute phase, Day 0 (1-2 days after disease onset), convalescent phase,
Day 7 (7 days after the first sample) and post-cure phase, Day 60 (60 days after the
first sample). Peripheral blood mononuclear cells were stained using fluorescein-
labeled monoclonal antibodies to both PBMC subset markers and the activation
markers, such as CD69, CD25 and HLA-DR, and analyzed using flow cytometry. The
results have showed lower platelets count compared to control group, on the different
stages of Dengue Fever. In acute phase, the white blood cells counts in patients with
Dengue Fever were lower, with decreased numbers of monocytes, neutrophils and
lymphocytes. The same was observed for absolute numbers of B cells, CD4" and
CD8" T cells. The results show a lower number of NK cells on acute phase of
Dengue Fever, but an increase was observed on percentage of NK cells in total
lymphocytes. Concerning the activation status of the peripheral blood cells, our
results have demonstrated that the percentage of CD8" T and CD4'T cells
expressing CD69 was significantly higher, and this increased was more evidenced on
CD8" T cells. Moreover was demonstrated a higher percentage of T CD4"HLA-DR"
and CD4'CD25", on acute phase of the disease and a higher percentage of T
CD8'HLA-DR" on convalescent phase. The association analysis between the
hematological parameters and the immunological status of the peripheral blood
mononuclear cells with the presence of clinical manifestations of the disease has
revealed that severe Dengue Fever patients presented a lower percentage of
CD8'HLA-DR" T Iymphocytes, compared with the mild Dengue Fever patients.
Therefore, data presented here suggest that host immune response is important to
clearance viral. However, additional studies were needed to evaluate the role of
immune response in the immunopathological mechanism during Dengue virus

infection.
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1 INTRODUCAO
1.1 Dengue

Durante o século XIX, o Dengue foi considerado uma doenga esporadica,
responsavel por epidemias com longos intervalos. Entretanto, mudangas dramaticas
ocorreram nesse padrdo. Atualmente, o Dengue é considerada a arbovirose de
maior incidéncia no mundo, endémica em todos os continentes, com exce¢ao da
Europa. Cerca de dois tercos da populagdo mundial vivem em areas infestadas de
mosquitos vetores do Dengue, especialmente o Aedes aegypti. Esse vetor encontra,
nas areas residenciais humanas, urbanas e peri-urbanas, todas as condi¢coes
ambientais favoraveis para seu desenvolvimento e proliferagcdo (ROTHMAN, 2003;
MALAVIGE et al., 2004).

Os virus Dengue (DENV) sédo Flavivirus de genoma RNA de fita simples e polaridade
positiva (CHAMBRES et al., 1990). A particula viral & caracterizada por um “core”
icosaédrico, de 40-50 nm de didmetro, com a proteina C encapsulando o genoma
viral. Circundando esse “core” ha um envelope lipidico, com duas proteinas virais, M
e E. O virus Dengue contém, ainda, sete proteinas n&o-estruturais - NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 (MONATH e HEINZ, 1996). A proteina E, localizada
nas espiculas do envelope dos virus Dengue, € fundamental para a ligagdo do virus
ao receptor de membrana e possui 0s mais importantes dominios antigénicos

desses microorganismos (ALLISON et al., 1995).

Sao conhecidos 4 sorotipos distintos, os quais podem ser diferenciados
sorologicamente, denominados virus Dengue 1 (DEN-1), Dengue 2 (DEN-2), Dengue
3 (DEN-3), Dengue 4 (DEN-4) (BURKE et al, 1988). Os sorotipos podem ser
identificados através da utilizagdo de anticorpos, neutralizantes, especificos para o
virus. Por outro lado, anticorpos especificos para a proteina E e as proteinas nao-
estruturais NS1 e NS3 de um sorotipo reagem, cruzadamente, com os demais
sorotipos ndo servindo, portanto, para o diagndstico diferencial dos sorotipos
(STEPHENSON, 2005).
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As formas anatomo-clinicas causadas pelo virus Dengue s&o classificadas em
diferentes categorias: Febre do Dengue (FD), Febre Hemorragica do Dengue (FHD)
e a Sindrome do Choque do Dengue (SCD). A infecgdo por um sorotipo produz
imunidade duradoura contra uma segunda infecgdo pelo mesmo sorotipo, mas
somente parcial e temporaria, contra um sorotipo diferente, sendo possivel a

ocorréncia de infecgdes secundarias por outros sorotipos (ROTHMAN, 2003).

Apesar do Aedes aegypti ser considerado o mosquito vetor mais importante do
Dengue, outros mosquitos, A. albopictus e A. polynesiensis, também podem atuar
como vetores, dependendo da localizagdo geografica (WHO, 1999). Considerando
que o Aedes aegypti pode sobreviver em agua poluida ou em pequenas colegdes de
agua, o manejo inapropriado do lixo, tipico de urbanizacdo nao-planejada, levando
ao acumulo de agua, € o principal responsavel pela alta densidade de mosquitos em
areas endémicas para o Dengue (VEZZANI E SCHWEIGMANN, 2002). Aumentos
significativos na populagdo larvaria sdo observados durante a estagdo chuvosa,
razao pela qual a grande maioria das epidemias coincidem com o periodo chuvoso.
(THAVARA et al., 2001).

1.2 Epidemiologia

O Dengue ¢, atualmente, a arbovirose humana de maior magnitude epidemiologica e
com distribuicdo geografica mais ampla, afetando 56 paises. Estimativas
internacionais indicam que 50 milhdes de individuos sao infectados com o Dengue
por ano sendo que 500.000 individuos desenvolvem Dengue Hemorragico e, pelo
menos, 12.000 individuos vao a o6bito (WHO, 2002). Além disso, o aumento da
incidéncia de dengue hemorragico e a circulagdo simultdnea de mais de um sorotipo
viral sdo suficientes para incluir o Dengue entre os mais sérios problemas atuais de

saude publica, envolvendo doengas transmissiveis.

21



No Brasil, o primeiro relato de uma epidemia de Dengue, confirmada através de
isolamento viral ocorreu em 1981, em Boa Vista, Roraima, tendo sido identificados
os sorotipos DEN-1 e DEN-4 (OSANAI et al, 1983). Entretanto, a disseminagao do
sorotipo DEN-1, pelo territério nacional, iniciou-se somente em 1986, durante a
epidemia ocorrida no Rio de Janeiro e em algumas areas urbanas do Nordeste. Em
1990 foi introduzido o sorotipo 2, também no Rio de Janeiro, onde produziu uma
epidemia que se propagou afetando, principalmente, a regido Sudeste. No ano de
1998 a epidemia adquiriu proporcoes catastroficas, com mais de 500 mil casos
notificados. Porém, em 1999, foi relatado um importante declinio na incidéncia da
doenga, muito provavelmente, devido a redugdo no numero de individuos
susceptiveis aos sorotipos circulantes em grandes areas urbanas e, em parte, pelas
medidas de controle adotadas pelos Governos Federal, Estaduais e Municipais
(TEIXEIRA et al., 2005).

Em dezembro de 2000 foi confirmado o isolamento do sorotipo DEN-3, pela primeira
vez no Brasil, na cidade do Rio de Janeiro. A introducdo do sorotipo 3 foi
responsavel por uma grande epidemia nessa cidade, onde as taxas de incidéncia,
nos dois anos subsequentes, aumentaram de 470,1 para 1.735,2 casos por 100.000
habitantes (NOGUEIRA et al, 2001). Diferentemente das outras, a epidemia DEN-3
expandiu-se mais rapidamente, atingindo inumeras cidades de pequeno porte e os
estados do Sul considerados, até ent&o, livres do Dengue (TEIXEIRA et al., 2005).

Os primeiros casos de dengue no Espirito Santo foram registrados em 1995 com
2669 ocorréncias de infecgdo por um unico sorotipo, o DEN 2. De 1996 a 2000
varias epidemias foram registradas, levando a um crescimento significativo no
numero de casos, atingindo 20.165 registros no ano de 2000. Em janeiro de 2002 foi
introduzido o sorotipo DEN-3, uma epidemia que atingiu 28.666 registros e, em
2003, foram cadastrados 34.373 casos. Nos anos seguintes, a incidéncia de Dengue
no Espirito Santo apresentou uma tendéncia a redugdo, com 5.295 casos
registrados em 2004 e 6.752 em 2005 (SVS-MS, 2006).
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A Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS) do Ministério da Saude registrou, até
dezembro de 2006, 345.922 casos de dengue, dos quais 263.984 (76%), ocorreram
entre os meses de janeiro a maio. O Espirito Santo foi o estado do Sudeste com a
maior taxa de incidéncia, tendo sido notificadas 14.281 ocorréncias. Em 2006 foram
confirmados 628 casos de FHD e a ocorréncia de 67 Obitos em todo Territorio

Nacional.

1.3 Manifestagoes Clinicas

A infeccdo pelo virus Dengue provoca uma doenga com um amplo espectro,
variando desde uma infec¢cdo assintomatica, febre indiferenciada, dengue classico
ou Febre do Dengue chegando, até, a suas formas mais graves: Febre Hemorragica
do Dengue e Sindrome do Choque do Dengue, as quais apresentam altas taxas de
morbidade e mortalidade (WHO, 1997). A figura 1 apresenta as manifestagbes

clinicas do Dengue.

’ Infecgdes pelo virus dengue ‘

I

’ Assintomatica ‘ ’ Sintomatica ‘
’ Febre indeferenciada ‘ ’ Febre do Dengue ‘ Febre Hemorragica do
| Dengue
v v | !
Sem Com Y -

hemorragias hemorragias \M‘ Sindrome do

Choque do

dengue

Figura 1. Manifesta¢des clinicas das infecgbes pelo virus dengue. Fonte: WHO,
1997.
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A FD é mais comum em criangas acima de 1 ano de idade, adolescentes e adultos,
podendo ocorrer, tanto na infecg&o primaria como na secundaria (GUBLER, 1998). E
caracterizada por febre alta, abrupta, e seguida de uma variedade de sinais e
sintomas n&o-especificos, dentre eles, cefaléia frontal, dor retro-orbital, mialgia,
artralgia, desconforto abdominal e f“rash” cutdneo (WHO, 2002). Embora
manifestagdes hemorragicas sejam incomuns nos casos de Dengue Classico,
petéquias/purpura, sangramento gastrointestinal, epistaxe, bem como sangramento
gengival, tém sido relatados. Alguns sintomas incomuns incluem encefalopatia e

hepatite, podendo levar a faléncia do figado (GUBLER, 1998).

Os sintomas gerais do Dengue, como febre e mal-estar, surgem ap6s um periodo de
incubacgao que varia de 7 a 10 dias. Segue-se, entdo, uma fase de viremia, na qual o
paciente se torna febril e infectivo (MALAVIGE et al., 2004). A FD, apesar de
bastante debilitante €, geralmente, auto-limitada e, raramente, fatal. A fase aguda da
doencga tem duragao de 3 a 7 dias; entretanto, a fase convalescente pode prolongar-
se por semanas e pode estar associada a fraqueza e depresséao, especialmente em
adultos (GUBLER, 1998).

Na maioria dos casos de FD, a contagem de plaquetas e as dosagens bioquimicas
do soro estdo normais. Porém, leucopenia e trombocitopenia, além de um de
aumento das enzimas hepaticas no soro, podem ocorrer (KALAYANAROOJ et al.,
1997).

A FHD, normalmente associada a infec¢gdes secundarias, pode ocorrer também
durante infecgdes primarias, especialmente em recém-nascidos (MALAVIGE et al.,
2004). A FHD é caracterizada por febre alta, alteragdes na hemostasia e aumento da
permeabilidade vascular, levando a fenbmenos hemorragicos e, em casos mais
graves, a faléncia circulatéria (WHO, 2002). Quando ha agravamento da perda de
plasma, caracterizada, inicialmente, por taquicardia e hipotensdo, os pacientes
podem desenvolver outros sinais de disturbios circulatérios como, auséncia de pulso
e choque (MALAVIGE et al., 2004). As anormalidades laboratoriais incluem
hematdécrito elevado devido a hemoconcentracdo. Nesse caso, a trombocitopenia é
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consideravel, sendo a contagem de plaquetas igual, ou menor, que 100.000/mm?
(GIBBONS; VAUGHN, 2002).

A evolugdo da FHD, sem a conduta terapéutica adequada, leva o paciente a um
quadro de choque, denominado Sindrome do Choque do Dengue (SCD), que esta
associado a altas taxas de mortalidade, podendo chegar a 47% nos casos de
choque profundo. O choque é decorrente do aumento da permeabilidade vascular,
seguida de hemoconcentragdo e faléncia circulatoria. Dor abdominal aguda e
vomitos persistentes podem ser sinais iniciais da progressdo para a SCD, podendo
estar acompanhadas de encefalopatia, devido a disturbios metabdlicos e eletroliticos
(KABRA et al.,1999; GUZMAN et al., 1999; MALAVIGE et al., 2004).

As alteracdes laboratoriais, como trombocitopenia e hemoconcentracéo, decorrentes
da infecgdo pelo virus Dengue sdo importantes marcadores, pois possibilitam a
diferenciacdo da FD e da FHD em suas formas mais benignas. Ocorrendo
hemoconcentragcao e plaquetopenia, o paciente sera considerado como acometido
de FHD/SCD, definidos de acordo com o grau de gravidade, segundo a OMS
(MALAVIGE et al, 2004).

O tratamento nas infec¢des pelo virus Dengue €, normalmente, sintomatico pois n&o
ha terapia antiviral efetiva para o tratamento de pacientes portadores de Dengue. A
reposicao de fluidos e eletrdlitos € uma medida eficaz nos casos graves. O
reconhecimento precoce dos sinais de alerta para as formas mais graves da doenca
(intensa dor abdominal, persisténcia de vOmitos, letargia e inquietacdo) e o
tratamento s&o fundamentais na reducéo da taxa de mortalidade (MALAVIGE et al.,
2004).
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1.4 Resposta imunolégica e patogénese do Dengue

Na tentativa de esclarecer a patogénese do Dengue, a identificagdo dos sitios de
replicagdo do virus, em seres humanos, é de grande relevancia. Os mondocitos tém
sido descritos como as células mais permissivas dentre as células mononucleares
do sangue periférico (Peripheral Blood Mononuclear Cells — PBMC) para infecg&o in
vitro pelo virus Dengue (HALSTEAD et al., 1977b). Scott e colaboradores (1980)
demonstraram, através da analise de PBMC de pacientes portadores de dengue,
que a deteccao do virus era mais frequente, e em maior intensidade, na populagao
de células aderentes do que na populagdo nao-aderente. Com base nesses
achados acredita-se, entdo, que mondcitos e macrofagos teciduais sejam,
predominantemente, as células-alvo para infecgdo pelo virus Dengue in vivo
(ROTHMAN; ENNIS, 1999).

Enquanto alguns autores tém relatado a detecgédo de antigenos do virus Dengue em
linfocitos periféricos de pacientes (JESSIE et al., 2004; LIN et al., 2002a), outros
autores nao foram capazes de detectar linfocitos circulantes infectados. No intuito de
determinar a frequéncia de leucdcitos mononucleares infectados em pacientes
portadores de FD, Neves-Souza e colaboradores (2005), utilizando citometria de

fluxo, encontraram antigenos do virus apenas em mondacitos.

As células dendriticas (CD) também parecem ser capazes de serem infectadas pelo
virus Dengue. Apos a infecgdo, as células dendriticas secretam citocinas que
culminam em sua maturacdo. Através da infecgdo e da ativacdo das CDs, os
linfocitos T podem ser ativados, iniciando as respostas imunes adaptativas (HO et
al., 2001).

Paralelamente as células do sistema imune, os hepatécitos, os neurdnios e as
células endoteliais tém sido descritas como potenciais células hospedeiras para o
virus Dengue (MARIANNEAU et al., 1997; AVIRUTNAN et al., 1998; DESPRES et
al., 1998). Huang e colaboradores (2000) demonstraram que o virus Dengue é
capaz de infectar células endoteliais humanas e induzir a produgao de IL-6 e IL-8, o
que pode contribuir para a patogénese do Dengue. Outros estudos tém
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demonstrado, também, que o virus Dengue pode infectar células hematopoiéticas

podendo, assim, afetar a capacidade replicativa destas células (NAKAO et al., 1989).

Estudos da resposta imune ao virus Dengue tém demonstrado que células Natural
Killer (NK) agem eliminando células infectadas pelo virus Dengue. De acordo com
Kurane e colaboradores (1986), variagbes nessa atividade litica podem contribuir
para diferencas na susceptibilidade a infeccdo e na gravidade dos sintomas,
observada em diferentes individuos infectados. As células NK podem eliminar
células infectadas, tanto por citotoxicidade direta, como por citotoxicidade celular
dependente de anticorpos. Recentemente, Azeredo e colaboradores (2006a)
observaram em pacientes portadores de Febre do Dengue, na fase aguda, uma
elevacdo na frequéncia de células NK circulantes, associada a um aumento
significativo na expressdo dos marcadores de superficie CD69 (ativacdo) e Tia-1
(citotoxicidade). Estes autores sugerem que a resposta imune inata, mediada por
células NK, estaria contribuindo para um bom progndstico da doenca.

Neves-Souza e colaboradores (2005) observaram a expressdo de iNOS em
mondacitos infectados de pacientes portadores de FD na fase aguda da doenca
demonstrando, assim, ativagdo dessas células. Estes autores sugerem que o NO
teria um importante papel no controle da replicagcado do virus nessas células.

Com relacdo ao papel dos anticorpos na resposta imune da infeccdo pelo virus
Dengue, estudos tém demonstrado que anticorpos especificos para o virus Dengue
desempenham diferentes fungdes in vitro, tais como: neutralizagdo do virus, lise
mediada pelo complemento, citotocixidade celular dependente de anticorpo (ADCC)
e facilitacdo da infeccdo dependente de anticorpo (ADE) (GENTRY et al., 1982;
KURANE et al.,, 1986; FALGOUT et al., 1990). Essas observagdes indicam que
anticorpos contra o virus Dengue podem prevenir, ou mediar, a recuperagao da
infecgdo pela neutralizagdo do virus Dengue ou por lise de células infectadas via
ativacado do complemento ou ADCC (KURANE; ENNIS, 1992).
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Por outro lado, acredita-se que o papel da facilitacdo dependente de anticorpos na
patogénese de infecgbes secundarias pelo virus Dengue seria de facilitar a entrada
do virus nas células, a infeccdo de um grande numero de células do hospedeiro
reduzindo, assim, o tempo de incubagcdo e aumentando a gravidade da doenga
(GREEN; ROTHMAN, 2006; STEPHENSON, 2005)

O papel de linfécitos T, especificos contra o virus Dengue, tem sido estudado in
vitro. Demonstra-se que células T CD4" virus especificas produzem IFN-y, IL-2 e
GM-CSF apos estimulagdo com antigenos do virus Dengue, via MHC-II. Esses
estudos também revelaram que células T CD8" especificas lisam células infectadas
via MHC-I (BUKOWSKY et al., 1989; KURANE et al., 1989).

Durante a fase aguda da doenga, tanto na Febre do Dengue quanto na FHD, ha uma
redugao no numero de células T circulantes com diminuicdo do numero de células T
CD4" e T CD8" (MATHEW et al., 1999; AZEREDO et al., 2001). Embora essa
reducdo seja um resultado surpreendente, uma vez que as células T seriam
responsaveis pela eliminagcdo do virus, acredita-se que essa eliminagdo nao seja

devida ao aumento do numero de células T, e sim, ao seu estado de ativagao.

Nesse contexto, varios estudos tém revelado que apesar da redugcdo no seu numero
absoluto, linfocitos T CD8" e TCD4", de pacientes portadores de Dengue,

apresentam-se altamente ativados, principalmente nas fases iniciais da doenca.

Kurane e colaboradores (1991) observaram que pacientes portadores de Febre do
Dengue apresentavam niveis elevados de receptor soluvel de IL-2 (sIL-2R),
molécula soluvel CD4 (sCD4), IL-2 e IFN-y, na fase aguda da doenga demonstrando,
assim, a presenga de células T ativadas (KURANE et al., 1991; LIBRATY et al.,
2002).

Green e colaboradores (1999) encontraram niveis elevados de CD69 em linfocitos T
CD4" e T CD8", em pacientes com FD nas fases iniciais quando comparados a
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individuos saudaveis. Recentemente, Azeredo e colaboradores (2006b) encontraram
uma maior porcentagem de células T CD8" expressando HLA-DR, DQ, DP e o
marcador de citotoxicidade Tia-1 em pacientes portadores de Febre do Dengue,
quando comparados a controles saudaveis. Embora estes autores ndo tenham
apresentado evidéncia direta de que os linfocitos T ativados sejam virus especificos,
a elevacao na frequéncia de células ativadas coincidiu com o pico de viremia. Com
base nesses achados, estes autores sugeriram que a presenga de células ativadas,
durante a fase inicial da infec¢ao, poderia desempenhar um papel na eliminagcdo do

virus.

A infecgao primaria pelo virus Dengue em humanos €, geralmente, limitada a uma
semana, O que sugere que a resposta imune é capaz de eliminar o virus
eficientemente. Entretanto, essa mesma resposta imune, quando exacerbada, tem
sido descrita, também, como responsavel pela imunopatologia das formas graves da
doenca. O exame de lesbdes de pele de pacientes com FD mostrou a presenca de
edema tecidual, infiltragdo de células mononucleares e tumefagdo das células
endoteliais. Entretanto, nenhuma particula ou antigeno viral péde ser detectado
nesses tecidos, sugerindo que o “rash” cutaneo, associado a Febre do Dengue, seria
mediado pela resposta imune, e ndo um efeito direto do virus (DE ANDINO et al.,
1985).

Na tentativa de explicar os mecanismos pelos quais a infec¢do pelo virus Dengue
evolui para as formas mais graves, varias teorias tém sido propostas. Dentre elas
uma teoria, bastante difundida, baseia-se no fendmeno de facilitagdo dependente de
anticorpo  (Antibody-Dependent Enhancement-ADE), defendida por Halstead
(HALSTEAD, 1977a). A teoria da facilitagdo dependente de anticorpos (Antibody-
Dependent Enhancement-ADE) foi descrita para explicar as graves manifestagdes
de FHD/SCD ocorridas em criangas com infeccdo secundaria por um sorotipo
heterdlogo de virus Dengue (HALSTEAD, 1988; NOGUEIRA et al., 1993, ZAGNE et
al.,, 1994) Acredita-se que o papel da facilitagdo dependente de anticorpos, na
patogénese de infecgdes secundarias pelo virus Dengue, seria de facilitar a entrada
do virus nas células, permitindo a infeccdo do hospedeiro, reduzindo o tempo de
incubagdo e aumentando a gravidade da doenga (GREEN; ROTHMAN, 2006;
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STEPHENSON, 2005). O mecanismo especifico, entretanto, ndo esta comprovado
e, como nao ha um modelo animal de FHD/SCD, a relagdo causal entre ADE e o
desenvolvimento das formas graves do Dengue permanece, ainda, n&o

estabelecida.

Outra teoria proposta sugere que a ativagdo de linfocitos T virus-especificos
resultaria no aumento da permeabilidade capilar por varios mecanismos. (KURANE
e ENNIS, 1994). O primeiro mecanismo envolve producéo de citocinas por linfocitos
T virus-especificos. Linfocitos T CD4" de pacientes com infecgéo prévia pelo virus
dengue proliferam e produzem citocinas pro-inflamatorias como INF-y e TNF-a apos
estimulagdo com antigeno do virus. Essas citocinas podem afetar, diretamente, as
células endoteliais levando a perda de plasma (STEPHENSON, 2005). O INF-y
aumenta o numero de receptores Fcy nos mondcitos e, consequentemente, aumenta
infeccao dessas células na presenca de anticorpos especificos contra o virus. Além
disso, o INF-y aumenta a expressdo dos Antigenos Leucocitarios Humanos de
Classe Il (Human Leukocyte Antigen ou HLA), ativando a capacidade dos mondcitos
em produzir mediadores que podem contribuir para o desenvolvimento das formas
mais graves do Dengue (KURANE et al, 1989).

A participagéo de células do sistema imune inato e adaptativo, nas infec¢des pelos
diferentes sorotipos do virus Dengue, também poderia contribuir para o
desenvolvimento de casos de FHD e SCD (KURANE et al., 1991; Green et al.,
1999). Varios grupos tém estudado os efeitos da infec¢do pelo virus Dengue na
funcdo dos mondcitos, com atengao particular a produgao de citocinas. Hober e
colaboradores (1996) relataram a producdo TNF-a por mondcitos infectados com
virus Dengue ou expostos ao virus inativado. Esses estudos demonstraram que a
infecgdo de mondcitos humanos, pelo virus Dengue, pode induzir a produgédo de
fatores vasoativos e, portanto, desempenhar papel na patogénese do Dengue
(ROTHMAN; ENNIS, 1999). Outros autores sugerem que, em altas concentragdes, o
NO, secretado por mondcitos infectados, poderia causar hipotensdo e depressao
miocardica exercendo, assim, um papel prejudicial ao hospedeiro (NEVES-SOUZA
et al 2005).
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Alguns grupos tém estudado o efeito do polimorfismo do /locus do complexo de
histocompatibilidade principal na susceptibilidade a FHD. Loke e colaboradores
(2001) realizaram um estudo de tipagem molecular do HLA de pacientes com FHD
no Vietna. Estes autores demonstraram que o polimorfismo no loci do HLA de classe
| esta, significativamente, associado a susceptibilidade a FHD. Além disso, essa
associagao esteve limitada ao polimorfismo da regido do HLA-A, mas n&o no gene
do HLA-B. Fatores como idade, estado nutricional e doengas crbénicas também
parecem contribuir para o desenvolvimento da FHD. Entretanto, essas associagdes
ainda estao pouco esclarecidas.

Nao apenas a resposta imune e as caracteristicas proprias do individuo infectado
tém sido associadas aos quadros graves de Dengue. Alguns autores acreditam que
diferentes manifestagdes de FD, FHD e SCD podem ser causadas por variantes do

virus Dengue com diferentes graus de viruléncia (LEITMEYER et al., 1999).

Um mecanismo alternativo para explicar a patogénese do Dengue é o mimetismo
molecular, que propde que a progresséo da doenga para a FHD é resultado de uma
reacdo auto-imune. Anticorpos contra uma proteina estrutural do virus Dengue,
denominada NS1, apresentam reacao cruzada contra plaguetas humanas e células
endoteliais, levando um dano as plaquetas e ao endotélio e ativacdo de um processo
inflamatorio (LIN et al, 2006).

Tendo em vista a importancia do Dengue como um problema de saude publica no
Brasil, o entendimento da interagdo do virus com a resposta imunolégica nas
infecgbes € essencial para a compreensdo dos mecanismos imunopatogénicos. A
inexisténcia de um modelo animal, experimental, que reflita as formas graves do
Dengue observadas no homem, torna o estudo envolvendo amostras de pacientes,
de grande relevancia. A analise de parametros imunolégicos desencadeados
durante uma infecgdo por virus Dengue, em diferentes fases da doencga, pode ajudar
a revelar o papel da interacado entre o virus e o hospedeiro. Informagdes adicionais
sobre a resposta imune, induzida nos pacientes, sdo fundamentais para o

desenvolvimento de uma vacina segura, como também, imunoterapias ou
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medicamentos que possam combater a doenca. Nesse contexto, ndés nos
propusemos a realizar um estudo longitudinal para avaliar a resposta imune celular
de pacientes portadores de Febre do Dengue, em diferentes fases da doenga, no
intuito de compreender os mecanismos envolvidos na resposta imune ao virus

Dengue.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil fenotipico das células mononucleares do sangue periférico de
pacientes portadores de Febre do Dengue em diferentes fases da doencga.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar hemograma completo de pacientes portadores de Febre do Dengue
em diferentes fases da doenga e comparar com valores encontrados em

individuos saudaveis.

Avaliar o numero absoluto e relativo de linfécitos B, linfécitos T e suas
subpopulagdes, células NK e suas subpopulagcdes, em pacientes portadores
de Febre do Dengue em diferentes fases da doenga e relacionar com valores

encontrados em individuos saudaveis.

Avaliar o estado de ativacdo das subpopulacdes de linfocitos e mondcitos
através da expressido de marcadores de ativacdo em pacientes portadores de
Febre do Dengue em diferentes fases da doenga e relacionar com valores

encontrados em individuos saudaveis.

Avaliar a correlagao entre os parametros hematolégicos e fendtipo das células
mononucleares do sangue periférico com a presencga de sinais e sintomas da

doenga.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Pacientes

Todos os individuos que participaram desse estudo foram voluntarios e provenientes
da regido da Grande Vitéria/ES. O estudo foi, previamente, aprovado pelo Comité de
Etica da Universidade Federal do Espirito Santo. Os individuos foram esclarecidos
guanto ao estudo e, aqueles que concordaram em participar, assinaram o Termo de
Consentimento (Anexo 1). Um questionario para avaliagdo dos sinais e sintomas foi
aplicado, nas trés fases da doenca, para todos os pacientes incluidos no estudo
(Anexo 2).

Amostras de sangue periférico de 22 pacientes, portadores de infecgéo pelo virus do
Dengue, foram coletadas em tubos de coleta, a vacuo, contendo anticoagulante
EDTA (Vacuntainer, BD). Pacientes com suspeita de Dengue foram encaminhados e
atendidos no ambulatério do Nucleo de Doengas Infecciosas da Universidade
Federal do Espirito Santo, no periodo de abril a junho de 2000, sob a supervisdo do
Dr. Reynaldo Dietze. O diagnéstico clinico da Febre do Dengue foi realizado através
de anamnese e achados clinicos como febre, cefaléia, dor retro-orbital, mialgia,
artralgia e “rash” cutédneo. Todos os diagnosticos clinicos de Febre do Dengue
foram confirmados através de diagnostico soroldgico. Portanto, todos os pacientes
incluidos nesse estudo apresentavam diagnostico sorolégico positivo para Dengue e

nao relataram historia prévia da doencga.

O diagnéstico sorologico da infecgdo pelo virus do Dengue foi realizado através de
dois ensaios imunoenzimaticos (ELISA) - PanBio Dengue e BioManguinhos IgM. De
acordo com os fabricantes, os referidos testes apresentam sensibilidade de 94,7% e
96,4% e especificidade de 100% e 87,9%, respectivamente. Os ensaios de ELISA
foram realizados no Laboratorio de Imunologia Il do Laboratério Central de Saude
Pdblica do Estado do Espirito Santo (LACEN-ES), sob a supervisdo da

Farmacéutica-Bioquimica, Dra. Alice Catarina M. Paiva.
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As amostras de sangue periférico foram coletadas de todos os pacientes, em trés
diferentes fases da doenca.

Dia 0 — Até 48 horas apés o inicio da febre.

Dia 7 — Sete dias ap6s a 1° coleta.

Dia 60 — 60 dias apds a 1° coleta.

As diferentes fases da doencga foram definidos como:
a) Fase aguda - correspondente ao inicio dos sintomas, denominada nesse
estudo como Dia 0;
b) Fase de convalescenga - correspondente a fase de desaparecimento dos
sinais e sintomas da doencga, denominada Dia 7;
c) Fase pos-cura, denominada Dia 60.

Como controle, foram incluidas amostras de sangue periférico de 15 individuos

clinicamente saudaveis e sem historia prévia de doenca febril nos ultimos 3 meses.

A Tabela 1 demonstra os dados demograficos dos pacientes e dos controles.

Tabela 1 — Dados demograficos dos pacientes portadores de dengue e dos individuos
clinicamente saudaveis.

N Sexo Idade

Feminino Masculino

Grupo Dengue 22 9 13 15-53
Grupo Controle 15 7 8 20 - 46
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As amostras coletadas dos pacientes portadores de Dengue, nas trés diferentes
fases da doenca e dos individuos saudaveis, foram submetidas a avaliagao
hematoldgica e a ensaios de imunofenotipagem dos leucécitos do sangue periférico
por citometria de fluxo.

Para verificar a existéncia de diferenca no fendtipo das células avaliadas entre
pacientes que apresentavam, ou ndo, sinais e sintomas da doencga, os pacientes
portadores de Febre do Dengue foram divididos em dois grupos de acordo com a
presenga de sinais e sintomas no Dia 7, ou seja, na fase de convalescenca. No
Grupo 1 foram incluidos pacientes que nao apresentavam nenhum dos sinais e
sintomas avaliados e, no Grupo 2, apresentavam, pelo menos, um dos sinais e
sintomas avaliados. Os sinais e sintomas utilizados para a separagao dos grupos

foram: artralgia, mialgia e “rash” cutaneo.

3.2 Avaliagao hematolégica

A avaliagdo hematoldgica consistiu na realizagdo do hemograma, contagem global e
diferencial de leucécitos, incluindo neutréfilos, eosinofilos, mondcitos e linfocitos.
Essas avaliagdes foram realizadas no Laboratorio Henrique Tommasi Netto Analises
Clinicas LTDA. Para realizagdo do procedimento, amostras de sangue periférico
foram coletadas em tubos de 5ml contendo anticoagulante EDTA (BD Vacutainer) e
os parametros hematolégicos foram avaliados em contador automatico de células
(Coulter STKS).
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3.3 Avaliacao imunofenotipica dos leucécitos do sangue periférico

por citometria de fluxo

3.3.1. Ensaios de imunofenotipagem

A determinacgao do fendtipo das células circulantes do sangue periférico foi realizada
através de reacdo de imunofluorescéncia por citometria de fluxo, utilizando
anticorpos monoclonais para identificagdo e quantificacdo de células T e suas
subpopulagdes, células B, células NK, marcadores de ativacio celular: CD69, HLA-
DR e CD25 e expressao de HLA-DR em mondcitos (Tabela 2).

Os ensaios de imunofenotipagem dos leucocitos do sangue periférico foram
realizados segundo o protocolo proposto pelo fabricante Becton Dickinson,
modificado conforme descrito a seguir. Aliquotas de 100ul de sangue periférico,
coletados em tubos contendo EDTA, foram transferidas para tubos de poliestireno
12x75 cm contendo 5ul do anticorpo monoclonal especifico para o marcador de
superficie celular de interesse, conjugados com fluorocromos, de acordo com a
Tabela 2. Apés homogeneizagdo em voértex, a mistura reacional foi incubada por 30
minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Posteriormente, as amostras
foram submetidas a lise dos eritrocitos, utilizando 2ml de solugao de lise comercial
diluida 10 vezes em agua deionizada (FACS™ Lysing Solution — Becton Dickinson).
As amostras foram homogeneizadas e, novamente, incubadas por 10 minutos a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Em seguida, as amostras foram
submetidas a centrifugacdo a 400 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e as células lavadas com 2ml de tampao fosfato
(0,0015M pH 7.4), sob as mesmas condigdes de centrifugacdo. Apos a lavagem, as
células foram fixadas com 500ul de solugao fixadora (10g/l de paraformaldeido, 1%
de cacodilato de sodio, 6,679/l de cloreto de sddio, pH 7.2) e foram mantidas a 4°C
até o momento da leitura. A leitura da fluorescéncia foi realizada, no maximo, 24

horas ap6s a marcacao.
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Tabela 2— Anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos utilizados para analise de
populacdes, subpopulacdes celulares e moléculas de superficie.

Anticorpos  Fluorocromo Clone Células Alvo
Anti-IgG1 PE MOPC-21 Controle Isotipico
Anti-IgG2 FITC G155-178 Controle Isotipico
Anti-CD3 FITC, PerCP SK7 Linfécitos T
Anti-CD4 FITC, PE SK3 Linfécitos T auxiliares
Anti-CD8 FITC, PE SK1 Linfécitos T citotdxicos
Anti-CD16 PE B73.1 Células NK
Anti-CD19 FITC, PE 4G7 Linfécitos B
Anti-CD25 PE 2A3 Linfécitos T ativados
Anti-CD56 FITC NCAM16.2 Células NK
Anti-CD69 PE L78 Linfécitos T ativados

Anti-HLA-DR PE L243 Linfécitos T ativados

3.3.2. Aquisicao e analise dos dados.

A citometria de fluxo permite a analise de diferentes parametros: tamanho (FSC-
Forward Scatter), granulosidade (SSC-Side Scatter) e fluorescéncia. Estas
caracteristicas sao detectadas utilizando um sistema o&ptico-eletrénico que avalia a
dispersao do raio laser incidente sobre uma célula e a emisséo de fluorescéncia. O
estudo dos diferentes componentes ou elementos celulares pode ser realizado,

simultaneamente, empregando-se fluorocromos diferentes.

A aquisicao e analise dos dados foram realizadas utilizando um citdbmetro de fluxo
(FACSort — Becton Dickinson) e o programa CELLQuest™. Este programa fornece
um grafico de dispersdo das células de acordo com o tamanho e granulosidade
(Figura 2A).
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Utilizando este grafico pode-se fazer a selegdo da populagao de interesse baseada
em aspectos morfométricos (R1). Apds a selecdo da regido de interesse (R1), o
percentual das populagdes ou subpopulagdes celulares fluorescentes, dentro da
populacéo selecionada, foi obtido em graficos bidimensionais de distribuicdo pontual
de fluorescéncia (Figura 2B). O perfil fornecido pela fluorescéncia emitida por
diferentes fluorocromos é delimitado em quadrantes, cuja definicdo é feita com base
na distribuicdo obtida pelas células marcadas com anticorpos controles isotipicos
(controle negativo de fluorescéncia) estabelecendo-se, dessa maneira, o quadrante
contendo as células negativas (Quadrante 3). Os quadrantes 1 e 4 representam as
populagdes ou subpopulacbes celulares expressando o0s marcadores,
separadamente. O quadrante 2 representa a populagdo celular que expressa os

marcadores, simultaneamente, populacdo duplo-marcada.

Os resultados foram expressos em porcentagem e em numero absoluto. Para a
obtencdo do numero absoluto, a porcentagem de cada populagdo ou subpopulagéo
celular foi multiplicada pelo numero total de linfocitos de cada individuo determinado
através da contagem diferencial de leucocitos.

Para analise da expressdo de marcadores de ativacdo, os resultados foram
representados em propor¢do, que significa a porcentagem de uma populagéo
expressando um determinado marcador dentro da populagdo total. Por exemplo:
porcentagem de células T CD4"CD69" dentro da populagdo de linfécitos T CD4", ou
seja, a porcentagem de linfécitos T CD4" que expressam o marcador CD69
(%CD4"CD69" dividida pela % de células TCD4" multiplicado por 100).
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Figura 2 — Sequéncia de procedimentos utilizados para as analises dos percentuais de
populagdes celulares por citometria de fluxo. (A) Grafico de distribuigdo pontual de tamanho
(FSC) versus granulosidade (SSC) utilizado para selegao da populagdo de interesse, nesse
caso linfécitos pequenos — R1. (B) Grafico de distribuigdo pontual FL1 versus FL2 utilizado
para quantificar o percentual das populagdes e subpopulacdes celulares especificas em R1.

A analise de células T reguladoras foi realizada segundo protocolo proposto por
BAECHER-ALLAN et al (2001). A figura 2 ilustra a sequéncia de procedimentos para
a andlise de células T reguladoras com fendtipo CD4*CD25"'°". Apés selecdo da
populacdo de interesse (R1), baseada em aspectos morfométricos, através de
graficos de distribuicdo pontual de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC)
figura 3A, graficos de FL1/CD4 versus FL2/CD25 foram construidos, permitindo
identificacdo de 3 subpopulacdes: CD4*CD25 , CD4"'CD25"°" e CD4*CD25"°". A
fragao celular em R4 representa o valor de células T reguladoras na populacéo de
linfocitos totais (Figura 3B).
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Figura 3 — Sequéncia de procedimentos utilizados para as analises dos percentuais de
células T reguladoras (CD4+CD25"'®") por citometria de fluxo. A) Grafico de distribuicéo
pontual Tamanho versus Granulosidade utilizado para a selecdo da populacdo de interesse,
nesse caso os linfocitos — R1. B) Grafico de distribuigao pontual FL1/CD4 versus FL2/CD25
utilizado para quantificar o percentual de células T reguladoras (CD4+CD25"°") em R4.

A expressao da molécula HLA-DR na populagcdo de monodcitos foi determinada
através da analise semi-quantitativa por intensidade média de fluorescéncia (IMF)
conforme descrito a seguir: a selegdo da regido R1, em graficos de distribuicdo
pontual de FL1/CD4 versus granulosidade (SSC), foi baseada em aspectos
imunofenotipicos e morfométricos da populacdo celular de interesse — mondcitos
apresentando-se CD4-9"*ggc'nemediario (Figura 4A). Em seguida, foram construidos
histogramas unidimensionais de intensidade de fluorescéncia FL2/HLA-DR, a fim de
determinar a intensidade média de fluorescéncia da expressdo de HLA-DR pela
populacdo de mondcitos, previamente selecionada em R1 (Figura 4B).
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Figura 4. Sequéncia de procedimentos utilizados para avaliar a expressao das moléculas
HLA-DR em mondcitos no sangue periférico. A) Grafico de distribuicdo pontual FL1/CD4
versus SSC utilizado para selecdo da populagdo de mondcitos em R, considerando o
fendtipo CD4-°"*sgCiMermediano By Histograma unidimensional de fluorescéncia FL2/HLA-DR,
contendo as ceélulas selecionadas na regido R1, utilizado para determinar a intensidade
média de fluorescéncia (IMF) da expressdo de HLA-DR por mondcitos.

3.4 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS 10.0 para
Windows (SPSS Inc, USA). Todos os resultados foram testados para a normalidade
e apresentaram distribuicdo gaussiana. A analise de Medidas Repetidas foi utilizada
para comparagéo entre os grupos dos pacientes portadores de Dengue (Dia 0, 7 e
60). Para comparagao entre os grupos dos pacientes e o grupo Controle, utilizou-se
teste-T para amostras independentes. A associagéo entre as manifestagdes clinicas
e os resultados da imunofenotipagem foi verificada através do teste de Mann-
Whitney.
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4 RESULTADOS

4.1 Alteragoes hematolégicas

Os perfis hematologicos dos pacientes portadores de Febre do Dengue nas trés
fases da doencga (Dias 0, 7 e 60) e de individuos clinicamente saudaveis (grupo

Controle) estao representados na Tabela 3.

Em relagdo ao numero de eritrocitos, a analise dos resultados revelou que os
pacientes portadores de Dengue apresentavam contagem de eritrocitos,

significativamente menor no Dia 7, quando comparados aos pacientes no Dia 0.

A analise dos resultados revelou, também, que os pacientes portadores de Febre do
Dengue no Dia 7 apresentaram um menor teor de hemoglobina no sangue em

relagdo ao Dia 0 e ao grupo Controle.

Os pacientes portadores de Febre do Dengue apresentaram valores de hematdcrito
mais elevados no Dia 0, quando comparados aos grupos de pacientes nos demais
dias de coleta. Os valores de hematocrito no Dia 7 foram, significativamente,

menores em relag&o aos valores obtidos no grupo Controle.

Nenhuma diferenga nos valores de volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média

(CHCM) foi encontrada entre os grupos analisados.

A analise dos resultados revelou, ainda, que os pacientes portadores de Febre do
Dengue apresentaram uma contagem de plaquetas, significativamente, menor nos
diferentes dias de coleta quando comparados aos individuos saudaveis. Quando
foram comparados os pacientes portadores de Dengue entre si, observou-se no Dia

0 um menor numero de plaquetas em relacido aos Dias 7 e 60.
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Tabela 3. Perfil hematoldgico de individuos portadores de Febre do Dengue em trés
diferentes fases da doenca (Dia 0, Dia 7 e Dia 60) e de individuos saudaveis (Controle).

h:rz;ig:ggi‘::o Controle Dia 0 Dia 7 Dia 60
Eritrécitos (10/mm?) 4,85+0,4 4,86+0,5 4,57+0,4° 4,71+0,5
Hemoglobina (g/dl) 14,541 4 14,4%1,6 13,541,292° 14,1+1,3

Hematdcrito (%) 43,7+4 43+4,8 4043,7 &P 41,3436 °

VCM (fl) 89,945 88,7+6,3 87,7+6,1 87,146
HCM (pg) 29,8+1,3 29,7424 29,7424 30,1+2,8
CHCM (g/dI) 33,2+1,2 33,5+0,7 33,8+1 34,2+1,5
Plaquetas (10%/mm?) 277,7458,8  177,6444,4 2% 234546582 2351+428°

Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo dos valores de cada parametro. As
letras a, b, c e d representam as diferengas estatisticamente significativas (p<0.05) em relagao aos
grupos Controle, Dia 0, Dia 7 e Dia 60, respectivamente.

VCM = volume corpuscular médio

HCM = hemoglobina corpuscular média

CHCM = concentragéo de hemoglobina corpuscular média

4.2 Analise dos leucocitos circulantes.

Na figura 5 estdo representados os valores absolutos dos leucdcitos totais,
neutrofilos, mondcitos e linfécitos circulantes no sangue periférico dos pacientes
portadores de Febre do Dengue em trés diferentes fases da doenga (Dia 0, 7 e 60) e

de individuos saudaveis (grupo Controle).

Individuos portadores de Febre do Dengue apresentaram um numero de leucocitos
totais, significativamente menor no Dia 0, quando comparados aos demais dias de
coleta e em relagdo aos individuos saudaveis (Figura 5A). O mesmo resultado foi

observado para a contagem de monacitos e linfocitos (Figuras 5B e 5C).

Com relagdo ao numero de neutrofilos, os pacientes portadores de Febre do Dengue
nos Dias 0 e 7 apresentaram valores semelhantes entre si e, significativamente,

menores em relagdo ao grupo Controle e ao Dia 60 (Figura 5D).
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Figura 5. Numero absoluto de leucécitos totais (A), linfécitos (B), monécitos (C) e neutrofilos
(D) no sangue periférico de pacientes portadores de Febre do Dengue em trés diferentes
fases da doenga (Dia 0, Dia 7 e Dia 60) e de individuos clinicamente saudaveis (Controle).
Os resultados estdo expressos como valores individuais (pontos) e a média (barra) para
cada grupo avaliado. As diferengas significativas (p< 0,05) estao representadas pelas letras
a, c e d em relagéo aos grupos Controle, Dia 7 e Dia 60, respectivamente.
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4.3 Analise dos linfécitos T, B e células NK

O numero absoluto e o percentual de linfoécitos T (CD3%), B (CD19%) e células NK
(CD16*CD56"") do sangue periférico de pacientes portadores de Febre do Dengue,
em trés diferentes fases da doencga e de individuos, clinicamente saudaveis, estao
representados na figura 6.

Apesar da porcentagem de células T dentro da populagdo de linfécitos totais nao
apresentar diferenga entre os grupos analisados (Figura 6B), o numero absoluto de
linfocitos T no sangue periférico de pacientes portadores de Febre do Dengue no Dia
0 foi, significativamente, menor quando comparados, tanto aos individuos
clinicamente saudaveis, quanto aos demais dias de coleta (Dia 7 e Dia60) (Figura
BA).

Um padrao semelhante ao apresentado por linfocitos T foi também observado para
os linfocitos B, cuja analise dos numeros absolutos nos pacientes portadores de
Febre do Dengue revelou uma concentragdo, significativamente, menor destas
células no Dia 0, quando comparados ao grupo Controle e aos demais dias de coleta
(Figura 6C). Por outro lado, a analise da porcentagem de células B, dentro da
populacdo de linfécitos totais demonstrou que pacientes portadores de Dengue, no
Dia 0, apresentaram redugao significativa na porcentagem destas células quando
comparados ao Dia 60 (Figura 6D).

Em relagdo ao numero absoluto de células NK, os resultados demonstraram que
pacientes portadores de Febre do Dengue apresentaram um numero,
significativamente, menor destas células no Dia 0, quando comparados aos demais
pontos de coleta e ao grupo Controle (Figura 6E). Entretanto, pacientes portadores
de Dengue no Dia 0, apresentaram um aumento na porcentagem destas células

quando comparados aos individuos saudaveis (Figura 6F).
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Figura 6. Numero absoluto (A, C e E) e porcentagem (B, D e F) de linfécitos T, B e células
NK no sangue periférico de pacientes portadores de Febre do Dengue em trés diferentes
fases da doenga (Dia 0, Dia 7 e Dia 60) e de individuos clinicamente saudaveis (Grupo
controle). Os resultados estdo apresentados como valores individuais (pontos) e a média
(barras) para cada grupo avaliado. As diferengas significativas (p<0,05) estédo identificadas
pelas letras a, ¢ e d, em comparagao aos grupos Controle, Dia 7 e Dia 60, respectivamente.
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4.4 Analise das subpopulagoes de células NK

O numero absoluto de células NK (CD16°CD56") e células pré-NK (CD16"CD56") e a
porcentagem destas células na populagdo de células NK totais no sangue periférico
de pacientes portadores de Febre do Dengue, em trés diferentes fases da doenca
(Dias 0, 7 e 60) e de individuos clinicamente saudaveis (grupo Controle) s&o

apresentados na Figura 7.

A analise dos dados revelou que o numero absoluto de células NK com fendtipo de
células maduras (CD16°CD56) foi, significativamente, menor nos pacientes
portadores de Dengue no Dia 0, quando comparados aos demais dias de coleta e
aos individuos saudaveis (Figura 7A). O numero de células com fendtipo pré-NK foi,
significativamente, menor nos pacientes portadores de Dengue no Dia 0 em relagéo
aos Dias 7 e 60. Além disso, no Dia 7, pacientes portadores de Dengue,
apresentaram um numero destas células, significativamente, maior em relagdo ao

grupo Controle (Figura 7C). .

A porcentagem de células NK com o fendtipo de células maduras foi,
significativamente, menor entre os pacientes portadores de Febre do Dengue nos
Dias 0, 7 e 60 quando comparados a individuos saudaveis (Figura 7B).
Paralelamente, observou-se um aumento na porcentagem de células com o fendtipo
pré-NK nos pacientes portadores de Dengue, em todas as fases da doencga, quando
comparados ao grupo Controle (Figura 7D).
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Figura 7. Numero absoluto (A e C) e porcentagem (B e D) de células NK maduras e pré-NK
na populagéo de células NK circulantes no sangue periférico de pacientes portadores de
Febre do Dengue em trés diferentes fases da doenga (Dia 0, Dia 7 e Dia 60) e de individuos
clinicamente saudaveis (Grupo controle). Os resultados estdo apresentados como valores
individuais (pontos) e a média (barras) para cada grupo avaliado. As diferengas significativas
(p<0,05) estao identificadas pela letra a, b, ¢ e d, em relagdo aos grupos Controle, Dia 0,
Dia 7 e Dia 60, respectivamente.
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4.5 Analise de subpopulagoes de linfécitos T

Na figura 8 est&o representados o nimero absoluto de linfécitos T CD4" e T CD8" e
a porcentagem destas células na populagao de linfocitos totais no sangue periférico
de pacientes portadores de Febre do Dengue, em diferentes fases da doencga (Dias
0, 7 e 60) e de individuos clinicamente saudaveis (grupo Controle).

O numero de linfocitos T CD4" e T CD8" de pacientes portadores de Febre do
Dengue no Dia 0 foi, significativamente, menor em relacdo aos dias 7 e 60 e em
relagdo ao grupo Controle (Figura 8A e 8C). A analise da porcentagem de células T
CD4", dentro da populagao de linfdcitos totais, ndo revelou diferenga entre os grupos
estudados. (Figura 8B). Por outro lado, a porcentagem de células T CD8" foi menor
nos pacientes portadores de Febre do Dengue no Dia 0, quando comparados aos
dias 7 e 60 (Figura 8D).
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Figura 8. Numero absoluto de linfécitos T CD4" (A) e T CD8" (C) e porcentagem de
linfocitos T CD4" (B) e CD8" (D), no sangue periférico de pacientes portadores de Febre do
Dengue em trés diferentes fases da doenga (Dia 0, Dia 7 e Dia 60) e de individuos
clinicamente saudaveis (grupo Controle). Os resultados estdo expressos como valores
individuais (pontos) e a média (barras) para cada grupo avaliado. As diferengas significativas
(p<0,05) estao representadas pelas letras a, b, ¢ e d em relagdo aos grupos Controle, Dia 0,
Dia 7 e Dia 60, respectivamente.
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4.6 Analise de linfocitos T ativados

4.6.1 Linfécitos T CD4" e T CD8" expressando CD69

O numero absoluto de linfocitos T CD4'CD69" e T CD8'CD69" e o percentual de
células T CD4'CD69°/CD4" e T CD8"CD69'/CD8" no sangue periférico de individuos
portadores de Febre do Dengue, nas trés diferentes fases doenga (Dia 0, Dia 7 e Dia
60) e de individuos clinicamente saudaveis (grupo Controle) estdo representados na
figura 9.

Em relagéo ao numero absoluto de linfocitos T CD4"'CD69", os resultados mostraram
que nao houve diferencga estatistica entre os grupos analisados (Figura 9A). Por
outro lado, a porcentagem de células T CD4" co-expressando CD69 foi,
significativamente, maior nos pacientes portadores de Febre do Dengue no Dia 0 em
relagdo aos controles saudaveis e aos demais dias de coleta. Os pacientes
portadores de Dengue apresentaram um percentual da subpopulagdo CD4"CD69",
significativamente, menor no Dia 60 em relagdo aos individuos saudaveis (Figura
9B)

A andlise do numero absoluto de linfécitos T CD8'CD69" revelou que pacientes
portadores de Dengue apresentaram um maior numero destas células no Dia 0, em
relacdo aos Dias 7 e 60 (Figura 9C). Observou-se, também, que pacientes
portadores de Febre do Dengue apresentaram uma maior porcentagem de células T
CD8" co-expressando CD69 no Dia 0, quando comparados aos demais dias de
coleta e ao controle (Figura 9D).
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Figura 9. Numero absoluto (A e C) e porcentagem (C e D) de linfocitos CD4™ e CD8"
expressando o marcador de ativagdo CD69, no sangue periférico de pacientes portadores
de Febre do Dengue em trés diferentes fases da doenga (Dia 0, Dia 7 e Dia 60) e de
individuos saudaveis (grupo Controle). Os resultados estdo expressos como disperséo dos
valores individuais (pontos) e a média (barra) para cada grupo avaliado. As diferengas
significativas (p<0,05) estdo identificadas pelas letras a, ¢ e d, em relagdo aos grupos
Controle, Dia 7 e Dia 60, respectivamente.
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4.6.2 Linfécitos T CD4" e CD8" expressando HLA-DR

O numero absoluto e o percentual de linfocitos T CD4"HLA-DR*/CD4" e TCD8 HLA-
DR*/CD8" no sangue periférico de individuos portadores de Febre do Dengue, nas
trés diferentes fases da doenga (Dias 0, 7 e 60) e de individuos clinicamente
saudaveis (grupo Controle) estdo representados na figura 10.

Pacientes portadores de Dengue apresentaram, no Dia 0, um numero de linfécitos T
CD4"HLA-DR’, significativamente, menor quando comparados ao grupo Controle e
aos demais dias de coleta (Figura 10A). Apesar do percentual de células T CD4"
expressando o marcador HLA-DR no sangue periférico de pacientes portadores de
Febre do Dengue no Dia 0 n&o diferir do grupo Controle, esse percentual foi,

significativamente, maior nesse dia do que nos demais dias de coleta (Figura 10B).

A analise dos resultados revelou que pacientes portadores de Dengue apresentaram
um numero de linfécitos T CD8'HLA-DR?, significativamente, menor no Dia 0,
quando comparados ao grupo Controle e aos diferentes dias de coleta (Figura 10C).
A porcentagem de linfocitos T CD8" co-expressando HLA-DR apresentou-se,
significativamente, maior nos pacientes portadores de Febre do Dengue no Dia 7,
em relacdo aos individuos saudaveis e aos demais dias de coleta (Figura 10D).
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Figura 10. Numero absoluto (A e C) e porcentagem (B e D) de linfocitos T CD4" e T CD8"
expressando o marcador HLA-DR, no sangue periférico de pacientes portadores de Febre
do Dengue em trés diferentes fases da doenga (Dia O, Dia 7 e Dia 60) e de individuos
saudaveis (Grupo controle). Os graficos estdo apresentados como dispersao dos valores
individuais (pontos) e a média (barra) para cada grupo avaliado. As diferengas significativas
(p<0,05) estao representadas pelas letras a, b, ¢ e d em comparagéo aos grupos Controle,

Dia 0, Dia 7 e Dia 60, respectivamente.
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4.6.3 Linfécitos T CD4" expressando CD25

As porcentagens de linfocitos T CD4", que co-expressam CD25, no sangue
periférico de pacientes portadores de Febre do Dengue, nas trés fases da doenca
(Dias 0, 7 e 60) e de individuos saudaveis (grupo Controle) estdo representadas na
Figura 11.

Com relagdo ao numero absoluto de células CD4'CD25" no sangue periférico, a
analise dos resultados revelou que pacientes portadores de Dengue no Dia 0
apresentaram um numero menor destas células no sangue periférico quando

comparados ao grupo Controle e aos demais dias de coleta (Figura 11A).

A andlise dos resultados ndo mostrou diferenga na porcentagem de células T CD4",
co-expressando CD25, em pacientes portadores de Dengue no Dia 0 em relagdo aos
controles saudaveis. Entretanto, quando foram comparados os pacientes com
Dengue entre si, nas diferentes fases da doenga, observou-se que a porcentagem
de células T CD4" expressando CD25, no Dia 0 foi, significativamente, maior em
relacdo aos Dias 7 e 60 (Figura 11B).
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Figura 11. Numero absoluto (A) e porcentagem (B) de células T CD4" expressando o
marcador CD25 no sangue periférico de individuos portadores de Febre do Dengue em trés
diferentes fases da doenga (Dia 0, Dia 7 e Dia 60) e de individuos clinicamente saudaveis
(Controle). Os resultados estdo expressos como dispersao dos valores individuais (pontos) e
a média (barras). As diferengas significativas (p<0,05) estéo representadas pelas letras a, ¢
e d, em comparagao aos grupos Controle, Dia 7 e Dia 60, respectivamente.

4.7 Analise de Células T reguladoras (CD4'CD25"'")

5HCH ha populagdo de células CD4" e na

As porcentagens de células T CD4°CD2
populacdo de linfocitos totais dos pacientes portadores de Febre do Dengue, nas
trés fases da doencga (Dias 0, 7 e 60) e de individuos clinicamente saudaveis (grupo

Controle) estédo representadas na Figura 12.
Nenhuma diferenca foi encontrada na populacéo de células T CD4"'CD25™°H/CD4" e

na populacdo de células CD4"'CD25"'°" na populacéo de linfécitos totais, entre os

grupos analisados.
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Figura 12. Porcentagem de células CD4"'CD25"°" na populagdo de linfécitos totais (A) e na

populagdo de células CD4" de pacientes portadores de Febre do Dengue em trés diferentes
fasesda doenca (Dia 0, 70 e 60) e individuos clinicamente saudaveis (Controle). Os
resultados estdo expressos como dispersdo dos valores individuais (pontos) e a média
(barras).

4.8 Analise da expressao de HLA-DR em mondcitos

A Figura 13 apresenta os resultados da densidade de expressdo de HLA-DR em
monacitos do sangue periférico de pacientes portadores de Febre do Dengue nas
trés fasesda doenga (Dias 0, 7 e 60) e individuos clinicamente saudaveis (grupo
Controle). Os dados foram apresentados em intensidade média de fluorescéncia.

A analise dos resultados nao revelou diferenga estatistica, significativa, entre os

grupos analisados.
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Figura 13. Analise da expressdo da molécula HLA-DR em mondécitos no sangue periférico
de pacientes portadores de Febre do Dengue em trés diferentes fasesda doenga (Dias 0, 7 e
60) e individuos clinicamente saudaveis (grupo Controle). Os resultados estdo expressos
como dispersao dos valores individuais (pontos) e a média (barras).

4.9 Analise da associacao entre parametros hematolégicos e
fenétipo das células mononucleares do sangue periférico com a

presenca de sinais e sintomas da doenga

Na tabela 4 estdo representados os valores de parametros hematologicos e da
contagem diferencial de leucécitos dos pacientes portadores de Febre do Dengue no

Dia 0, agrupados de acordo com a auséncia (Grupo 1) ou presenga (Grupo 2) de
sinais e sintomas da doenga no Dia 7.

A analise dos resultados nao revelou diferenga entre grupos analisados, quanto aos

parametros hematoldgicos e a contagem diferencial de leucdcitos.
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Tabela 4. Parametros hematolégicos e contagem diferencial de leucdcitos de pacientes
portadores de Febre do Dengue no Dia 0, agrupados de acordo com a auséncia (Grupo 1)

ou presenga (Grupo 2) de sinais e sintomas da doenga, no Dia 7.

Parametro hematolégico Grupo 1 (n=5) Grupo 2 (n=16) P
Eritrocitos (mil/mm?®) 4,96 + 0,57 4,78 + 0,47 0,458
Hemoglobina (g/dl) 14,7 +1,2 141+1,6 0,458

Hematocrito (%) 44 + 3 42 +4.8 0,662
Plaquetas (mil/mm®) 156,4 + 40,4 187,9 +43,5 0,206
Leucocitos Totais 3802 + 1171 4075 £ 1147 0,896
Mondcitos 159 + 204 341 £ 211 0,106
Neutrofilos 2767 + 1028 2610 + 853 0,631
Linfocitos 642 + 224 918 £+ 478 0,295

Os resultados estao expressos como média + desvio-padrao.

Na tabela 5 estdo representados os valores absolutos e percentuais de linfocitos T e

suas subpopulacdes T CD4" e T CD8", linfocitos B, células NK e suas

subpopulagées NK madura e pré-NK de pacientes portadores de Febre do Dengue

no Dia 0, agrupados de acordo com a auséncia (Grupo 1) e a presenga (Grupo 2) de

sinais e sintomas no Dia 7.

Nenhuma diferenga estatistica foi encontrada, entre os Grupos 1 e 2, quanto ao

perfil fenotipico dos linfécitos do sangue periférico.
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Tabela 5. Perfil imunofenotipico dos linfocitos do sangue periférico de pacientes portadores
de Febre do Dengue no Dia 0, agrupados de acordo com a auséncia (Grupo 1) ou presenca
(Grupo 2) de sinais e sintomas da doenga no Dia 7

Tipo de Célula Grupo 1 (n=5) Grupo 2 (n=16) P

Linfocitos T

Numero absoluto 486 + 218 668 + 388 0,359

% em linfacitos totais 745 +8,7 71,5+9,6 0,741
T CD4"

Numero absoluto 198 + 87 295 + 202 0,315

% em linfécitos totais 41,2+45 42,3 +7,7 0,457
T CD8"

Numero absoluto 135+ 50 191 + 138 0,315

% em linfocitos totais 28,7 +5,2 26,9 +6,9 0,509
Linfocitos B

Numero absoluto 69 + 53 80 +43 0,631

% em linfocitos totais 105+7,4 93+3,6 0,804
Célula NK

Numero absoluto 97 +37 141 + 83 0,313

% em linfécitos totais 18,2+6,3 16,3+8 0,678
Célula NK madura (% em NK total) 815+125 83,2+ 10,2 0,859
Célula pré-NK (% em NK total) 18,5+12,5 16,8 + 10,2 0,859

Os valores estdo expressos como média + desvio-padrdo dos valores absolutos e percentuais das

subpopulagdes de linfécitos.
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Os valores percentuais de linfocitos T totais, T CD4" e T CD8" ativados e a
expressado de HLA-DR por mondcitos, em pacientes portadores de Febre do Dengue
no Dia 0, agrupados de acordo com a auséncia (Grupo 1) e presenga (Grupo 2) de
sinais e sintomas da doenca no Dia 7, estao representados na tabela 6.

A andlise dos resultados revelou que os pacientes pertencentes ao Grupo 2
apresentavam um menor percentual de linfocitos CD8" expressando o marcador de

ativacdo HLA-DR, em relagao aos pacientes do Grupo 1.

Com relacado aos demais fendtipos celulares avaliados, n&o foi encontrada diferencga
significativa entre os pacientes dos Grupos 1 e 2.
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Tabela 6. Subpopulagbes de linfécitos e mondcitos expressando diferentes marcadores de
ativagdo em pacientes portadores de Febre do Dengue no Dia 0, agrupados de acordo com
a auséncia (Grupo 1) e presencga (Grupo 2) de sintomas da doenga no Dia 7.

Tipo de Célula Marcador de

Grupo 1 (n=5)

Grupo 2 (n=16)

p

ativacao
Linfécito T CD25"eH 5,5+3,6 3,82 0,315
T CD4" CD25 452 + 14,8 40,7 £ 11,7 0,563
CD25"eH 13,9+10,5 9,3+56 0,457
CD69 5+28 12,8 +17,8 0,248
HLA-DR 155+7,9 12,3+5,6 0,509
T CD8' CD69 25+10,7 27,3 +147 0,804
HLA-DR 354 +7 243 +127 0,048
Mondcitos HLA-DR (IMF) 2306 + 578 1607 + 758 0,118

Os resultados estdo expressos como média = desvio-padrdo dos valores percentuais das
subpopulagdes de linfécitos expressando os diferentes marcadores de ativagdo. A expressédo de HLA-
DR por mondcitos esta representada por meédia + desvio padrdo de intensidade média de

fluorescéncia (IMF).
* p< 0,05 entre os Grupos 1 e 2.
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Discussao
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5 DISCUSSAO

Até o presente, a patogénese do Dengue ndo € completamente compreendida. O
entendimento da interagdo entre o virus e a indugdo da resposta imunologica do
hospedeiro é essencial para a compreensdo da imunopatologia da doenga. Dessa
forma, estudos das alteragdes imunofenotipicas, em diferentes fases da doenca sao
de extrema importancia, ja que esses fenbmenos ainda ndo estdo totalmente

esclarecidos.

Embora varios estudos tenham sido realizados no sentido de conhecer os
mecanismos envolvidos no desenvolvimento da Febre do Dengue, raros sdo os
estudos que avaliaram, de forma longitudinal, a resposta imune de pacientes
portadores de FD. Nesse contexto, foi desenvolvido um estudo longitudinal dos
aspectos fenotipicos de células mononucleares do sangue periférico de pacientes,
adultos, portadores de FD em diferentes fases da doenca. Neste estudo foram
avaliadas as alteragdes hematologicas que ocorrem durante o curso da infecgdo no
que se refere a frequéncia de diferentes células do sistema imune no sangue
periférico, bem como a expressdo de marcadores de ativagdo, com o intuito de
compreender as interagdes envolvidas na resposta ao virus e o seu papel na

protecédo ou na patogénese da doenca.

Este estudo foi iniciado avaliando os parametros hematolégicos dos pacientes
portadores de Febre do Dengue em diferentes fases da doenca e comparando-os
com individuos clinicamente saudaveis. A primeira observacao foi que os pacientes
portadores de FD, independente do estagio da doenga, apresentaram uma redugao
do numero de plaquetas em relagdo ao grupo Controle, sendo essa plaquetopenia
mais pronunciada na fase aguda da doencga. Entretanto, os valores observados

ainda se encontravam dentro dos limites de referéncia descritos na literatura.
A ocorréncia de plaquetopenia na Febre do Dengue € um marcador classico da

doencga, ja descrita por outros autores (LIU et al, 1989, DIETZ et al, 1996; SINNIAH e
IGARASHI, 1995). Dentre as possiveis causas sugeridas para essa plaquetopenia

68



destacam-se a presencga de anticorpos IgM anti-plaquetas, hipoplasia da medula

Ossea e/ou destruicao de plaquetas no bago e no figado (HATHIRAT et al, 1993).

Outra importante observacgao foi a redugao do numero de leucdcitos nos pacientes
portadores de FD na fase aguda da doenca. ApoOs a analise diferencial dos
leucécitos, constatou-se que essa leucopenia era consequéncia da diminuicido do
numero de monadcitos, neutrdfilos e linfocitos. Os dados demonstraram que essa
redugdo era mais pronunciada no Dia 0 da infeccdo, retornando a valores

comparaveis aos observados para o controle, a partir do Dia 7.

Quando as subpopulacdes de linfocitos B e T foram analisadas e comparadas com
os dados obtidos para individuos saudaveis, observou-se que a diminuigdo de
linfécitos totais foi devida a reducdo do numero de linfécitos B e T. Neste estudo,
confirmou-se que a redugao no numero de células T circulantes, € consequéncia da
diminuigéo significativa de células T CD4" e CD8", corroborando dados de outros
autores (GREEN et al, 1999; AZEREDO et al, 2001; AZEREDO et al, 2006b).

Acredita-se que no Dengue, a diminuigdo dessas células no sangue periférico, seja
devida a migragdo de células T antigeno-especificas bem como outras células
ativadas, para tecidos como linfonodos, figado e bago com o objetivo de eliminar
células infectadas pelo virus e que, posteriormente, sofram apoptose nesses sitios
distantes. Recentemente, Azeredo e colaboradores (2006b) demonstraram que
linfocitos T CD4" e T CD8" de pacientes com FD expressam altos niveis de
moléculas de ades&o tais como VLA-4 (CD49dCD29), ICAM-1 (CD54) e LFA-1
(CD11a). Alteracdes na expressédo destas moléculas em leucocitos podem resultar
na migracdo dessas células e, assim, afetar o seu numero no sangue periférico e
nos tecidos (CHOI et al, 2004). Portanto, Azeredo e colaboradores (2006b)
sugeriram que os linfocitos ativados observados em pacientes com Dengue, seriam
recrutados para os sitios de infecgcdo para exercer suas funcdes efetoras nesses
locais. O discreto aumento nos niveis das enzimas, alanina aminotransferase e
aspartato aminotransferase, frequentemente associado com a fase aguda do
Dengue, pode refletir a infecgdo viral no figado e a agdo de células efetoras
(KALAYANAROOJ et al, 1997; GREEN et al, 1999). Por outro lado, outros autores

sugerem que a leucopenia observada na FD esta relacionada a uma supresséo da
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atividade da medula éssea pelo virus (DIETZ et al, 1996, KALAYNAROOJ et al,
1997; LA RUSSA e INNIS, 1995).

Tendo em vista a importancia das células T CD4" e T CD8" na patogénese da
infecgdo pelo virus dengue, seja na produgdo de citocinas ou na supressdo da
replicagdo viral através da destruicdo das células infectadas, acredita-se que o
estado de ativagdo seja mais importante que o numero absoluto dessas populagdes
celulares. Visando melhor compreender o estado de ativagdo das células
mononucleares durante a FD, analisou-se a expressao dos marcadores de ativacao
CD69, CD25 e HLA-DR nas subpopulagdes de linfécitos T e a expressao de HLA-DR
em monaocitos dos pacientes nas diferentes fases da doenca e comparou-se aos

valores encontrados para individuos saudaveis.

O CD69 € um marcador de ativacdo precoce e € expresso em diversas células
hematopoiéticas ativadas, incluindo linfocitos T, células NK e mondcitos (TESTI,
PHILLIPS E LANIER; 1989; LANIER et al, 1988; DE MARIA et al, 1994). A
expressado de CD69 em linfocitos ativados in vitro esta relacionada com a habilidade
de induzir respostas proliferativas em células T (PRINCE e LAPE-NIXON, 1997). Os
resultados demonstraram que pacientes portadores de FD apresentam um aumento
na freqiiéncia de células T CD4" e T CD8" co-expressando o marcador de ativagéo
CD69. Um aumento significativo neste marcador foi encontrado nos pacientes na
fase aguda da doenga sendo mais pronunciado nas células T CD8+. Estes dados
corroboram resultados encontrados por Green e colaboradores (1999), que
demonstraram um aumento da expressdo de CD69 em células TCD8", em criancas,
na fase aguda da FD e FHD. Entretanto, estes autores demonstraram que o
aumento de células CD8", expressando o marcador CD69, foi mais pronunciado em
pacientes portadores de FHD, sugerindo que o nivel de ativagao celular durante as
fases iniciais da doenga pode estar relacionado a progresséo para a forma grave da

doenca.

Analisou-se também a expressao do marcador de ativacdo HLA-DR em linfocitos T
CD4" e T CD8". As moléculas de HLA-DR aparecem na superficie de linfocitos T
apos estimulo com antigeno, embora o pico maximo de expressao ocorra apos
alguns dias (MULLER-SUUR et al, 1997). A porcentagem de células T CD8"
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expressando HLA-DR foi, significativamente, maior em pacientes portadores de FD
na fase de convalescenca da doenca. Esses dados confirmam os resultados de
Azeredo e colaboradores (2006b), que encontraram a predominancia do fendétipo de
células T CD8" ativadas pela expressdo do HLA-DP, DQ e DR em pacientes com
Dengue durante as fases mais avangadas da doenga (6-10 dias). Estes autores
também demonstraram um aumento na freqiiéncia de linfécitos T CD8" expressando
a proteina intracelular Tia-1 indicando a possivel existéncia de uma atividade

citotdxica ex vivo nesses pacientes.

Outro marcador de ativacdo avaliado neste estudo foi a expressdo de CD25, a
cadeia a do receptor da IL-2. Testi e colaboradores (1989) demonstraram que o
aumento na expressao de CD25 em células T ocorre pouco tempo apds o antigeno
precoce CD69. Nesta pesquisa foi observado um discreto aumento na populagao de
células CD4'CD25", nos pacientes com FD na fase aguda da doenga. Green e
colaboradores (1999) ndo encontraram diferenga significativa na porcentagem de
células T CD4" expressando o marcador CD25 entre criangcas com FD e criancas

saudaveis, embora em criangas com FD essa porcentagem foi, ligeiramente, maior.

Ampliando o estudo relacionado com ativagao celular, avaliou-se a expressido de
HLA-DR por mondcitos. Os resultados ndo revelaram diferenca, estatisticamente
significativa, quanto a densidade de expressdo de HLA-DR por mondcitos entre os
grupos analisados. Diferente dos nossos resultados, Neves-Souza et al (2005),
utilizando outra abordagem, demonstraram a ativagdo dessas células através da
expressdo de iINOS em pacientes portadores de FD na fase aguda da doenca e

sugeriram seu papel na eliminagdo do virus.

Em conjunto, os dados apresentados acima revelam que, embora haja uma
diminuicdo do numero de linfécitos T na fase aguda da FD, estas células se
encontram altamente ativadas. Correlacionando estes dados com aqueles descritos
por outros autores, pode-se sugerir que estas células estariam migrando para os

sitios de infecgao participando, assim, da eliminac&o dos virus.

Outra populacgéo celular avaliada neste estudo, que poderia participar da eliminagao
do virus Dengue, foi a populacdo de células NK. E importante considerarmos no
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ambito da imunidade inata, o papel das células NK que s&do consideradas células
citotoxicas n&o restritas ao MHC (JANEWAY et al, 2002). Estas células sao
importante fonte de IFN-y durante eventos iniciais de processos infecciosos e
favorecem a diferenciagdo de células T CD4" para um perfil tipo 1 (KEMP et al,
1996). Foram analisadas subpopulagdées de NK, madura e pré-NK, e encontrou-se
um numero reduzido de células NK total e suas subpopulagdes no sangue periférico
de pacientes na fase aguda da doenga. Apesar da diminuigdo do numero absoluto
destas células, os pacientes na fase aguda, apresentaram uma maior porcentagem
de células NK na populacao de linfécitos totais em relagdo aos controles saudaveis.
Esses dados corroboram resultados encontrados anteriormente por Azeredo e
colaboradores (2006a), que demonstraram um aumento da porcentagem de células
NK (CD56"CD3"), bem como células T CD56", nos primeiros dias de infecgéo. Estes
autores sugerem que estas células apresentam importante papel nas primeiros fases
da infec¢do pelo virus Dengue, provavelmente pela produgédo de citocinas, como o
IFN-y, detectado em pacientes com Dengue. Essas citocinas amplificariam a

resposta adaptativa e, conseqlentemente, auxiliariam na resolucéo da infecgao.

Se, por um lado, acredita-se que a resposta imune do hospedeiro seria eficiente
para a eliminacdo do virus Dengue, por outro lado, alguns autores defendem a
hipétese que a resposta imune exacerbada tem importante papel na patogénese e,
portanto, contribuiriam para o desenvolvimento das formas mais graves da doenca
(GREEN et al, 1999; KURANE et al, 1991; LIU et al, 2002). Nesse sentido,
paralelamente a analise fenotipica das células mononucleares do sangue periférico
de pacientes com Febre do Dengue, realizou-se uma analise comparativa entre
pacientes que ainda apresentavam sinais e sintomas da doenca na fase de
convalescenga com aqueles que n&o apresentavam nenhum sinal ou sintoma nessa
fase, visando verificar a associagao entre as alteragdes encontradas no perfil
fenotipico das células do sangue periférico e as manifestagdes clinicas observadas

nesses pacientes.

A analise dos dados néo revelou diferenca estatistica entre esses dois grupos, para
a maioria dos parametros hematolégicos e imunofenotipicos analisados. Entretanto,
observou-se uma maior porcentagem de células T CD8" expressando a molécula
HLA-DR em pacientes no grupo com doenga branda. De forma contraditéria, houve
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uma tendéncia de maior porcentagem de células CD4"CD69" no grupo de pacientes

com doenga mais grave.

No intuito de esclarecer o papel da resposta imune ao virus Dengue, alguns estudos
buscaram correlacionar as alteragdes imunofenotipicas e as manifestagdes clinicas
ao periodo de viremia. Recentemente, Neves-Souza e colaboradores (2005),
utilizando citometria de fluxo, detectaram antigenos do virus Dengue em monocitos
de pacientes com FD somente nas fases iniciais da doenga. De forma semelhante,
Green e colaboradores (1999) relataram que a viremia no Dengue ocorria durante o
periodo febril, coincidindo com uma maior freqiiéncia de células T CD8" e NK
ativadas. Embora neste estudo n&o tenha sido avaliada a viremia, os dados
corroboram a hipétese que a resposta imune do hospedeiro ao virus Dengue é
importante para a eliminag&o do virus, uma vez que, as alteragdes hematologicas e
imunofenotipicas observadas na fase aguda da doencga, desapareceram na fase de
convalescenga que, de acordo com dados da literatura, coincidem com o término da

viremia e o desaparecimento dos sinais e sintomas da doenca.

Dessa forma, os resultados mostram que a infecg&o pelo virus Dengue é capaz de
induzir uma resposta linfocitaria eficiente na eliminacéo viral e na recuperacédo da
infecgdo. Por outro lado, essa ativagdo de linfocitos na auséncia de mecanismos
imunorreguladores poderia ser responsavel pelo desenvolvimento de respostas
imunopatologicas durante a infecgdo. Entretanto, estudos adicionais ainda séo
necessarios para a compreensdo dos mecanismos imunopatolégicos da infecgéo
pelo virus Dengue, 0 que permitira o estabelecimento de um modelo in vitro que
reproduza aspectos da imunopatologia da infecgdo in vivo, modelo esse que é
essencial para o desenvolvimento de intervengdes preventivas e terapéuticas contra

o virus Dengue e que, no futuro, poderao ser aplicadas na clinica.
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6 CONCLUSOES

1. Em relagdo aos parametros hematoldgicos, os resultados mostraram que os
pacientes portadores de Febre do Dengue apresentaram numero reduzido de
plaquetas em todas as fases da doenga em relacdo aos individuos clinicamente

saudaveis, com uma diminui¢do mais acentuada no Dia 0.

2. Os pacientes portadores de Febre do Dengue apresentaram menor numero de
leucécitos totais circulantes, no Dia 0, devido a diminuicdo do numero de neutrofilos,

monaocitos e linfocitos totais.

3. Os pacientes portadores de Febre do Dengue apresentaram menor numero de
linfocitos B, linfocitos T CD4" e T CD8™, no Dia 0.

4. A anadlise de células NK mostrou que os pacientes, no Dia 0, apresentaram um
menor numero destas células, entretanto, uma maior porcentagem de células NK na

populagao de linfocitos totais.

5. Com relagcao ao estado de ativacdo das células, os dados revelaram que, no Dia
0, os pacientes portadores de Febre do Dengue apresentaram maior porcentagem
de T CD4" e T CD8" expressando o marcador CD69, sendo esse aumento mais
pronunciado em linfécitos T CD8". Além disso, foi demonstrada uma maior
porcentagem de linfocitos T CD4" ,co-expressando o marcador HLA-DR, no Dia 0 e
maior porcentagem de linfécitos T CD8", expressando o mesmo marcador no Dia 7.

6. Os pacientes no Dia 0 apresentaram uma maior porcentagem de células T CD4"

co-expressando o marcador CD25 em relacdo as demais fases da doenca.
7. Nenhuma diferenga foi encontrada nas frequéncias de células T reguladoras entre

os pacientes portadores de Febre do Dengue em diferentes fases e individuos

clinicamente saudaveis.
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8. Nao houve diferenga significativa quando compararam-se os resultados da
densidade de expressdo de HLA-DR em mondcitos do sangue periférico entre
pacientes portadores de Febre do Dengue nas diferentes fases e os individuos

clinicamente saudaveis.

9. A analise de associagao entre pardmetros hematoldgicos e o fenotipo das células
mononucleares do sangue periférico com a presenga de sinais e sintomas da
doenca revelou que pacientes do Grupo 2 apresentaram um menor percentual de
linfocitos CD8" expressando o marcador de ativacdo HLA-DR, em relacdo aos
pacientes do Grupo 1. Em relacdo aos demais parametros avaliados, nao foi
encontrada diferenga entre os dois grupos avaliados.
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ANEXO

TERMO DE CONSENTIMENTO

Instituicao: Nucleo de Doencas Infecciosas, Universidade Federal do Espirito Santo

Titulo: Avaliacado do Perfil de Citocinas em pacientes com infecgdo primaria pelo

virus do Dengue em Vitoria, ES, Brasil.

Responsaveis: Rodrigo Ribeiro Rodrigues, Reynaldo Dietze

Nome do Paciente (Adulto):

1.

3.

4.

Eu, estou

sendo convidado a participar como voluntario em um estudo realizado pelo
Nucleo de Doencgas Infecciosas do Centro de Ciéncias da Saude. Os
coordenadores desde estudo s&o: Dr. Rodrigo Ribeiro Rodrigues, Dr. Reynaldo
Dietze, Fernando Neto Tavares e Rodrigo Heringer.

. Este formulario de consentimento |he dara as informagdes sobre o problema de

saude que esta sendo estudado, quais os procedimentos, exames, beneficios e
0os riscos potenciais ao participar deste estudo. Vocé podera decidir nao
participar, ou vocé podera se retirar do estudo a qualquer momento sem que isso
Ihe traga qualquer prejuizo ao seu tratamento. Da mesma forma, vocé podera ser
retirado (a) do estudo a qualquer momento por questdes técnicas ou médicas.
Neste caso vocé sera notificado (a) da decisdo e continuara recebendo o
tratamento para sua doenga.

As informacgdes resultantes deste estudo serdo publicadas, mas sua identidade
sera mantida confidencial em todos os momentos, assim como nas futuras
publicagcdes que possam resultar desse estudo. Representantes das entidades
participantes deste estudo poderdo inspecionar os prontuarios deste estudo.
Vocé ndo tera despesas com os exames e procedimentos realizados neste
estudo.

Antes de assinar este formulario vocé podera fazer todas as perguntas que julgar
necessarias para esclarecer duvidas sobre qualquer aspecto deste estudo.
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5. Objetivo do estudo: examinar o seu corpo, especialmente algumas células do seu
sangue que sao capazes de combater o virus do Dengue. A sua participagao
neste estudo proporcionara informagdes essenciais sobre como prevenir
complicacbes causadas pela doenca. Os resultados deste estudo poderdo
auxiliar o desenvolvimento de uma vacina eficaz na prevencéo do dengue.

6. Beneficios: Como parte dos beneficios por participar deste estudo, vocé recebera
um acompanhamento mais proximo e um tratamento normalmente ndo dado as
pessoas que ndo estdo participando deste estudo. Caso surjam complicagbes
desenvolvidas decorrentes da sua doencga, poderemos detecta-las mais cedo e
possivelmente evitar suas complicacgoes.

7. Riscos potenciais: Entendo que a doagdo da amostra do meu sangue para a
realizacdo dos testes da doenca podera causar discreta dor e um possivel edema
no local da pungao. Este procedimento sera realizado por médicos ou por
técnicos experientes do Nucleo de Doencgas Infecciosas, que esta conduzindo
este estudo.

8. Para informagdes adicionais sobre este estudo, vocé podera entrar em contato
com o Dr. Reynaldo Dietze ou Dr. Rodrigo Ribeiro Rodrigues no Nucleo de
Doencgas Infecciosas pelo telefone (27) 3335-7210 ou 3335-7207. Para obter
informacdes sobre seus direitos na participagdo deste estudo, vocé podera entrar
em contato com O Dr. Paulo Roberto Mercon de Vargas, Presidente da
Comissdo de Etica do Centro de Ciéncias da Saude, pelo telefone (27) 3335-
7210.]

Declaro que estou ciente e de acordo com todas as informagdes contidas neste

Termo de Consetimento Pds Informagao. Decidi participar deste estudo apds ter feito

e obtido respostas satisfatorias a todas as minhas perguntas. Estou também ciente

que poderei fazer quantas perguntas desejar a qualquer momento e que receberei

uma copia deste Termo de Consentimento Pds-Informacgao.

Eu, , Cl , com

_______anos de idade e em pleno gozo de minhas faculdades fisicas e mentais,
concordo em participar como voluntario do estudo “Avaliagcdo das respostas das
células T de defesa e produgéo de citocinas em pacientes com infecgcdo aguda por
Dengue”, com a diregcao do Nucleo de Doengas Infecciosas — Universidade Federal
do Espirito Santo.
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FORMULARIO DE TRIAGEM

Data: Numero do voluntario:
Numero do soro:
Nome do voluntario:

Apelido:
Idade: Sexo:
Endereco:

Referéncia:

Telefone:

= Por quantos dias vocé ficou com febre?

= Por quantos dias vocé faltou ao trabalho (ou escola)?

VISITAS

DIAO DIA7 DIA 60

= Por quantos dias vocé ficou acamado?

VISITAS

DIAO DIA7 DIA 60

=  Vocé tomou alguma medicagao?

VISITAS

DIAO DIA7 DIA 60

Se sim, POR QUE?

= Vocé procurou cuidados médicos?

VISITAS

DIAO DIA7 DIA 60

Se sim, POR QUE?

= Vocé recebeu alguma vacina nos ultimos 30 dias ou pretende vacinar nos
proximos 2 meses?



HISTORIA CLINICA E EXAME FiSICO

Data: Numero do voluntario:
Nome:
Idade: Sexo:
VISITAS
SINTOMAS DIAO DIA7 DIA 60
Cefaléia
Nauseas
Vomitos
Diarréia

Dor abdominal
Sangramento anormal
Artralgia

Rash cutaneo

Mialgia

* 0 = sem sangramento, 1 = gengivas, 2 = nariz, 3 = hematémese, 4 = melena, 5 = outros (nota)
6 = incerto (nota)

Comentarios:
AVALIACAO MEDICA
VISITAS
DIAO DIA7 DIA 60
Temperatura

Sangramento (0 a 6)*

Estado mental **

Petéquias espontaneas (Y/N/U)
Equimoses espontaneas
Edema apds venopuncédo (Y/N/U)
Teste do tourniquete

Ascites

Erup¢bes maculopapulares
Erupgbes confluentes

Rubor

Voluntario hospitalizado nota

* 0 = sem sangramento, 1 = gengivas, 2 = nariz, 3 = hematémese, 4 = melena, 5 = outros (nota)

6 = incerto (nota)
** 1 = alerta, 2 = sonolento, 3 = letargico (mais sonolento ou moroso), 4 = obnubilado (acorda com
estimulagdo vigorosa), 5 = comatoso

Comentarios:
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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