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CAPITULO |

Introducao

Dengue € uma doenca infecciosa aguda que se tornou, em areas tropicais, a
mais importante dentre todas as doencas de etiologia viral transmitidas pela
picada de mosquitos. E considerada também, dentre todas as arboviroses, a mais
importante das ultimas trés décadas (1,2).

Estima-se que a incidéncia da doenca tenha aumentado trinta vezes nos
altimos cingiienta anos e, anualmente, ocorram cerca de 100 milhdes de casos de
dengue classico (DC) e 500.000 de dengue hemorragico (DH) ou sindrome do
choque do dengue (SCD) no mundo (3). Os anos de 2001, 2002 e 2003, em
especial, foram marcados por epidemias globais sem precedentes na historia da
doenca (4).

Infeccdes pelo virus do dengue representam uma significante causa de
morbidade e mortalidade em muitas areas do mundo, como a Asia e Américas
Central e do Sul (2). O virus tornou-se endémico em inimeros centros urbanos e
0 aumento acentuado da urbanizacdo tem conferido condicOes ideais para a
proliferacdo do vetor, bem como para o aumento das infec¢des pelo virus em

guestao (5).

Epidemiologia e transmisséo

O virus do dengue € mantido em um ciclo de transmissédo urbana em &reas
tropicais e subtropicais pelo mosquito Aedes aegypti, uma espécie fortemente
relacionada com a habitacdo humana, mas podem ser transmitidos também pelo
A. albopictus e A. scutellaris (6).

Os primeiros casos de doencas compativeis com o dengue datam de 1779 e
1780. Durante a segunda guerra mundial, a maioria dos paises asiaticos



vivenciou a circulacdo de multiplos sorotipos do virus do dengue, tendo o DH se
tornado o principal problema de saude publica (1).

Nas regibes das Américas, entre 1950 e 1960, por meio de um programa
coordenado pelo “Pan American Health Organization”, o A. aegypti foi
considerado erradicado. Contudo, ap0s os anos 70, novos espécimes foram
introduzidos, sendo que desde entdo o numero de paises com epidemias de
dengue vem aumentando, devido a introducdo de novos sorotipos (7).

Atualmente, o dengue apresenta-se como um sério problema de salde
publica no Brasil. Do inicio ao més de marco de 2007 foram notificados 85.018
casos, sendo 79.732 referentes apenas ao periodo de janeiro a fevereiro,
representando um aumento de 29,58% quando comparado com o mesmo periodo
de 2006. O estado com maior numero de casos foi o0 Mato Grosso do Sul (40.187
casos - 50,4%), seguido por Mato Grosso (5.764 - 7,2%), Rio de Janeiro (4.196 -
5,2%), Parana (3.815 - 4,7%), Minas Gerais (3.704 - 4,6%) e Sao Paulo (2.908 -
3,6%) (8). Os demais estados da federacdo apresentaram baixa incidéncia da

doenca.

Etiologia

O virus do dengue é classificado como RNA-virus pertencente ao género
Flavivirus (Flaviviridae). Atualmente, sdo conhecidos quatro sorotipos do virus,
DEN 1, 2, 3 e 4, que se apresentam fortemente relacionados antigenicamente (9-
11).

Seu RNA gendmico, formado por cerca de 11000 nucleotideos organizados
em fita Gnica de sentido positivo, é traduzido para uma Unica poliproteina
precursora, formada por cerca de 3400 aminoacidos. Essa poliproteina é entdo
processada pela célula hospedeira e por proteases virais, originando 10 diferentes
proteinas virais, sendo trés estruturais e sete ndo estruturais (12,13).

As proteinas estruturais sdo denominadas C (proteina do centro), M
(proteina de membrana) e E (proteina do envelope), que conferem uma estrutura
tridimensional ao virus. Um arranjo icosaédrico de 90 dimeros da proteina E
forma um envelope protéico que recobre totalmente a membrana viral. Uma vez
gue esta é a Unica proteina que se apresenta em contato direto com o meio

externo, é a responsavel pelas diversas funcdes bioldgicas do virus, bem como



torna-se o principal antigeno desencadeador da resposta imunoldgica (14,15). As
proteinas ndo estruturais, denominadas coletivamente NS (NS1, NS2a, NS2b,
NS3, NS4a, NS4b e NS5), participam do processo de replicagdo do RNA viral
(13).

Manifestagfes clinicas

As infec¢des pelo virus do dengue podem ser assintomaticas ou levar ao
desenvolvimento de sintomas clinicos, como febre alta bifasica, dor de cabeca
parietal, dor retro-orbicular, artralgia, mialgia, nausea e vomito, caracterizando o
DC (16,17).

Estudos baseados em populagdes mostram que a gravidade da doenca
aumenta com a idade do paciente e com repetidas infec¢cdes, sendo que
leucopenia e trombocitopenia sdo manifestacdes frequentes nestes pacientes (1).

Menos de 3% dos individuos infectados pelo virus do dengue desenvolvem o
DH, classificado em quatro graduagdes, sendo o grau | o mais brando e o grau IV
0 mais severo, bem como a SCD (18).

A fase aguda do DH é caracterizada por sintomas similares ao do DC.
Entretanto, por volta do terceiro ao sétimo dia apés a infecgédo, quando o paciente
com DC teria o inicio da amenizacdo de seus sintomas, de maneira abrupta o
paciente passa a apresentar um continuo extravasamento endotelial de plasma,
hemorragias locais ou generalizadas e coagulopatias, caracterizando assim o DH
(19). A gravidade da doenca € dada pela liquidez do plasma que extravasa
através do endotélio capilar, sem necrose ou inflamag&o do mesmo (1).

A progresséo dos sintomas caracteristicos do DH leva & SCD, marcada pela
hipovolemia clinicamente associada a hemoconcentracéo (20) e a morte.

Nas Américas tropicais, as manifestacbes do DH séo vistas em individuos de

todas as idades, enquanto na Asia acomete principalmente criangas (1).
Tratamento e Profilaxia
N&do existe, até o presente momento, uma terapia especifica para o

tratamento da infeccdo causada pelo virus do dengue. A recuperagdo depende

exclusivamente dos cuidados médicos dispensados (19), como a administracao



de fluidos orais, para compensar a perda de liquidos devido a diarréia e vomito, e
analgésicos e antipiréticos para controlar a febre alta. No caso do DH, a reposicao
pode ser realizada com soro e sangue. Um monitoramento da pressao sanguinea,
hematocrito, contagem de plaquetas e manifestagdes hemorragicas é importante
(21).

N&o ha vacinas em uso até o presente momento, porém existem estudos em
andamento (22). A prevengdo consiste no combate ao mosquito e na
conscientizacdo da populacdo em relagdo a limpeza dos quintais, evitando a

reproducédo do vetor (6).

Patogenia e resposta imune

A infeccdo pelo virus do dengue ocorre em decorréncia da picada do
mosquito A. aegypti, durante seu periodo de alimentacdo. O primeiro mecanismo
de defesa do organismo humano consiste na ativagdo da resposta imune inata,
cuja eficiente atuacdo pode impedir o progresso da infeccéo.

A infeccdo se da através da ligacédo do virus a célula alvo. O virus liga-se a
fatores ou a receptores na superficie celular, que medeiam sua entrada via
endocitose. Mudancas conformacionais na glicoproteina E levam a fusdo das
membranas virais e endossdmicas (23).

Uma vez que a inoculacdo do virus ocorre através da pele, as primeiras
células alvo para a infeccdo seriam as células dendriticas dérmicas e intersticiais,
localizadas no epitélio, sendo este o local da primeira replicacdo viral (24). E
conhecido que mondcitos ou macrofagos também atuam como células alvo;
entretanto, estudos revelam que a infec¢cdo de células dendriticas pelo virus do
dengue € dez vezes mais facil que em mondcitos ou macrofagos (25).

No sentido de erradicar a infeccdo, as ceélulas dendriticas imaturas
infectadas, presentes no epitélio, migram para os linfonodos de drenagem
linfatica, durante seu processo de maturacdo. Os antigenos sdo processados e
convertidos em peptideos, que por sua vez sdo apresentados aos linfocitos T no
contexto das moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC)
classe | e 1l (26).

A ativacéo das células Natural Killer também parece contribuir eficientemente

para impedir a infeccdo viral, embora sejam ainda pouco conhecidos o0s



mecanismos através dos quais elas realizam este processo. Sabe-se, entretanto,
que podem matar células infectadas por meios citotdéxicos ou reconhecendo e
induzindo a lise de células recobertas por anticorpos (27).

Os granulécitos, principalmente os neutrofilos, assim como a ativacao do
sistema complemento, sdo outros elementos importantes envolvidos na
imunidade inata frente ao dengue. A producéo de Interferon por algumas células
(como as dendriticas) em resposta a infec¢cdo seria outro importante mecanismo
para impedir a replicagao viral (28,29).

Uma vez que ocorra uma desregulacdo em alguns dos mecanismos citados,
a barreira imunolégica conferida pela resposta inata se torna ineficiente para
impedir a progressao da infeccgéo viral.

Estudos revelam que uma vez tendo infectado a célula, o virus pode induzir
apoptose celular, através da producdo de proteinas virais. A consequente
fagocitose dos residuos apoptoticos, permitiria a infeccdo de novas células pela
progénie viral, com consequente disseminagdo do mesmo. Isso minimizaria a
acao da imunidade inata (30).

Tendo a resposta imune inata sido ndo efetiva na contencéo da infeccéo e as
células dendriticas sido eficientes em apresentar epitopos virais no contexto do
MHC | e Il, entra em cena a resposta imunoldgica adaptativa.

Os virus do dengue realizam sua replicagdo nos linfonodos regionais, bem
como em fibroblastos e em células musculares estriadas e lisas. Posteriormente,
€ produzida viremia e ocorre uma disseminacéo por todo o organismo, sendo que
0s virus permanecem livres no plasma ou alojam-se no interior de
mondcitos/macrofagos e linfocitos B (31).

Para o controle do dengue, tem importancia a resposta imune humoral. Os
anticorpos se ligam principalmente a epitopos da proteina E do virus, impedindo a
ligacdo e consequente entrada do mesmo nas células, ou induzindo a lise viral,
através da ativacdo do sistema complemento. As imunoglobulinas também
formam complexos com as proteinas NS1 e M, mas em menor grau (32). NS1 é
expressa na superficie de células infectadas, além de ser secretada para a
circulacdo (33). Anticorpos contra a proteina NS1 promovem lise de células
infectadas mediante fixagdo de complemento (34). Anticorpos monoclonais contra
a proteina M apresentam papel protetor, entretanto o mecanismo através do qual



isso ocorre ainda é desconhecido (35). Os anticorpos podem ainda mediar
fendbmenos de citotoxicidade por linfocitos.

Assim como ocorre para com inUmeras outras viroses, a resposta celular
frente ao virus do dengue é direcionada contra multiplas proteinas virais. Estudos
revelam que a proteina NS3 seria a mais imunogénica dentre todas (36). As
proteinas C, M, E, NS1, NS4b e NS5 também s&o imunogénicas, mas em menor
grau (12, 31, 37, 38).

Linfécitos T CD4" lisam células infectadas com o virus do dengue portando
moléculas HLA de classe Il. Essas células também produzem IFN-y, IL-2 e o fator
estimulador de colénias de macrofagos e granulécitos. Jéa linfocitos T CD8™ lisam
células infectadas pelo virus portando moléculas HLA de classe I.

Estudos in vitro mostram que linfécitos T produzidos contra o virus do
dengue produzem predominantemente altos niveis de IFN-y, TNF-a, TNF- e
quimiocinas, como a proteina inibitdria de macréfago-103, eficientes em lisar
células infectadas (39,40).

Ainda permanece desconhecido o grau de contribuicdo da resposta celular
em conferir protecdo a longo prazo induzida pela primeira infeccao viral.
Entretanto, poucos sdo os estudos que evidenciam uma associacdo entre
respostas de linfocitos T e protecéo contra a doenca (38).

A protecao conferida pelos anticorpos oriundos da primeira infecgao estaria
relacionada aos quatro sorotipos virais, uma vez que estes apresentam 65 a 70%
de homologia entre suas sequéncias génicas. Entretanto, ela passa a decrescer
seis meses apés a infeccdo, tornando assim o individuo susceptivel a novas
infeccbes por quaisquer um dos demais sorotipos (41). Halstead et al. (42,43)
observaram, em estudos soroepidemioldgicos realizados na Tailandia, uma
associacdo entre a segunda infeccao pelo virus do dengue e um aumento no risco
do desenvolvimento de DH. Estudos posteriores confirmaram essa hipotese (44-
47). A infeccdo primaria pelo virus DEN-1 seguida por DEN-2 ou DEN-1 seguida
por DEN-3 mostrou-se capaz de induzir DH e/ou SCD (4,48).

Os mecanismos imunopatoldgicos desencadeadores do DH permanecem
ainda nao totalmente esclarecidos, tendo sido formuladas diversas hipoteses.
Acredita-se que variantes do virus do dengue, com diferentes graus de viruléncia,

causariam as diferentes manifestacbes do dengue. Assim, cepas mais virulentas



levariam a patogénese do DH e/ou SCD (20). Rico-Hesse et al. (49) verificaram
que diferencas entre cepas virais seriam importantes na determinacdo da
incidéncia do DH. Outra hipotese formulada seria a do agravamento da infeccao
viral dependente de anticorpo (Antibody-dependent enhancement of dengue virus
infection - ADE). Residuos de anticorpos especificos, em sua maioria contra a
glicoproteina E viral, produzidos na infec¢do prévia, se ligariam ao virus em uma
segunda infec¢cdo heterosorotipica sem neutralizd-los. O complexo virus-anticorpo
facilitaria a internalizacdo viral em células portadoras de receptores Fc, como
monaocitos e macrofagos, contribuindo para um posterior aumento da replicacao
viral e culminado com a patogénese do DH e/ou SCD (50-52). Este fato levaria a
ativacao de células T e producdo de citocinas (31,53).

Noventa por cento dos casos de DH ocorrem em decorréncia de infeccdes
secundarias causadas por um tipo heterdlogo de virus, enquanto 10% ocorrem
em decorréncia de uma infeccdo primaria, observada predominantemente em
criangas no segundo semestre de vida, nascidas de mées que ja apresentaram
dengue. Sendo assim, postulou-se que a mée transmitiria para o bebé seus
anticorpos contra o virus do dengue via placenta. Em uma primeira infecgao viral,
a crianca desenvolveria a ADE em decorréncia da presenca dos anticorpos
maternos (54).

Citocinas proé-inflamatérias possuem um papel importante na patogénese da
infeccdo pelo dengue. IFN-y liberado por linfécitos T ativados pode agravar a
doenca, levando a um aumento da expressao de receptores para fragmento Fc de
IgG e moléculas HLA em células apresentadoras de antigeno. A expressao
alterada de moléculas HLA permite o reconhecimento de um numero maior de
epitopos virais por linfocitos CD4 e CD8, com consequente liberagdo de outras
citocinas. Niveis elevados de TNF-a foram observados em individuos com dengue
(55) e naqueles com a forma hemorragica (56). A acdo dessa citocina sobre
células inflamatdrias e endoteliais contribui com a trombocitopenia e induz a
liberacdo de IL-8, responsavel pelo aumento da permeabilidade vascular (57).

Mondcitos/macréfagos demonstram ser os alvos principais do virus do
dengue, contudo estudos indicam que a replicagdo viral também ocorre em
linfécitos B (60,61), devido a presenca de receptores para fragmento Fc.
Mondcitos/macrofagos ativados liberam tromboplastina e proteases ativadoras do

complemento, causadoras de lise celular e choque (62), assim como IL-1, que



ativa linfocitos T (63). Linfocitos B ativados também podem secretar citocinas
como a IL-6 e o TNF-a (61), que afetam células endoteliais (64).

Em pacientes infectados pelo virus do dengue, niveis elevados de IL-6 foram
correlacionados com uma deficiéncia no fator Xl da coagulacdo e com altos
niveis de componentes fibrinoliticos, como o ativador de plasminogénio, e de
auto-anticorpos anti-plaquetas e anti-células endoteliais (65).

Alguns autores sugerem um padrao de citocinas produzidas por linfocitos
Th1l em individuos com DC e um padréo de citocinas produzidas por linfécitos Th2
em pacientes com a forma hemorragica da doenca. Estes autores observaram,
principalmente, uma maior producédo de IL-4, IL-6 e IL-10 em casos de DH e de
IFN-y e IL-2 em casos de DC (66).

Outras citocinas também se apresentam associadas a gravidade da doenca.
IL-12 desempenha um papel na protecédo contra a forma mais grave da doenca,
por manter uma resposta do tipo Thl (67). IL-18 correlaciona-se a forma mais
grave da doencga, embora seja indutora de Thl. Na realidade, o papel indutor de
Thl ou Th2 depende do tipo celular em que a citocina atua (66). TGF-1 € uma
citocina imunossupressora, associada tanto a gravidade do dengue como a sua
duracdo. Niveis maximos desta citocina foram observados em pacientes com a

forma hemorragica da doenca (68).

Fatores de risco para infeccédo e gravidade da doen¢g a

Os fatores de risco para infeccdo e gravidade do dengue podem ter origem
ambiental. A re-infestacdo de uma regido com A. aegypti ou a introducdo de um
novo sorotipo onde a imunidade da populagdo é baixa sdo claros fatores que
levam a um aumento de transmissao do virus. No entanto, outros fatores podem
estar interagindo e contribuindo para uma flutuagdo na incidéncia da doenca. Um
clima mais quente e Umido geralmente esta associado a um aumento de
transmissibilidade do virus. Temperatura, umidade, densidade e sobrevivéncia da
populacdo do mosquito, densidade das populacdes humanas, tipos de virus,
imunidade especifica para os sorotipos de virus, habitat humano e caracteristicas

das moradias interagem, influenciando no risco da doenga.



Além da influéncia exercida pelos fatores ambientais sobre a doenca, fatores
genéticos possuem extrema importancia na manifestacdo da mesma, uma vez
que em areas endémicas somente uma pequena propor¢do dos individuos
desenvolve a forma mais grave da doenca. Essas observagbes conduziram
diversos pesquisadores ao estudo das bases genéticas do dengue e suas
manifestagbes. Nishimura et al. (69) sugeriram um papel imunossupressor de
HLA-DQ1 na resposta imune ao virus do dengue, enquanto Polizel et al. (71)
observaram uma maior susceptibilidade ao desenvolvimento do dengue em
individuos portadores das moléculas HLA-DQ1. La Fleur et al. (70) sugeriram
HLA-DR4 como um fator protetor contra o DH. A importancia do sistema HLA na
susceptibilidade a doencas é bastante conhecida. Ele participa efetivamente da
resposta imune promovendo a interacdo entre os epitopos de um dado patégeno
e o repertorio de linfocitos T do hospedeiro. Assim, os diferentes repertorios HLA
dos individuos, permitem aos mesmos responderem de forma diferente ao mesmo
antigeno.

Polimorfismos em regifes reguladoras de genes de citocinas foram
recentemente descritos e parecem estar correlacionados com a sua producdo
(72-79). Devido a influéncia exercida na producdo de citocinas, estes
polimorfismos podem conferir flexibilidade na resposta imune. A presenca de
certos gendtipos pode influenciar o curso de infecgdes virais e bacterianas (80-
85). Numerosos estudos tém associado estes polimorfismos a susceptibilidade ou
resisténcia a doencas auto-imunes (74,86,87), a processos de rejeicdo apds o
transplante de Orgdos solidos (75,88,89) e a doengca do enxerto contra o
hospedeiro pés-transplante de medula 6ssea (90-95).

Niveis de citocinas tém sido relacionados com a gravidade do dengue, como
mostrado por Gagnon et al. e Chen et al. (96,97). Sendo a producdo destas
proteinas determinada geneticamente, torna-se importante o0 estudo do
polimorfismo de genes de citocinas e sua relacdo com a susceptibilidade ou
resisténcia ao dengue. Entretanto, sdo escassos 0s estudos que apresentam essa
abordagem. Fernandez-Mestre et al. (82) sugerem a presenca do alelo TNF-308
A como possivel fator de risco para manifestacbes hemorragicas em pacientes
com dengue.

Portanto, outros estudos de associagdo entre polimorfismos em genes de

citocinas e o desenvolvimento do dengue devem ser realizados, permitindo a



identificacdo de marcadores de susceptibilidade ou resisténcia a doencga, com
consequente caracterizacado dos individuos susceptiveis.

Como o padrédo de producgdo de citocinas em individuos que evoluem para
formas mais graves parece bem estabelecido, a determinacédo de variantes das
dos genes de citocinas em individuos que desenvolveram DC poderia informar ao
clinico o risco de um paciente com dengue evoluir para uma forma mais grave da
doenca, permitindo assim um tratamento mais direcionado e personalizado. As
informacdes obtidas também servirdo de referéncia para futuras investigagfes da

resposta imunitaria em casos de DH e SCD.



Objetivo

Objetivo geral

Este estudo tem por objetivo investigar a influéncia de polimorfismos em
regides reguladoras de genes de citocinas na susceptibilidade e/ou resisténcia ao

dengue, numa populacéo da regido sul do Brasil.
Objetivos especificos

1) Identificar os alelos dos genes TNF3% [FNG*™™ L6174 |L107082:819-392 ¢
TGFB1"%%9*1> em uma populacéo de individuos que desenvolveram o dengue e
numa populacdo de individuos controles da regido sul do Brasil, usando a técnica
de PCR-SSP;

2) Estimar as frequéncias alélicas, genotipicas e fenotipicas para estes loci

polimérficos nessas populagdes;

3) Verificar a conformidade das propor¢cbes genotipicas, com respeito as

expectativas em equilibrio de Hardy-Weinberg;

4) Avaliar, através de um estudo caso-controle, uma possivel associacéo entre os
alelos, genotipos e fendtipos de genes de citocinas e o desenvolvimento do

dengue.
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CAPITULO Il

Conclusao

Os resultados apresentados permitem concluir que o genétipo IL67*GC se
apresenta como um marcador de resisténcia ao dengue classico (DC),
influenciando o desenvolvimento desta patologia. No entanto, ainda € obscuro o

mecanismo bioldgico pelo qual este gendtipo afeta o desenvolvimento da doenca.

Perspectivas futuras

O crescente numero de epidemias de dengue distribuidas pelo planeta
alertou as autoridades sanitarias e governamentais em todo o mundo, de modo
que grande atencdo passou a ser dispensada a doenga. Estudos imunolégicos e
imunogenéticos se tornaram essenciais para 0 esclarecimento da
imunopatogénese da doenca, bem como para a compreensao da influéncia de
fatores genéticos do hospedeiro neste mecanismo.

Devido a maior gravidade da sintomatologia no dengue hemorragico (DH),
mais atencdo tem sido dispensada a esta forma de manifestacdo clinica da
doenca, tornando escassos os trabalhos que enfocam o DC. Assim, ha uma
grande necessidade da elaboracédo de mais estudos enfocando o DC, sejam eles
imunologicos ou imunogenéticos.

Considerando-se que diversos trabalhos sugerem que um unico SNP nédo
poderia por si s6 determinar o nivel plasmatico de uma citocina especifica, mas
que um grupo de SNPs presentes nos genes da citocina em questdo
determinariam a taxa de producdo da mesma e, consequentemente,
influenciariam na manifestagdo da doenga, verifica-se a necessidade de estudos
de associagao de grupos de SNPs e DC. Para a Interleucina-6 sdo conhecidos os
seguintes SNPs: IL6MG>C, IL6°% G>A, IL6°°G>C, IL6°®°G>A, IL6°A/T.



Assim, haplétipos envolvendo estes polimorfismos podem ser estudados quanto

ao seu possivel papel na predisposicao ou resisténcia ao DC.
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