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RESUMO

A dengue é uma arbovirose de importancia médica e epidemioldgica, uma vez que é responsavel por
grandes epidemias e alto grau de morbi-mortalidade. E transmitido pela picada da fémea do mosquito Aedes
aegypti, com quadro clinico variando desde simples mal-estar, passando por sintomas de febre alta e
cefaleias, até os sintomas graves de hemorragias ou choque da dengue. Este virus apresenta afinidade
pelas células do sistema mononuclear fagocitario, e a liberacdo de diversas citocinas tem sido associada
aos quadros clinicos caracteristicos desta enfermidade. O sistema imunoldgico é responsavel pela defesa
do organismo contra diversos agentes patogénicos, e atua por meio da resposta imunoldgica, que € um
intrincado sistema composto por diversas células, substancias e mecanismos interdependentes, resultando
na atuagdo de uma resposta adquirida. Esta é mediada pelos linfécitos B e T, com maior especificidade aos
patdgenos invasores. Os linfocitos originam-se de uma célula precursora comum, porém seguem caminhos
de diferenciacdo celular diferentes, resultando em duas classes de linfocitos T: os linfécitos T citotéxicos
(LT) e os linfécitos T Helper (Th) ou auxiliares, estes Ultimos apresentando diferentes subtipos, de acordo
com o padrdo de citocinas liberadas. Um destes subtipos, os Linfécitos Th do Tipo 17 (Th17), apés sofrerem
processo de maturacao, liberam dentre outras citocinas as IL-17, porém sdo modulados por outras citocinas
(IL)-2, IL-4, IL-6 e IL-17. Estas citocinas relacionadas a resposta Th17 foram o objeto de analise do presente
estudo, pois tem sido sugerido um papel importante na patogénese das formas graves da dengue, pois
podem facilitar a inoculagdo do virus em células fagocitérias, além de estimular a secre¢éo de fatores que
aumentam a permeabilidade vascular. Este estudo foi de natureza retrospectiva de carater transversal com
componente analitico, do qual trés grupos amostrais representativos de casos de dengue grave, ndo grave e
grupo controle negativo foram avaliados. As amostras positivas foram disponibilizadas pela Fundacdo de
Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMTHVD), que dispensou a necessidade da assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). As amostras do grupo controle negativo foram
coletadas na Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM), apds abordagem
individual aos doadores desta instituicdo e assinatura do TCLE. Ao final do processamento e analise
estatistica dos dados obtidos, determinou-se os niveis séricos das citocinas (IL)-2, IL-4, IL-6 e IL-17, com
perfil da resposta Th17, nos grupos positivos e negativos para o diagnéstico de dengue, através de Kit CBA
FLEX Thl Th2 Th17 (BD Biosciencies). O presente estudo fez parte do projeto de mestrado AVALIACAO
DA RESPOSTA TH 17 NO SORO DE PACIENTES COM DENGUE do Programa de Pés-graduacéo em
Imunologia Basica e Aplicada (PPGIBA), devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Amazonas.
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1. Introducéo

A maioria das respostas imunes bem-sucedidas envolve as imunidades humoral e celular, mas em
algumas condices os dois tipos de reacbes efetoras sdo mutuamente excludentes. Células Th podem
desenvolver diferentes polaridades de producdo de citocinas, como Thl, Th2 ou Thl7. Os fatores
responsaveis pela polarizagdo da resposta Th em um padrdo predominante tem sido extensamente
investigados (18).

Um novo subtipo de células Th, conhecidas como Thl7, que produzem Interleucinas do tipo 17 (IL-
17) isoladamente ou em combinacdo com Interferon -y (IFN-y), foram identificadas recentemente (18). A
diferenciagdo de células naive para o fenotipo Th1l7 é mediada por vérias citocinas, incluindo fator de
transformagé&o de crescimento -G8 (TGF- B), IL-1 B, IL-6, IL-21 e IL-23 em ratos e seres humanos. Além disso,
IL-1 B8 mostrou ampliar a resposta Th17 na presenca de IL-23 (17, 19).

A infeccdo pelo virus da dengue é uma importante arbovirose, que apresenta quatro diferentes
sorotipos DEN-1, DEN-2, DEN3 e DEN-4, a medida que foram introduzidos resultaram em epidemias que
afetaram diversosx paises (20). Os varios sorotipos do virus da dengue sdo transmitidos aos humanos
através da picada do mosquito Aedes infectado, principalmente Aedes aegypti, de distribuigdo tropical e
subtropical ao redor do planeta (21).

Qualquer um desses sorotipos pode causar sintomas desde mal-estar febril autolimitante chamado
Febre da Dengue (DF) até a febre hemorragica da dengue (DHF) e sindrome do choque da dengue (DSS).
Esta doenca apresenta-se como uma das maiores causas de morbidade e mortalidade em criangcas em
varios paises endémicos asiaticos e sul-americanos (22, 23). E necessario compreender o padrdo de
resposta Thl7 na dengue, de forma a melhorar o entendimento sobre a patogénese desta doenca. Além
disso, poucas publicacdes abordaram a relacdo da resposta Thl7 e a dengue, o que demonstra a

importancia da presente pesquisa.



2 Revisdo de literatura

2.1 Dengue

A dengue é uma arbovirose transmitida ao homem pela picada de um mosquito Aedes aegypti, 0
vetor principal, porém outros como o A. albopictus também sejam importantes para a transmissdo da
doenca. Ambos proliferam principalmente em regides de clima tropical e subtropical (1, 2). Os virus da
dengue pertencem ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, apresentando 4 sorotipos (DEN-1, DEN2, DEN-
3 e DEN-4) (3). Em janeiro de 2001, o sorotipo DEN3 foi introduzido no Brasil, sendo responsavel pela
epidemia de 2002, quando foram notificados aproximadamente 800 mil casos, apresentando nos dois anos
seguintes uma incidéncia diminuida. Em 2005 houve aumento na incidéncia, e em 2008 mais de 700 mil
casos e 45 mil hospitaliza¢des por dengue foram registrados (4).

Apos a inoculagdo pelo mosquito, o virus da dengue replica-se ativamente em células musculares
estriadas, lisas e fibroblastos, além dos linfonodos locais. Em seguida é estabelecida a viremia, onde se
dissemina por todo o organismo, podendo estar livre no plasma, ou intracelularmente em macrofagos, pois
este virus apresenta tropismo positivo por células do sistema mononuclear fagocitario (macréfagos,
mondécitos e células B) (5).

Com um periodo de incubagdo de 7 a 10 dias, a seguir disso apresenta-se a forma clinica da
doenca, com uma ampla faixa desde mal-estar inaparente até quadro clinico hemorragico, eventualmente
fatal. A maior parte das infecgbes por dengue € assintomatica ou muito suave, com febre indiferenciada
caracteristica, com presen¢ca ou auséncia de erupc¢do cutanea, principalmente em bebés ou criancas
pequenas. Ja em criangas maiores e nos adultos estd presente a Febre da Dengue (DF), que consiste em
febre alta, cefaleia, mialgia, artralgia, dor retro-orbital e prurido maculopapular. O vazamento de plasma é
um indicativo de Febre Hemorragica da Dengue (DHF), sendo caracterizada por hemorragia,
trombocitopenia (abaixo de 100.000 ml), e hematdcrito elevado (superior a 20%). Alguns pacientes evoluem
para falha circulatéria, chamada de Sindrome do Choque da Dengue (SSD), marcada principalmente pela
hipotensao, e é classificada em média (graus | e 1) e grave (graus lll e IV) (2).

A liberacéo de diversas citocinas e mediadores inflamatérios pela resposta imunolégica ao virus do
dengue é responsavel por uma maior permeabilidade vascular, resultando em extravasamento anormal de

plasma e alteragbes hemostaticas (6).

2.2 Sistema Imunolégico

O sistema imunolégico ou sistema imune € um complexo de organizagdo a nivel celular e
molecular, especializado na defesa do organismo contra infec¢des, células cancerosas e as transplantadas.
A sua forma de atuagdo da-se por meio de uma resposta imune, dividida conceitualmente em inata ou
natural e adquirida, porém tem seu limite cada vez mais sutil, com a descoberta de hovos componentes que

unem as duas respostas (7, 8).



A resposta inata representa uma forma de defesa rapida e generalizada contra nimero limitado de
estimulos. Esta é representada por barreiras bioldgicas, fisicas ou quimicas, células especificas, tanto as
fagociticas (neutrdfilos, macréfagos, mondcitos e células Natural Killer - NK), quanto as que liberam
mediadores inflamatorios (baséfilos, mastécitos, eosindfilos), além de moléculas sollveis (proteinas de fase
aguda, complemento e citocinas), que dispensam contato prévio com agentes agressores para sua atuacao
e, portanto, ndo se alteram qualitativa ou quantitativamente apés este contato (9, 10).

Promovendo um elo entre as respostas inata e adquirida, encontram-se as células apresentadoras
de antigenos (APC), representadas principalmente pelas células dendriticas (DC), além dos macro6fagos.
Esta intermediacdo entre as respostas € causada por estimulacdo de elementos da resposta inata e por
viabilizarem uma estimulacdo eficiente dos linfécitos B e T - que compSem a resposta adquirida,
principalmente dos Ultimos, que obrigatoriamente necessitam do processamento e apresentagdo de
antigenos por uma APC. Os antigenos capturados séo processados no interior da célula e apresentados em
sua superficie, inseridos em moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC), que podem
ser de dois tipos MHC classe | e classe Il, que ativam Linfocitos T citotdxicos (LT) e T Helper (Th),
respectivamente (11).

A resposta adquirida € mediada por células especializadas, os linfécitos B e T, sendo as suas
principais caracteristicas ao contrario da resposta inata, a especificidade e diversidade de reconhecimento,
possuindo a capacidade de especializacdo da resposta quando o organismo é exposto novamente a
determinado agressor, configurando o conceito de memdéria imunoldgica, além de autolimitacdo e tolerancia

aos componentes do proprio organismo (9).

2.3 Linfécitos

Células-tronco pluripotentes originam as células precursoras mieldides e linfoides, estas Ultimas
dao origem aos linfécitos T, B e Natural Killer. Desse ponto, os linfocitos seguem dois caminhos distintos: Os
precursores dos linfécitos T (LT) deixam a medula 6ssea em dire¢do ao timo, onde sofrerdo todo um
processo de selecdo e maturagdo. Apenas os linfécitos T maduros deixam o timo passando para a
circulagdo. As células que originardo os linfécitos B (LB) permanecem na medula até sua maturacao,
guando a abandonam em direcdo a circulacdo e migram para os 6rgéos linfoides secundarios. As moléculas
responséveis pelo reconhecimento de antigenos nos linfocitos B, fazem parte da familia de imunoglobulinas,
IgM e IgD. Por outro lado nos linfécitos T sédo denominados receptores dos linfocitos T (TCR) (12).

Os linfécitos B sdo responsaveis pela imunidade humoral, que é caracterizada pela liberagdo de
anticorpos capazes de neutralizar, marcar ou mesmo destruir os antigenos pelos quais foram gerados. Além
disso, os linfécitos B atuam como APC, apresentando MHC classe Il e, portanto, estimulam a proliferacéo de
linfécitos T Helper, que posteriormente geram um feedback positivo, no qual estes estimulam a proliferacao
e diferenciacdo dos linfécitos B (7, 12).

O processo de maturacdo dos linfécitos T ocorre em etapas sequenciais, que envolvem a
recombinacdo da expressdo do TCR, proliferacdo das células, expressao de co-receptores CD4 e CD8,
além de selecdo positiva e negativa por apresentacdo de antigenos que ocorre no timo. A selecdo é

importante para regular o nivel de atividade dos linfocitos T: a selegdo positiva consiste na capacidade da



célula de reconhecer antigenos préprios, estejam estes associado a MHC classe | ou Il e, diferenciando-se
em linfocito T especifico, ou na auséncia desse reconhecimento entrar em apoptose. Ja a sele¢do negativa
€ o0 outro oposto, quando as células apresentam afinidade exagerada ao antigeno préprio do organismo,
ativando a apoptose, reduzindo as chances de processos autoimunes (7).

Os linfécitos T Helper (Th) ou auxiliares constituem um dos tipos de células efetoras da resposta
adquirida, secretando citocinas e sdo responsaveis pela coordenacdo da ativacdo e atividade de outras
células imunes como linfécitos B, macréfagos ou linfocitos T citotoxicos, estando os Ultimos envolvidos no
controle de virus e células cancerosas, onde ocorre sinergismo entre os dois subtipos de linfécito T na

defesa contra os patégenos intracelulares (13).

2.4 Linfécitos T Helper e Respostas Th

Os linfécitos T Helper (Th) sao subdivididos funcionalmente a partir do padrdo de citocinas que
liberam, pois morfologicamente s&o indistinguiveis. Posteriormente a um estimulo advindo de uma APC, um
linfécito precursor ThO pode diferenciar-se em um linfcito Th tipo 1 (Th1l), tipo 2 (Th2) ou tipo 17 (Th17), de
acordo com as citocinas presentes, que apresentam um papel fundamental na diferenciacdo desses
subtipos de linfocitos (9).

A diferenciacéo dos CD4 em linfécitos Thl ocorre na presenca de IL -12 e IFN -y, que determinam
um perfil inflamatério. Este subtipo celular produz IL -2, que induz a proliferacdo de linfécitos T citotoxicos,
além de aumentar sua capacidade. Outra citocina produzida é o IFN -y que é responsavel pela ativagcao de
macréfagos e linfécitos T citotoxicos, com papel relevante na defesa contra patégenos intracelulares, além
de induzir um feedback positivo para diferenciacéo de ThO em Thl e inibindo a via Th2 (7).

A diferenciacéo em Th2 depende da presenca de IL -4 e determina um perfil anti-inflamatdrio. Este
subtipo celular produz IL -4, IL -5, IL -6 e IL -10, contribuindo para a defesa humoral, através dos linfocitos B.
Analogamente a Thl, a citocina IL -4, promove um feedback positivo, para a diferenciacdo dos linfécitos ThO
em Th2 e inibe a via Th1(14).

2.5 Linfécitos e Resposta Th17

A diferenciacdo em Thl7 depende da presenca de IL -23, apresentando perfil inflamatorio. Este
subtipo celular representa importante protecdo contra agressores extracelulares, descoberto recentemente a
partir do isolamento da IL -23, que é produzida por macrofagos, apresentando papel pré-inflamatério. Produz
as citocinas IL -17, IL -22 e IL -26. As citocinas da familia IL -17 sdo produzidas de igual forma por
neutréfilos sendo potentes indutoras da inflamacao, por estimular a producdo de citocinas inflamatérias
como IL -6, IL -1 e TNF-a em células endoteliais (14).

A regulacéo da diferenciacdo e producao dos diferentes subtipos de linfécitos Th, dependem de
um intrincado processo de regulacdo cruzada a partir das citocinas produzidas por esses mesmos subtipos
celulares. A via de diferenciacdo Th17 é antagonizada por citocinas produzidas pelos subtipos Thl e Th2. A

exata compreensdo dos mecanismos de polarizagdo Th em humanos é fundamental para um melhor



entendimento dos mecanismos fisiopatolégicos das doencas inflamatérias crénicas e para possivelmente

desenvolver formas mais eficazes de imunoterapia (12).

2.6 Resposta Th17 a infeccao pelo virus da Dengue

Dentre os fatores que parecem contribuir para o estabelecimento da Febre Hemorragica da
Dengue, esta a presenga de anticorpos apés sucessivas infecgGes por diferentes sorotipos do virus da
dengue. Esta hip6tese é levantada com base, na capacidade de uma resposta inflamatoéria mais potente ao
virus (4). Neste caso de infeccbes sequenciais, as células Th parecem exercer alguma influéncia negativa
para o doente, uma vez que promove o fendmeno de facilitacdo por anticorpos de penetracdo viral em
macréfagos (Antibody Dependent Enhancement - ADE). O IFN —y liberado pelos linfécitos Th aumentam a
expressédo dos receptores Fcy na membrana de macréfagos, tornando mais suscetiveis a infec¢éo viral (15).
A imunidade permanente ocorre somente para 0 mesmo sorotipo, e a imunidade cruzada entre os diferentes
sorotipos é breve.

A resposta Th17 tem um importante papel na defesa do hospedeiro contra patégenos especificos
e séo potentes indutoras de autoimunidade e inflamacéo tecidual. Um nimero significativo de citocinas esta
significativamente aumentado em pacientes com DHF e dentre essas, as induzidas pelas células Th17. IL-
17 demonstraram causar o aumento da secrec¢do de IL -6, Il -8 e valores altos de MCP-1 (Monocyte
Chemoattractant Protein-1) tém sido encontrados na DHF, o que pode reduzir as juncdes oclusivas de
células endoteliais, como uma causa potencial de vazamento de plasma nessa forma da doenca (16).
Porém ainda s&o poucas as publica¢cbes a respeito do papel da IL -17 em infec¢des virais (17).

E de importancia fundamental compreender o papel exato dessas células e das citocinas liberadas
por elas na patogénese da DHF para entender o0 mecanismo desta doenga e 0s mecanismos envolvidos na
troca de resposta entre Thl e Th2 (17) e a descoberta das células Th17, permitiu correlacionar alguns casos
de auséncia daquelas formas de resposta presente com a DHF (16).



3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

e Avaliar a resposta Th17 no soro de pacientes com diagndstico clinico e laboratorial positivo

e negativo para dengue.

3.2. Objetivos Especificos

Inicialmente, o projeto apresentava o seguinte objetivo especifico:
e  Verificar por meio de citometria de fluxo os niveis séricos das citocinas IL-17 e IL-23,

No entanto, devido a grande demanda de pesquisadores envolvidos em estudos com o soro de
pacientes acometidos no surto de dengue de 2011, além de a pesquisa com a citocina IL-23 requerer maior
guantidade de soro e a ndo funcionalidade dos Kit's recebidos para a avaliagdo desta citocina, optamos por
realizar a avaliacdo de outras trés citocinas, que apresentam grande relevancia na evolugdo
imunopatolégica da dengue. Portanto, os seguintes objetivos foram propostos, a partir do segundo semestre

de realizag&o da pesquisa:

e Verificar por meio de citometria de fluxo os niveis séricos das citocinas interleucina (IL)-2, IL-
4,1L-6 e IL-17.



4. Materiais e Métodos

4.1 Caracterizacao da Pesquisa

Este estudo foi retrospectivo de carater transversal com componente analitico, onde selecionou-se
amostras positivas para dengue grave e nao grave classificadas por método Reacédo Cadeia de Polimerase
(PCR) em tempo real do soro de individuos adultos. Utilizamos amostras coletadas durante um surto de
dengue ocorrido na cidade de Manaus no periodo de Janeiro a Abril de 2011 e armazenadas em biofreezer
a -20° C na Fundag&o de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (FMTHVD).

O presente estudo fez parte do projeto de mestrado do Programa de Pés-graduagdo em
Imunologia Basica e Aplicada (PPGIBA), devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Amazonas, inserido na Plataforma Brasil. Neste, tivemos dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) para as amostras ja coletadas e armazenadas na (FMTHVD)
Instituicdo colaboradora que concordou em fornecer as amostras com a devida anuéncia. Para as amostras
dos controles negativos aplicou-se um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE aos doadores

da Fundacéo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (FHEMOAM).

4.2 Selecao das Amostras

Foi utilizado um total de noventa amostras divididas em trés grupos distintos de trinta amostras.
Um grupo composto por sessenta amostras positivas, selecionadas aleatoriamente do Biobanco da
FMTHVD. Sendo trinta amostras com diagnéstico para dengue grave; e um grupo de trinta amostras
positivas para dengue nado grave, de pacientes adultos, ndo indios (separadas previamente das demais
amostras de pacientes gravidas, menores e indios).

Um grupo de trinta amostras negativas oriundas de soro de doadores de sangue da FHMEMOAM,
gue foram selecionados apos abordagem individual na recepgcdo da FHEMOAM, durante a triagem de rotina
de doacdo de sangue, no periodo matutino diariamente até a obtencdo do N amostral (30 amostras) que

aceitaram participar do estudo apés assinatura do TCLE.

4.3 Informagdes dos Pacientes

As informacdes foram mantidas em sigilo absoluto, preservando a identidade de todos os sujeitos
envolvidos nesta pesquisa. Além disso, as amostras positivas e negativas contiveram siglas de sistema alfa-

numérico, impedindo assim, o reconhecimento amostra-doador/paciente.

4.4 Critérios de Incluséo

e Grupo Controle Positivo: Pacientes adultos, acima de 18 anos, nao indios, atendidos na FMTHVD

no periodo de Janeiro a Abril do ano de 2011, com diagnéstico clinico/laboratorial de dengue.



e Grupo Controle Negativo: Doadores voluntarios de sangue oriundos da FHEMOAM que
concordaram participar deste estudo apés a assinatura do TCLE, e que tiveram suas amostras aptas

para a distribuig&o.

4.5 Critérios de Excluséao

e Grupo Controle Positivo: Pacientes menores de 18 anos, Pacientes indios e pacientes sem
diagnostico clinico/laboratorial confirmado para dengue. Nao participaram deste estudo as amostras
gue obtiveram diagnéstico de outras doencas tropicais atendidas na referida Fundacéao.

e Grupo Controle Negativo: Doadores que nao aceitaram assinar o TCLE. Foram excluidos também,

doadores que eventualmente tiveram suas amostras ndo aptas para distribuicdo pela FHEMOAM.

4.6 Riscos

e Grupo Controle Positivo: 1- Dengue Grave (30 amostras); 2-Dengue N&o Grave (30 amostras) Para
0 grupo controle positivo o0 risco existente de perda do anonimato foi minimizado através da
codificacdo (siglas alfa numéricas) das amostras, impedindo desta forma a identificacdo dos
pacientes, pois se tratavam de amostras ja coletadas, armazenadas e disponibilizadas pela
FMTHDV.

e Grupo Controle Negativo: Doadores voluntarios oriundos da FHEMOAM (30 amostras). Risco
Minimo causado pela lesdo inerente do bisel da agulha, sendo que esta ja ocorreria, como rotina
durante o processo de doagéo voluntaria de sangue.

4.7 Avaliacao do Perfil de Citocinas e Resposta Imune

Determinou-se ao final do processamento das amostras o perfil das citocinas séricas interleucinas
(IL)-2, IL-4, IL-6 e IL-17 e realizou-se sua analise. As citocinas séricas foram quantificadas a partir de uma
aliquota de soro para determinacg&o do perfil de resposta imune Thl Th2 Th17 através de Kit CBA FLEX Thl
Th2 Th17 (BD Biosciencies), demarcando assim a presenca ou auséncia destas citocinas dentre os grupos

positivos e negativos.

4.8 Analise dos Dados

Utilizou-se estatistica descritiva para apresentacao do perfil de citocinas dos grupos avaliados, dos
pacientes selecionados. A partir de estudo piloto para as principais variaveis estudadas, procedeu-se o
calculo da amostra ideal, considerando-se um P=0,05 (poder estatistico de 95%). Em todas as analises foi
considerado nivel de significAncia de 0,05. Os resultados das dosagens de citocinas em diferentes grupos
foram comparados usando Andlise de Variancia de um Fator (One-Way-ANOVA), com teste de Tukey para

analise pos-hoc. Realizou-se Correlacdo de Pearson e Regressdo Linear para analisar a relacdo das



citocinas séricas entre os grupos avaliados, tracando assim o perfil de grupos etarios, sexo e cronicidade da

doenca. Todas as analises estatisticas foram realizadas no utilizando-se o Software Livre R e Minitab®.



5. Resultados e Discusséao

Devido a alta demanda de pesquisadores avaliando o soro dos pacientes acometidos pelo surto de
dengue ocorrido no ano de 2011, somado a necessidade de uma aliquota maior de soro para pesquisa de
IL-23, procedeu-se no segundo semestre da pesquisa a avaliacdo de outras citocinas também envolvidas na
resposta imune contra a infeccéo por virus da dengue.

A interleucina-2 é uma citocina produzida a partir de células T, com grande importancia na
regulacado do crescimento e diferenciacéo de células T e B, células assassinas naturais (NK), apés interacéo
com seus respectivos receptores. O sistema de sinalizagdo de IL-2R prossegue através por trés vias
diferentes, que medeiam o fluxo de sinais mitogénicos e de promog¢é&o de sinais de sobrevivéncia (24).

A interleucina-4 é produzida por células T helper do tipo 2, e esta ligada a ativacdo de mastécitos,
desempenha papel importante no aumento da producdo de IgE e da expressdo de seus receptores por
muitas células inflamatdrias, responséaveis pelo inicio e manutencao do processo inflamatério, quando ocorre
a infiltracé@o eosinofilica, degranulagéo de mastdcitos e lesdo intersticial (25).

A interleucina-6 € uma citocina que exerce atividades tanto nas respostas imune inata como na
adaptativa. Ela é sintetizada por mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e outras células em resposta a
microrganismos e também a estimulac&o por outras citocinas e é considerada uma citocina pré-inflamatéria
(26, 27).

A interleucina-17A é uma citocina pré-inflamatdria que induz a produc¢édo de varios mediadores pro-
inflamatérios, como IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, NOS-2, metaloproteases e quimiocinas. Além disso, a IL-17A é
capaz de regular em camundongos a granulopoiese através do fator estimulador de coldnia de granulécitos
(G-CSF), que por sua vez, aumenta o numero de neutréfilos. Embora trabalhos anteriores tenham descrito a
presenca de citocinas IL-17A na dengue, ainda ndo se sabe ao certo a importancia destas citocinas na
imunopatbgenese desta doenca (28, 29) .

Os niveis séricos das interleucinas IL-2, IL-4, IL-6 e IL-17A quando comparados entres 0s grupos
de pacientes com dengue grave e nao-grave apresentaram-se aproximados, ndo sendo considerados
estatisticamente significantes. Porém, quando comparados os grupos de dengue (grave e nao grave) ao
controle negativo, houve consideravel elevacdo sérica dos niveis das citocinas, havendo entdo relevancia
estatistica. Tratou-se de parte de um estudo pioneiro em Manaus, onde se pode demonstrar uma variagao
nos indices das citocinas testadas nos pacientes com dengue, apresentando varia¢des entre os grupos. No
entanto, ainda ndo foi possivel correlaciond-las com a exacerbacdo do quadro. As discrepancias
apresentadas nos graficos, denominadas de outlier, podem ser oriundas de caracteristicas intrinsecas de
cada amostra ou do paciente, ndo sendo as mesmas para diferentes citocinas. Desta forma, mais estudos
devem ser realizados nessa tematica para associar o sorotipo viral (DENV-1, 2, 3 e 4) a gravidade da
doenca, para um melhor manejo do paciente que apresenta dengue grave. Nesse sentido, a continuagéo
desta pesquisa foi possibilitada com a aprovagdo da renovacgéo deste Projeto de Iniciagdo Cientifica com o
titulo: AVALIACAO DAS CITOCINAS IFN-gama E TNF-alfa NO SORO DE PACIENTES COM DENGUE NA
CIDADE DE MANAUS. Sob o cédigo (PIB-B/0057/2014).
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Gréfico 01: Intensidade média das citocinas séricas: IL-2, IL-4, IL-6 e IL-17A em pacientes dos grupos: dengue nédo grave
(DNG), dengue grave (DG) e controle negativo (CN). **** = significativo entre si, ns = n&o significativo (P<0,05).

350 4 *& &K
300 4 n=
- |
250 4
-

200 4
150 iI i
100

50

L] T T *
DHG DG CH
IL-6
2000+ -
1500 .
1000 4
.
s00
:.ﬁ
0 ———
=500 T T T
DNG DG CN

Intensidade Média de Fluorescencia

Intensidade Média de Fluorescencia

|

50 -

200 -
150 -
100 ~

50 -4

IL17A

*hkk

ns

DNG

DG




2. Conclusao

A infeccao por dengue apresenta alta morbi-mortalidade, além de surtos representativos, incluindo-
se aqui o ocorrido na cidade de Manaus no ano de 2011, onde os quatro sorotipos virais estiveram
presentes, inclusive em co-infec¢des. Desta forma, fez-se necessario avaliar os fatores que concorrem para
as complicacdes do quadro desta doenca, como extravasamento de plasma, que ocorre na dengue grave e
sindrome do choque da dengue (SCD), com pior prognéstico.

A presente pesquisa, a partir da analise por citometria de fluxo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6 e IL-17A,
permitiu confirmar a associacdo entre a infeccdo por virus dengue e o aumento do nivel de citocinas,
apontada por diversos estudos. Por outro lado, ainda néo foi possivel correlacionar a elevagcédo do nivel de
determinadas citocinas com um quadro clinico exacerbado de dengue, indicando a necessidade da

realizacdo de novos estudos que atuem com a estratificagdo das amostras baseadas nos sorotipos virais.
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ANEXOS

ANEXO A — Trabalho apresentado no 5° Simpdsio de Imunologia da UFAM.
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