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RESUMO

Dengue constitui uma arbovirose de grande importancia em nossa regido, sendo Aedes aegypti seu
principal vetor. O virus da dengue apresenta quatro subtipos (DENV-1, 2, 3 e 4), e todos estes
estiveram presentes concomitantemente no surto da doenca que ocorreu no ano de 2011 na cidade
de Manaus. Esta doenga é classificada como febre da dengue (FD), febre hemorragica da dengue
(FHD) ou a sindrome do choque da dengue (SCD). Em relacdo as células T, estas podem sofre
diferenciacdo em células T Helper, as quais secretam citocinas e séo responsaveis pela coordenacédo
de células como as T citotoxicas, que realizam controle de infec¢des virais. Dependendo do tipo e
combinacgdo de citocinas presentes no microambiente de diferenciacéo, as células T Helper podem
desenvolver-se como subtipos Thl, Th2 e a mais recente descoberta, Th17, sendo esta Ultima o
objeto do presente estudo, através da quantificacdo das citocinas proinflamatérias Fator de Necrose
Tumoral Alfa (TNF-a) e Interferon Gama (IFN-y), e sua correlagdo com os grupos de pacientes
apresentando quadro de dengue grave e ndo-grave e controle negativo. As citocinas séricas TNF-a e
INF-y quantificadas a partir do soro para determinacéo do perfil de resposta imune Thl7 através de
Kit CBA FLEX Thl Th2 Th17 (BD Biosciencies), demarcando assim a presenca ou auséncia destas
citocinas. Em ambas as citocinas quantificadas (IFN-y e TNF-a) foi possivel avaliar que os grupos
de dengue (grave e ndo grave) apresentaram concentracdes aumentadas e estatisticamente
significativas em relacdo ao grupo controle negativo. Ndo houve diferenga entre os grupos dengue
grave e ndo grave para as citocinas IFN-y e TNF-a analisadas. Assim como ndo houve como inferir
na existéncia de um padréao definido como Thl, Th2 ou Thl7 para os casos de dengue grave e ou
ndo grave. Uma estratificacdo das amostras analisadas em relagdo aos seus sorotipos poderia
elucidar a possivel ligacdo destas citocinas com a gravidade da doencga. A renovacgéo desta pesquisa
constituiu uma vertente do Projeto FAPEAM universal: IMUNOFENOTIPAGEM DE CELULAS DO
SANGUE PERIFERICO E PERFIL DE CITOCINAS EM PACIENTES COM DENGUE (Doutorado),

devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas.

Palavras-chave: Dengue; Citocinas; imunologia; TNF-a; IFN-y.



1. INTRODUCAO

A dengue é a principal arbovirose transmitida ao homem através da picada do mosquito,
Aedes aegypti, seu principal vetor (1, 2, 4). O virus da dengue € um virus-RNA de cadeia simples,
pertencente ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, apresentando 4 sorotipos (DENV-1, 2, 3 e 4),
com sequéncia genética homologa de 65-70% (3, 8, 9).

ApOs a inoculacdo pelo mosquito, o virus da dengue infecta e replica-se ativamente em
queratindcitos, células de Langerhans e demais células dendriticas, células musculares estriadas e
lisas, além de fibroblastos. Em seguida é estabelecida a viremia, onde se dissemina por todo o
organismo, coincidindo com o desenvolvimento da fase febril. Neste momento o virus pode estar livre
no plasma, ou intracelularmente em macréfagos, pois apresenta tropismo positivo por células do
sistema mononuclear fagocitario (macréfagos, mondcitos e células B) (6).

A fase febril pode durar de 2-7 dias antes de a temperatura diminuir. A seguir, instala-se a
forma clinica da doenca, com uma ampla faixa desde um mal estar discreto até quadro clinico
hemorragico, eventualmente fatal (7, 12). No entanto, a maioria dos casos de dengue registrados sao
assintométicos, e a doencga clinicamente aparente, que representa <10% de todos os casos €
classificada em febre da dengue (FD), febre hemorragica da dengue (FHD) ou a sindrome do choque
da dengue (SCD) (13). A FD é uma doenca febril auto-limitante, porém de curso debilitante. E
acompanhada por uma combinagédo de sintomas n&o-especificos, incluindo cefaleia, mialgia, dor
retro-orbital e erupg¢édo cutanea (14). Ja a FHD/SCD, que representam as formas mais graves da
dengue, geralmente ocorrem como infec¢cdo secundaria com um sorotipo heterdlogo da primaria, e
séo caracterizadas por extravasamento de plasma e distirbios na hemostasia e picos de febre (8).

O diagnéstico de FHD exige o preenchimento de quatro critérios: febre, manifestacdes
hemorragicas, trombocitopenia (contagem de plaquetas de 100.000 células/mm3), e evidéncia de
extravasamento de plasma (derrame pleural, ascite, hemoconcentracdo de 20% ou hipoproteinemia)
(15). Dessa forma, a FHD é dividida em quatro graus (I a V), sendo que os graus lll e IV constituem a
SCD (Sindrome do Choque da Dengue) com choque hipotensivo ou pressdo de pulso fina, mais
sinais clinicos de choque (1, 9, 16).

O sistema imunolégico € um complexo de organizacdo ao nivel celular e molecular,
especializado na defesa do organismo contra infeccBes, células cancerosas e as transplantadas. A
sua forma de atuacdo 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 novos
componentes que unem as duas respostas (10, 20, 21).

Os linfocitos T Helper (Th) ou auxiliares constituem uma das células efetoras da resposta
adquirida, secretando citocinas e responsaveis pela coordenacdo da atividade de outras células
imunes como linfécitos B, macréfagos ou linfécitos T citotdxicos, estando os Ultimos envolvidos no
controle de virus e células cancerosas, evidenciando o sinergismo entre os dois subtipos de linfdcito

T na defesa contra os patégenos intracelulares (11, 26).



Os linfécitos T Helper (Th) sdo subdivididos a partir do perfil de citocinas que liberam. Apo6s
um estimulo proveniente de uma APC, um linfécito precursor ThO pode diferenciar-se em um linfécito
Th tipo 1 (Thl), tipo 2 (Th2) ou tipo 17 (Thl7), de acordo com as citocinas presentes no
microambiente, que apresentam um papel fundamental nesta diferenciacdo (17, 18, 22).

A diferenciacdo em Thl17 depende da presenca de IL -23, o que representa um perfil
inflamatério. Este subtipo celular representa importante protecéo contra patdgenos extracelulares.
Produz as citocinas IL-17, IL-22 e IL-26. As citocinas da familia IL-17 s&@o produzidas de igual forma
por neutréfilos induzindo a producdo de citocinas inflamatdrias como IL-6, IL-1 e TNF-a em células
endoteliais (27).

A exata compreensdo dos mecanismos de polarizacdo Th em humanos é fundamental para
um melhor entendimento dos mecanismos fisiopatolégicos das doencas inflamatérias crbnicas e para
possivelmente desenvolver formas mais eficazes de imunoterapia (19, 25).

Tem-se sugerido que FHD/SCD manifestam-se em um contexto de producdo exacerbada de
citocinas, cujo alvo é o endotélio vascular, levando a um aumento da permeabilidade vascular,
ocorréncia de manifestacdbes hemorragicas, hemoconcentragdo, e em alguns casos, ©
desenvolvimento de choque intratavel, evoluindo a o6bito (5, 23, 24).

Diversas citocinas tais como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y) e
as interleucinas (IL)-6, IL-1, IL-17, tém sido associados a efeitos deletérios durante o quadro de
dengue (6). Dentre estas citocinas que podem induzir extravasamento de plasma, estao incluidas
IFN-y, IL-2 e TNF-q, pois estdo aumentadas em casos de FHD (3, 28, 29, 30).

O IFN-y é a principal citocina, responsavel pela ativacdo de macréfago e suas agbes estao
intimamente ligadas, nos eventos tanto da imunidade inata, quanto da adaptativa, e ainda nas
respostas a patdgenos intracelulares. As células NK secretam IFN-y, em resposta a ativagcdo aos
ligantes na superficie das células hospedeiras infectadas . O IFN-y modula negativamente a resposta
Th2, e a IL-4 e a IL-10 modulam negativamente a resposta Thl, o que permite uma homeostasia no
sistema imune e uma resposta imunoldgica balanceada (31).

O fator de necrose tumoral (TNF) é uma citocina multifuncional que tem efeitos na
inflamacéo, sepse, metabolismo lipidico e proteico, hematopoiese, angiogénese e resisténcia do
hospedeiro a parasitas e tumores malignos (32).

O TNF-a é um importante mediador de apoptose onde a interacdo do receptor de TNF ao seu
receptor TNF-1 (TNF-R1) ativa varias vias de transduc¢do de sinal (33).

O TNF-a é conhecido por ser um dos mais potentes ativadores do endotélio microvascular e
consequentemente indutor do aumento da permeabilidade capilar estando associado a mecanismos

de ativacdo da coagulagéo e fibrindlise na sindrome do choque da dengue (34).



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal:

e Avaliar a relagdo entre os niveis séricos de citocinas proinflamatérias no soro de

pacientes com diagndstico clinico e laboratorial positivo e negativo para dengue.

2.2 Objetivos Especificos:

o Verificar os niveis séricos da citocina IFN-y;

o Verificar os niveis séricos da citocina TNF-a.

e Avaliar o comportamento das citocinas supracitadas e correlacionar sua presencga ou
auséncia aos quadros de dengue grave e ndo-grave.



3. MATERIAS E METODOS

3.1 Caracterizagcdo da Pesquisa

Este estudo é retrospectivo de carater transversal com componente analitico, selecionando-
se amostras positivas para dengue grave e ndo grave classificadas por método Reagdo Cadeia de
Polimerase (PCR) em tempo real do soro de individuos adultos. Estdo sendo utilizadas amostras
coletadas durante um surto de dengue na cidade de Manaus no periodo de Janeiro a Abril de 2011 e
armazenadas em biofreezer a -20° C na Fundac¢&o de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado
(FMTHVD).

O presente estudo faz parte do projeto de mestrado do Programa de Pos-graduacdo em
Imunologia Basica e Aplicada (PPGIBA), aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Amazonas, inserido na Plataforma Brasil. Neste, com 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 ha Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE a
aplicado aos doadores da Fundacdo Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
(FHEMOAM).

3.2 Selegéo das Amostras

Utiliza-se 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 ndo grave, de pacientes adultos, ndo indios (separadas previamente das
demais amostras de pacientes gravidas, menores e indios).

Um grupo de trinta amostras negativas oriundo de amostras de soro de doadores de sangue
oriundos da FHMEMOAM, que selecionados ap6s abordagem individual na recep¢ao da FHEMOAM,
durante a triagem de rotina de doacdo de sangue, no periodo matutino diariamente até a obtencdo do

N amostral (30 amostras) que aceitarem participar do estudo ap6s assinatura do TCLE.
3.3 Informacdes dos Pacientes
As informagfes foram mantidas em sigilo absoluto, preservando a identidade de todos os sujeitos

envolvidos nesta pesquisa. Além disso, as amostras positivas e negativas continham siglas de

sistema alfa-numeérico, impedindo assim, o reconhecimento amostra-doador/paciente.



3.4 Critérios de Incluséo

v Grupo Controle Positivo: Pacientes adultos, acima de 18 anos, ndo indios, atendidos na
FMTHVD no periodo de Janeiro a Abril do ano de 2011, com diagndstico clinico/laboratorial
de dengue.

v Grupo Controle Negativo: Doadores voluntarios de sangue oriundos da FHEMOAM que
concordaram participar deste estudo ap6s a assinatura do TCLE, e que tiveram suas

amostras aptas para a distribui¢éo.

3.5 Critérios de Excluséo

X 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 que obtiveram diagndstico de outras doencgas tropicais atendidas na referida
Fundacéo.

X Grupo Controle Negativo: Doadores que ndo aceitaram assinar o TCLE. Foram excluidos
também, doadores que eventualmente tiverem suas amostras ndo aptas para distribuicdo
pela FHEMOAM.

3.6 Riscos

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

- Grupo Controle Negativo: Doadores voluntarios oriundos da FHEMOAM (30 amostras).
Risco Minimo causado pela lesé@o inerente do bisel da agulha, sendo que esta j4 ocorreria, como

rotina durante o processo de doacédo voluntaria de sangue.

3.7 Avaliagao do Perfil de Citocinas e Resposta Imune

Foi determinado ao final do processamento das amostras o perfil das citocinas séricas INF-y
e TNF-a e realizada a sua analise. As citocinas séricas INF-y e TNF-a estdo sendo quantificadas a
partir de uma aliquota de soro para determinacéo do perfil de resposta imune Thl Th2 Th17 através
de Kit CBA FLEX Thl Th2 Thl17 (BD Biosciencies), demarcando assim a presenca ou auséncia

destas citocinas dentre 0s grupos positivos e negativos.



3.8 Analise dos Dados

Utilizou-se a estatistica descritiva para apresentacdo 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%). Se os dados ndo apresentam normalidade pelo Teste de Kolmogorov-Srmirnov aplicou-se
Estatistica ndo paramétrica. Em todas as andlises foi considerado o 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
Correlacao de Pearson e Regresséo Linear para analisar a relacdo das citocinas séricas entre os
grupos avaliados, tracando assim o perfil de grupos etérios, sexo e cronicidade da doenga. Todas as
andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o Software Livre R e Minitab®.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IFN-y na dengue

O IFN-y é produzido durante um determinado tipo de resposta do linfécito T auxiliar 1 e pode
refletir a ativacao de células T CD8* com produgéo de citocinas proinflamatérias, e é apontada como
a chave da ativagdo enddgena, promovendo efeitos antimicrobianos de macréfagos.

Nesse estudo o IFN-y apresentou niveis séricos semelhantes quando comparados 0s grupos
de pacientes dengue nao grave ao de dengue grave (grafico 01), mostrando-se diferentes quando
comparados ao grupo controle negativo.

Dado este que difere dos estudos de Azeredo e colaboradores (35). Neste estudo eles
encontraram altos niveis de INF-y, observados em pacientes com dengue em asiaticos e latino-
americanos posteriormente associando a presenca desta citocina a gravidade da doencga.

Trabalhos associam a ligacado do INF-y a outras citocinas, entre elas o TNF-a, bem como,
demais mediadores envolvidos no recrutamento e ativacdo de plaquetas, predeterminado aumento da
permeabilidade endotelial, hipotensdo e o choque, caracterizando desta forma o agravamento da
doenca (36 e 37). Por fim estudo realizado na india em um total de 332 pacientes hospitalizados onde
destes 62 apresentaram dengue grave, sendo o sorotipo DENV 1 o mais predominante, tendo porem
a presenca dos demais sorotipos exceto o DENV 4 (38), diferem de nossos achados uma vez que o
aumento dos niveis de IFN-y foi observado em um maior nimero de casos de pacientes com dengue

grave em relagéo ao grupo dengue ndo grave.

INF-7
o 150 o

‘o

[ =

H 1254

0]

g - .
S 100 e 2. :
[ - - -
F =
m 75 - ':* -
b

= 50 -

s

4

i 25

o

=

DHG DG CH

Gréfico 01. Intensidade média das citocinas séricas IFN-Y em pacientes dos grupos: dengue ndo
grave (DNG), dengue grave (DG) e controle negativo (CN). **** = significativo entre si, ns = ndo

significativo (P<0,05).



4.2 TNF-a na dengue

Neste estudo foi encontrado inconsisténcia nos niveis de TNF-a na doenga grave contra
formas de doenca leve. Algumas hip6teses sugerem diferencas nos sorotipos de virus da dengue ou
na resposta imune do hospedeiro, como por exemplo, diferentes polimorfismos genéticos do TNF-a
que poderiam explicar o resultado da doenca.

Os resultados para a citocina proinfimatéria TNF-a, neste estudo demonstrou como
apresentado no gréafico 02 a equiparagdo quando comparados os grupos de pacientes classificados
em dengue nado grave, dengue grave, como mostra a ndo significancia entre os grupos .Porém
quando comparamos 0s grupos dengue ndo grave e dengue grave ao grupo controle negativo de
ambos é possivel determinar a significancia quando verificado o p valor de < 0,0001.

Estes resultados corroboram com trabalhos ja realizados. Algumas hipéteses sugerem
diferencas nos sorotipos de virus da dengue ou na resposta imune do hospedeiro, como por exemplo,
diferentes polimorfismos genéticos do TNF-a que poderiam explicar o resultado da doenga. Estudos
associam a presenca de TNF-a a gravidade da doencga , fato este ndo observado em nenhum dos

grupos avaliados neste estudo (39 e 40).

A TNF -
w 200,

o

c PR

3

3 150

§ T ns

ic

% .I L]
w100 e2gte e e

3 B ox

= - e

L

& 50

z

0

=

£

- 04 .

Gréfico 02. Intensidade média da citocina sérica TNF—a em pacientes dos grupos: dengue ndo grave
(DNG), dengue grave (DG) e controle negativo (CN). **** = gignificativo entre si, s = ndo significativo
(P<0,05).

5. CONCLUSAO

Em ambas as citocinas quantificadas (IFN-y e TNF-a) foi possivel avaliar que os grupos de
dengue (grave e ndo grave) apresentaram concentragbes aumentadas e estatisticamente

significativas em relacdo ao grupo controle negativo.



N&o houve diferenca entre os grupos dengue grave e ndo grave para as citocinas IFN-y e
TNF-a analisadas.

N&o houve como inferir na existéncia de um padréo definido como Thl, Th2 ou Thl7 para os
casos de dengue grave e ou ndo grave.

Uma estratificacdo das amostras analisadas em relacdo aos seus sorotipos poderia elucidar a

possivel ligagdo destas citocinas com a gravidade da doenca.
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