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RESUMO

Atualmente a Febre Hemorragica da Dengue — FHD, tem tido um continuo
aumento em sua incidéncia, de forma geral em todo o pais, juntamente com esse aumento de
casos vem se apresentando uma letalidade preocupante em relacdo a FHD. Algumas doencas
apresentam respostas imunoldgicas diferentes diante de polimorfismo em genes de citocinas.
Este estudo tem por objetivo identificar fatores genéticos relacionados com o agravamento da
doenca em pacientes com FHD. Tal investigacdo se da na possibilidade do polimorfismo dos
genes das citocinas: TNF-a -308 G—A, TGF-p codon 10 e coédon 25, IL-10 -1082 G—A, -
819 C—T, -592 A—C, IL-6 -174G—C, ¢ IFN-y +874 T—A com a FHD. O local do estudo
transversal de caso-controle, foi em Fortaleza, Ceara, Brasil, em 2009, com pacientes que
foram diagnosticados como FHD, clinica e laboratorialmente, de acordo com as normas do
MS, estes perfazendo um total de 48 pessoas envolvidas no grupo FHD. As pessoas que
fizeram parte do grupo controle foram num total de 85 doadores voluntarios de sangue do
HEMOCE. As amostras do material colhido, 5mL de sangue, foram utilizadas para extracéo
de DNA, utilizando kits PureLink (Invitrogen), e posteriormente foi feito o processo de
tipificacdo, utilizado-se o kit Cytgen (One-Lambda, Canoga Park, CA, EUA). Ap0s 0s
processos e andalises laboratoriais, obtivemos como resultados as freqtiéncias dos gendtipos do
TNF-0,-308 G/G, com maior predominancia no grupo FHD (85,4%). Na citocina IFN-y
+874, o0 genotipo mais frequente foi o T/A, no grupo FHD (47,9%), no TGF-B cddon 10 e
codon 25, o gendtipo predominante foi o T/C G/G (41,7%) no grupo FHD, na IL-6 -174, o
gendtipo mais freqiente foi G/G no grupo FHD (58,3%), salientamos porém, que apesar
destas frequéncias, nas citocinas citadas ndo foi encontrada associacdo genotipica e nem
alélica entre polimorfismo e agravamento da dengue. Ao analisarmos o genotipo 1L-10 -1082,
-819 e -592, obtivemos maior predominancia no genétipo GCC/ACC do grupo FHD (35,5%),
e uma significancia estatistica associada ao fator de protecdo no genétipo GCC/GCC (21,0%)
de freqiiéncia no grupo controle. Esta citocina apresentou associacdo de protecdo ao
agravamento da doenca. Concluimos, portanto, que o estudo do polimorfismo de genes das
citocinas na Febre Hemorragica da Dengue, demonstrou diferencas genotipicas e alélicas na
IL-10, como fator de protecéo.

Palavras-chave: Dengue; Febre Hemorragica da Dengue; Citocinas IL-10.



ABSTRACT

Currently, Dengue Hemorrhagic Fever - DHF has had a continuous increase in its
incidence in general across the country along with the increase of cases has been presenting
an alarming fatality rate for DHF. Some conditions have different immune responses in the
face of polymorphism in cytokine genes, this study aims to identify genetic factors related to
worsening of the disease in patients with DHF. This investigation is the possibility of
polymorphisms of cytokines genes: TNF-a -308 G — A, TGF- codon 10 and codon 25, IL-
10 -1082 G — A, -819C — T, -592 A — C, IL-6-174G — C, and IFN-y +874 T — A with
DHF. The location of cross-sectional study of case-control takes place in Fortaleza, Ceara,
Brazil in 2009, with patients who were diagnosed as DHF, laboratory and clinical ways,
according to the rules of MS being a total of 48 persons in the DHF group. People who took
part in the control group were a total of 85 voluntary blood donors of Hemoce. Samples of
material collected, 5mL of blood were used for DNA extraction, using kits PureLink
(Invitrogen) and subsequently made the process of typing, which was used Cytgen kits (One-
Lambda, Canoga Park, CA, USA ). After the procedures and laboratory tests, it was obtained
results as the genotype frequencies of TNF-a, -308 G/G, with predominance in the DHF
group (85.4%). In the cytokine IFN-y +874, the most frequent genotype was T / A in the DHF
group (47.9%) in the TGF-$ codon 10 and codon 25 genotype was the predominant T/C G/G
(41 7%) in group DHF. In IL-6 -174, the most frequent genotype was G/G in the DHF group
(58.3%), we note however that despite these frequencies, the cytokines mentioned no
association and genotypic nor between allelic polymorphism and worsening of dengue. When
analyzing the genotype 1L-10 -1082, -819 and -592, we found a predominance of genotype
GCC/ACC DHF group (35.5%), and associated with a statistically significant protective
factor in the genotype GCC/GCC (21,0%) frequency in the control group. This cytokine
showed an association to protect the worsening of the disease. We conclude therefore that the
study of polymorphisms of cytokine genes in Dengue Hemorrhagic Fever, showed allelic and

genotypic differences in IL-10 as a protective factor.

Keywords: Dengue, Dengue Hemorrhagic Fever; cytokines IL-10.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dengue - o contexto atual

A dengue tem se destacado mundialmente entre as enfermidades reemergentes e é
considerada a mais importante das doencas virais transmitidas por artrépodes (WHO, 1997;
RIGAU-PEREZ et al., 1998). A doenca manifesta-se, clinicamente, sob duas formas
principais: a dengue classica (DC), também conhecida como febre de dengue; e a forma
hemorragica, ou febre hemorragica de dengue (FHD), e as vezes com sindrome de chogue de
dengue (FHD/SCD). (MARTINEZ-TORRES, 1998).

Por muitos anos a dengue e a febre hemorragica de dengue constituiram um
problema restrito a alguns paises do Sudeste Asiatico e da Oceania. Este quadro comegou a
ser modificado a partir da década de 1980, quando a doenca disseminou-se pelas Américas.
(MARTINEZ, 1990).

Na atualidade a doenca ocorre em mais de 100 paises e 2,5 bilhGes de pessoas
estdo expostas a contrai-la nas areas urbanas, Peri urbanas e rurais dos tropicos e subtropicos.
A dengue é endémica na Africa, nas Américas, no Leste do Mediterraneo, no Sudeste Asiético
e no Oeste do Pacifico. Existe um aumento significativo na incidéncia de dengue e dengue
hemorragica nas Américas. Até 1970, somente nove paises registraram epidemias de FHD —
Febre Hemorragica da Dengue. Em 1995, este nimero tinha aumentado quatro vezes mais.
Em 1950, eram notificados, em média, 900 casos de FHD/ano, entre 1990 a 1998, as
notificagdes j& eram mais de 500 mil casos/ano. Em 1998, um total de 1,2 milhGes de casos de
dengue e FHD foram reportados a OMS, com 15.000 mortes. (WHO, 2003).

Nas Américas, em 2003, foram notificadas cerca de 483 mil casos de dengue, dos
quais, dez mil eram dengue hemorrégica, aproximadamente. Destes, mais de 250 mil casos
eram da América do Sul, onde, apesar de a Regido Andina notificar um nimero em torno de
50 mil casos, nela se concentram 80% dos casos de dengue hemorragica. (OPS, 2004).

No Brasil, a dengue se apresenta com um padrdo sazonal, com maior incidéncia
de casos nos primeiros cinco meses do ano, periodo mais quente e Umido, tipico dos climas
tropicais. (FUNASA, 1999).



18

Faz-se referéncia a dengue no Brasil desde o ano de 1846, mas foi a partir de
1986, que a dengue adquiriu importancia epidemioldgica, quando da epidemia no Estado do
Rio de Janeiro, e a circulacdo do sorotipo 1 — DENL1, que rapidamente alcancou a Regido
Nordeste. (SCHATZMAYR, 2000; SILVA JUNIOR et al., 2002). E dai por diante tornou-se
endémica no Brasil. No periodo de 1986 a 1990, as epidemias de dengue se restringiram a
alguns estados da regido sudeste (Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais) e Nordeste
(Pernambuco, Alagoas, Ceara e Bahia). (FUNASA, 1999). Em 1990, a introdu¢do de um novo
sorotipo — DENV-2, também no Rio de Janeiro, agravou a situacdo da doenca no Brasil de

uma forma geral.

A andlise epidemioldgica da tendéncia da transmissdo de dengue no Brasil, até o
ano de 1999, mostra que, excluindo-se o evento da capital de Roraima, Boa Vista, em 1981,
do DEN-1 e DEN-4, contido rapidamente, distinguem-se trés ondas epidémicas. A primeira,
entre o periodo de 1986 a 1987, que apresentou incidéncias entre 35,2 e 65,1/100.000 hab.,
respectivamente. A segunda, no biénio 1990-1991, apresentou maior risco a populacdo do
Ceara (249,1 cas0s/100.000 hab.) e do Rio de Janeiro (613,8 casos/100.000 hab.). Em 1994,
ocorreu uma rapida dispersdo do vetor em uma vasta extensao territorial, 0 que provocou uma
rapida ascensdo da doenca, culminando em uma terceira onda epidémica, em 1997-1998. Em
2001, o DEN-3 foi introduzido no Rio de Janeiro, sendo também detectado em Roraima.
Atualmente o DEN-3 circula em 25 das 27 unidades federadas. Em 2002, foram notificados
cerca de 800 mil casos de dengue, correspondente a 80% dos casos de toda a América no
mesmo periodo, com 150 o6bitos por FHD. (MS, 2003).

O estado do Cearé notifica casos de dengue desde 1986, com isolamento do
sorotipo DENV-1. (Quadro 1). Nesses ultimos 22 anos a dengue se manifestou de forma
endémica com o registro de quatro picos epidémicos nos anos de 1987, 1994, 2001 e 2008.
Destacam-se as epidemias de 1994, pelo maior numero de casos confirmados, e 2008 com o
maior numero de casos hemorragicos da doenca. Em 1994, o principal fator para ocorréncia
dos primeiros casos hemorragicos foi a circulagdo do sorotipo DENV-2. O sorotipo DENV-3
foi isolado no ano de 2002 no Ceara, aumentando significativamente o risco da ocorréncia de
casos graves de dengue. Desta forma, com a circulacdo simultanea de trés sorotipos e um
grande nimero de municipios infestados pelo Aedes aegypti, ja a partir do ano de 2001 o
numero de casos graves da doenca comeca a aumentar. Dados ainda parciais de 2008 revelam
que 92,9% dos municipios realizaram pelo menos 5 ciclos de visitas domiciliares e destes,
42,4% alcancaram a meta do Ministério da Saude, de 6 ciclos de visitas domiciliares. Na
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Gltima avaliacdo desses ciclos, 76% dos municipios encontrava-se com infestacdo vetorial
inferior a 1%, meta preconizada pelo Ministério da Saude do Brasil. No ano de 2008 o Ceara
apresentou o segundo maior numero de casos de dengue desde 1986. Isso ocorreu
principalmente em virtude de elevadas infestaces pelo Aedes aegypti, a circulacdo
simultanea de trés sorotipos virais com predominio do sorotipo DENV2 e um grande
contingente populacional susceptivel a doenca. Chamou atencdo o més de abril, com quase
13.000 casos confirmados. Além disso, mais de 80% dos casos classicos ocorreram em apenas
34 municipios do Estado. A incidéncia de dengue nesse ano foi superior a 300/100.000
habitantes em 33 municipios. Outros 34 municipios apresentaram incidéncia entre 101 e
300/100.000 habitantes, 79 municipios entre 1 e 100/100.000 habitantes e 38 municipios com
incidéncia inferior a 1 para cada 100.000 habitantes. (SESA, 2009).

Numero de casos e incidéncia de dengue, no
Ceara, de 1986 a 2010~

N® de casos Incidéncia/100.000 hab.
50.000 D2 800,00

[mmNe de casos -~ Incidéncial

40.000
600,00

.’ 400,00

200,00

30.000

20000 ' ‘

10.000

.
1988 | 1987

N de casos|4.410 |22 519
ncidéncia [ 75,81 [372.23]

- 0,00

1980{ 1991 | 1962 | 1993 | 1954 [ 1995 0 | 20 2002 | 2003 | 2004 | 2005
15.725 &.708 165 2 4772g 26 7 .58 13, .390(16.485[23. 706 3.004 |22.817
231.75(105.44[12.58 | 0.12 |732,31| 0.88 51,0 2,51455 84313, 15]206.71) 30,53 |234 1

Fonte: SESA/COPROMMUVEP
* Dados sujeitos & revisdo.

Grafico 01 — Numero de casos e incidéncia de dengue, no Ceard, de 1986 a 2010.

Foram notificados 9.713 casos suspeitos de dengue em 148 municipios,
distribuidos em 21 Coordenadorias Regionais de Saude. Destes, 5.516 casos foram
confirmados em 79 municipios e 4.197 amostras foram negativas. Destaca-se 0 municipio de
Taud, com 1.337 casos, que comegou a apresentar um aumento de notificagcdes ja no final de
2009.



20

Foram notificados 66 casos suspeitos de Febre Hemorragica da Dengue. Destes,
25 casos (1 6bito) confirmados de FHD, 32 casos (2 o6bitos) de Dengue com complicagéo.
Foram descartados outros 7 casos, e continuam sob investigacdo 2 casos destes (1 6bito) em
Fortaleza. (SESA, 2010).

1.2 Dengue hemorragica e seu quadro epidemioldgico

O perfil epidemioldgico da FHD, no Brasil vém sofrendo mudangas, visto as
epidemias que tém ocorrido com o passar dos anos e em diferentes locais. (DONALISIO,
1999). Em meados de 1950, a FHD foi descrita, pela primeira vez, nas Filipinas e Tailandia.
Apo6s a década de 60, a circulacdo do virus do dengue intensificou-se nas Ameéricas.
(FUNASA, 2001).

Em 1963, houve circulacdo dos sorotipos DENV-2 e DENV-3 em varios paises.
Em 1977, o sorotipo DENV-1 foi introduzido nas Ameéricas, pela Jamaica. A dispersdo da
FHD nas Américas ocorreu nos seguintes paises: Brasil (1982/1986-1996), Bolivia (1987),
Paraguai (1988), Equador (1988), Peru (1990) e Cuba (1977/1981). A FHD afetou Cuba em
1981 e este foi um evento de extrema importancia na historia da doenca nas América, visto
que essa epidemia foi causada pelo sorotipo DENV-2, tendo sido o primeiro relato de febre
hemorragica da dengue ocorrido fora do Sudoeste Asiatico e Pacifico Ocidental. (FUNASA,
2001).

A Venezuela foi a protagonista do segundo surto, em 1989, e, em 1990/1991,
alguns casos foram notificados no Brasil (Rio de Janeiro), bem como em 1994 (Fortaleza -
Ceard). No Brasil, ha referéncias de epidemias em 1916, em Sdo Paulo, e em 1923, em
Niterdi, sem diagndstico laboratorial. A primeira epidemia documentada clinica e
laboratorialmente ocorreu em 1981-1982, em Boa Vista - Roraima, causada pelos sorotipos
DENV-1 e DENV-4. A partir de 1986, foram registradas epidemias em diversos estados.
(FUNASA, 2001).

A incidéncia de dengue hemorragica, nos adultos no Rio de Janeiro, contrariou 0
quadro epidemioldgico apresentado na Asia e em Cuba, onde a maior incidéncia foi em
criancas, mudanca no comportamento da endemia pode ser argumentada a partir da seguinte
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hipétese: A “virgindade imunologica” da populagdo carioca, ou seja, a populagdo adulta

exposta de forma mais intensa a re-infecgdo. (VALDES, 1999).

No estado do Ceara, em 2009 apesar de 180 (97,8%) municipios apresentarem
infestacdo pelo Aedes aegypti e de 112 (60,9%) municipios terem transmissdo comprovada de
dengue ocorreu uma reducdo no namero de casos classicos notificados, em relacdo ao ano
anterior. Por outro lado, a letalidade de FHD foi de 34,6% (9/26) e por Dengue com
Complicacéo foi de 45% (31/69). Essa situagdo ocorreu em virtude da maior circulagcdo do
sorotipo DENV-2 e a um grande contingente populacional ja sensibilizado pelos outros
sorotipos virais (DENV-1 e DENV-3). (SESA, 2010).

No ano 2000 havia o registro de 1 caso de Febre Hemorrégica da Dengue (FHD)
para 3.411 casos de dengue classica. (Grafico 2). Em 2008, com os dados ainda ndo
encerrados essa propor¢do foi de 100 casos cléssicos para cada caso hemorragico. Além do
aumento na propor¢do de casos hemorragicos, destacamos a diminuicdo na faixa etaria dos
pacientes acometidos. A cada ano aumenta, proporcionalmente, o ndmero de casos
acometendo criancas e adolescentes. A mediana de idade dos pacientes decresceu de 38 anos
em 2001, para 18 anos em 2008. (SESA, 2010).
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Grafico 02 — Razdo de forma classica e Hemorragica de Dengue 1999 a 2010.
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1.3 O virus da dengue

A Dengue é causada pelo agente etiolégico Dengue virus, o qual pertence a
familia Flaviviridae e ao género Flavivirus. Esta familia compreende 3 géneros distintos:
Flavivirus (ao qual pertence o virus da Febre Amarela e uma serie de encefalites transmitidas
por artropodes), Pestivirus (virus encontrados em suinos e ruminantes) e Hepacivirus (virus
da Hepatite C em humanos). Estes géneros sdo antigenicamente distintos entre si, mas em
relacdo a sua organizacdo genémica sdo bastante semelhantes, € composto de RNA de fita
simples sentido positivo que codifica uma unica fase aberta de leitura (ORF - open reading
frame). As proteinas virais sdo sintetizadas como uma poliproteina que é clivada co-
traducionalmente e pos-traducionalmente por proteases celulares e virais (FAUQUET et al.,
2005). (Figura 1)

Especificamente o virus da dengue é um virus envelopado, com material genético
em uma fita de RNA sentido positivo que possui cap na regido 5’ mas ndo apresenta cauda
poli-A na regido 3’ (HENCHAL; PUTNAK, 1990). Seu genoma consiste de 10.644
nucleotideos organizados em uma unica fase de leitura aberta que codificam uma unica
poliproteina de 3.386 aminoacidos flanqueada por duas regides ndo traduzidas (5" e 3" UTR —
"untranslated regions") (ZHANG et al., 1988). A poliprotreina é processada para formacéo de
trés proteinas estruturais: capsideo (C), pré-membrana (pré-M) e envelope (E); e sete
proteinas ndo estruturais (NS): NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5. (KELLY et al.,
2000).
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Figura 01 - a) Arvore Filogenética da familia Flaviviridae: divisio em géneros; b)
organizacdo gendmica dos virus pertencentes ao género Flavivirus. Adaptado

de Van Regenmortel et al., 2000
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A particula viral madura apresenta as trés proteinas estruturais juntamente com
uma bicamada lipidica empacotando o genoma de RNA viral. A proteina C, do
nucleocapsideo. Envolve o RNA, mas que € permeadvel a RNases, fazendo o papel de
protecdo do envelope lipidico mais importante. A proteina E e a proteina pré-M encontram-se
imersas na bicamada lipidica (HENCHAL; PUTNAK, 1990) (Figura 02). Assim como
acontece com os virus da influenza e os alphavirus, os flavivirus entram na célula por
endocitose mediada por receptor. O ambiente acido filico do endossomo é responsavel por
desencadear uma mudanca conformacional nas glicoproteinas de fusdo (REY, 2003). Neste
caso, a mudanca ocorre na glicoproteina do envelope (E) que é a responsavel tanto pela
ligagdo ao receptor quanto pelo processo de fusdo com a membrana celular do endossomo e
liberagdo dos componentes virais no citoplasma celular. Assim sendo, a correta organizacéo
do envelope viral é essencial durante as fases de adsorcdo e penetragdo (HENCHAL,;
PUTNAK, 1990). A bicamada lipidica é obtida no reticulo endoplasmético celular, por
brotamento, tem em sua composicao a proteina do envelope (E) e a proteina precursora da
membrana (pré-M). A particula passa pela via secretdria, a pré-M é clivada por uma furino-
protease e passa a assumir a sua forma madura constituindo a proteina de Membrana (M). A
clivagem permite que as partes da proteina E que se projetam do virus figuem mais evidentes
e a saida do virus ocorre por exocitose (MODIS et al., 2003). A clivagem de pre-M em M é
fundamental para a infectividade do virus, pois particulas imaturas ndo sdo capazes de
promover a fusdo do virus com membranas celulares, inclusive com a do endossomo.
Entretanto, a maturacdo da particula a torna mais labil e menos resistente sendo a particula
imatura inerte mais estavel (HENCHAL; PUTNAK, 1990).

Morfologia

A " a | i
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Figura 02 - Esquema da particula viral imatura (A) e madura (B) do Dengue virus. A figura da direita
corresponde a uma reconstrucdo de microscopia eletrdnica de congelamento das
particulas de um isolado de Dengue virus. Adaptado de Van Regenmortel et al., 2000.
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1.4 O virus e suas variacgdes genéticas

A deteccdo dos quatro sorotipos do DENV foi feita por critérios sorologicos. A
escala evolutiva teve o DENV-4 como o primeiro a se diferenciar, seguido pelo DENV-2,
DENV-3 e DENV-1 (MACKENZIE; GUBLER et al., 2004). Rico-Hesse (1990), descreveu
baseados no sequienciamento de 240 nucleotideos na regido E/NS1, cinco grupos genotipicos
para 0 DENV-1 e também para 0 DENV-2. Em estudos semelhantes foram descritos quatro
grupos genéticos para 0 DENV-3 e dois para 0 DENV-4 (LANCIOTTI; LEWIS et al., 1994;
LANCIOTTI; GUBLER et al., 1997). O gendtipo asiatico do DENV-2 esta intimamente
ligado & dispersdo de FHD no Sudeste Asiatico, aqui na America o genétipo Americano foi
isolado em pacientes com FD. (RICO-HESSE; HARRISON et al., 1997).

A partir de 1943, pesquisadores utilizaram camundongos recem-nascidos para
amplificar o virus por inoculagdo intracerebral, e a partir destes estudos os quatro sorotipos do
virus da Dengue comecaram a ser descritos. (HENCHAL; PUTNAK, 1990). Devido a
dificuldade de estabelecer in vitro o virus da dengue, os anticorpos de pacientes serviram de
base para uma classificacdo dos sorotipos, 0 que ocorre por anticorpos neutralizantes
produzidos pelo organismo em resposta a infeccdo, reagindo contra a proteina E e as proteinas
ndo-estruturais NS1 e NS3 (STEPHENSON, 2005). Os anticorpos anti-E inibem a ligacdo do
virus a célula e a producao de anticorpos anti-NS1 promove ativacdo do sistema complemento
e consequente lise da célula infectada (CHATURVEDI et al., 2005). Quando ocorre uma
infeccdo subsequente com um segundo sorotipo, o individuo se torna mais susceptivel ao
desenvolvimento de Dengue hemorrégica. (LEITMEYER et al., 1999).

1.5 Dengue cléssica e febre hemorragica da dengue

A DC é uma doenca infecciosa aguda que pode ocorrer tanto nas infec¢oes
primarias como nas infeccBes secundérias, afetando pessoas em todas as idades. A
caracteristica da DC é o surgimento subito de febre alta, dor de cabeca, dor retro-orbital,
artralgia, mialgia, anorexia e desconforto abdominal. Eritemas maculo-papulares podem ser
detectados em alguns casos. A febre em alguns casos € bifasica, podendo durar de 2 a 7 dias.
Manifestacdes hemorragicas podem ocorrer, como petéquias, epistaxe, gengivorragias,
sangramento gastrointestinal, hematdria, hematémese, apesar de incomuns na DC, podem
ocorrer em alguns casos (GUBLER, 1998; MALAVIGE et al., 2004).



26

A FHD no inicio € indistinguivel da Dengue Classica, manifestando-se com febre,
cefaléia, dor retro-orbitaria e mialgia. A diferenca € que no momento da defervescéncia
ocorrem alteracdes fisiopatoldgicas graves que a diferenciam da DC. Essas alteracGes sdo
decorrentes de um aumento da permeabilidade vascular, resultado das citocinas, que leva ao
extravasamento de plasma para o intersticio, manifestado por hemoconcentracdo, levando ao
choque hipovolémico em aproximadamente metade dos casos. A FHD é também
caracterizada por anormalidades hemostaticas multifatoriais, incluindo trombocitopenia e
diatese hemorragica mais severa que na DC, freqlientemente manifestando-se com petéquias,
epistaxe, hematémese, melena ou hematoquezia. (GONZALEZ et al., 2001.) Em muitos
pacientes ocorrem manifestacfes hemorragicas minimas presentes apenas a prova do lago
(CUNHA, 1997).

Dor abdominal intensa e continua, vomitos persistentes, hepatomegalia dolorosa,
derrames cavitarios, prova do laco positiva, petéquias, purpura, hematoma, gengivorragia,
epistaxe, metrorragia, sangramentos importantes, hipotensdo arterial (sistélica < 90mmhg),
hipotensdo postural (diferengca de > 10mmhg entre a PA sistolica em duas posicoes);
diminuicdo da diurese, agitacdo ou letargia, pulso rapido e fraco, extremidades frias e
cianosadas, diminuicdo brusca da temperatura associada a sudorese, taquicardia intensa e

lipotimia, séo sinais clinicos considerados como alerta para FHD. (LUM; 2002).

1.6 Patogénese da dengue e suas teorias

A diversidade nas manifestagdes clinicas causadas pelo DENV induziu a
formulacdo de teorias propostas, que buscam explicar as diferentes reagGes ao virus nas
formas de DC e FHD, mas antes se faz necessario entendermos como 0 virus se comporta ao
ser inoculado no organismo. O vetor inocula o virus no espaco subcutdneo ou no
intradérmico. A replicacéo viral ocorre provavelmente nas células reticulo-endoteliais, células
de Langerhans ou nos fibroblastos, as quais levam o virus até os linfonodos regionais,
favorecendo a disseminacdo no sangue, nos mondcitos preferencialmente (ROTHMAN,
1997). Mondcitos humanos inoculados in vitro confirmaram a susceptibilidade deles a
replicacdo viral do DENV (ESPINA et al., 2003; NEVES-SOUZA et al., 2005). Wu e
colaboradores (2000) confirmaram que células dendriticas (DCs) intersticiais e celulas de
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Langerhans sdo mais permissivas ao virus que mondcitos e macréfagos, fazendo das DCs
principais alvos do DENV.

O desenvolvimento da doenca é multifatorial e envolve tanto o0 modo de infec¢éo
viral e suas variacOes até a reacdo do individuo hospedeiro e a resposta do seu sistema
imunologico a infeccdo. Estudos filogenéticos sugerem que virus contendo algumas
sequéncias gendmicas especificas, que caracterizam 0s virus em genotipos distintos,
apresentam maior viruléncia e acabam por influenciar na evolucdo da doenca para a dengue
hemorragica. Os gen6tipos mais virulentos sdo de virus oriundos do sudeste da Asia que
produzem viremias com titulos virais maiores e sdo capazes de infectar mais mosquitos
vetores. Essa classificacdo em gendtipos é relativamente nova, ja que a variabilidade do virus
era antes descrita apenas por sorotipos, referentes aos anticorpos neutralizantes produzidos na
fase pds-virémica (COLOGNA et al., 2005).

1.6.1 Teoria da viruléncia viral

A extensa variacdo genética do DENV possibilita a classificagdo desse virus em
grupos denominados gendtipos (RICO-HESSE, 1990). Estudos filogénicos e
epidemioldgicos comprovam que gendtipos especificos sdo capazes de produzir maior
incidéncia de DC e/ou FHD em populacao de estado imunologico variado. (LEITMEYER et
al., 1999; WATTS et al., 1999; COLOGNA et al., 2005).

1.6.2 Teoria da facilitacdo dependente de anticorpo

Esta teoria explica porque individuos que tém infeccdo secundaria de DENV tém
maior propensdo de desenvolverem FHD em relacéo aos individuos de infeccéo primaria. 1sso
ocorreria devido a linhagem monocitica ser o principal alvo de infeccdo dos DENV e pelos
mesmos disporem de alta expressdo de receptores FCRy. Sendo assim, os anticorpos nao-
neutralizantes, da primeira infeccdo, ligados aos virus, seriam atraidos para a superficie
celular atraves da ligacdo da porcdo Fc da imunoglobulina com o FcRy, aproximando o virus
de seu receptor e tendo como resultado o aumento da infec¢do das células (HALSTEAD,
2003).
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1.6.3 Teoria do mimetismo molecular

A comparacdo entre o gene da proteina E e de proteinas da coagulacdo humana
revelaram trechos com homologia entre eles (BIELEFELDT-OHMANN, 2000), o que levaria
anticorpos de reatividade cruzada a influenciarem nas cascatas de coagulacdo e a presenca
desses anticorpos foi correlacionada com as manifestacfes hemorragicas, mas ndo com a FHD
(CHUNGUE et al., 1994).

1.6.4 Teoria do “Pecado original”

Esta teoria também é utilizada para outras doencas, ocorre que durante a
priminfeccdo uma expanséo clonal de células T com maior afinidade pelos epitopos presentes
no sorotipo infectante, ocasionando a formacgdo de células de memdria para o sorotipo.
Entretanto na segunda infeccdo as células de memorias geradas na primeira infecgdo seriam
ativadas e se expandiriam mais rapidamente que as células virgens especificas para o sorotipo
infectante, e por terem menor afinidade pelos antigenos virais presentes, os clones de células
T de memoria seriam menos efetivos na eliminacdo viral, porém teriam alta capacidade de
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, influenciando na imunopatologia da doenca
(MONGKOLSAPAYA et al., 2003).

1.6.5 Teoria da interagcdo multifatorial

Existem alguns autores que acreditam que os riscos do desenvolvimento da FHD
sdo resultantes multifatoriais (sorotipo, viruléncia viral, idade, sexo, status do sistema
imunologico, fatores nutricionais e fatores genéticos do hospedeiro) estes interagem para o
nivel de resposta contra a infeccdo, sendo ela benéfica ou prejudicial ao hospedeiro
(GUZMAN; KOURI, 2002; MALAVIGE et al., 2004).

1.6.6 Teoria do polimorfismo genético

Observou-se que individuos de etnia negra tém maior resisténcia a FHD. Fatores
que suportam esta hipdtese sdo encontrados no Haiti, onde ocorre transmisséo hiperendémica
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da FHD. Ocorre uma co-circulacdo dos quatro sorotipos na Africa, com freqiientes epidemias
de DC, mesmo assim sdo observados poucos casos de FHD (HALSTEAD; STREIT et al.,
2001). Também foi descrito polimorfismo nos genes do antigeno leucocitario humano
(Human Leukocyte Antigen — HLA) o qual foi correlacionado com o aumento ou diminui¢éo
da suscetibilidade a FHD (LOKE; BETHELL et al., 2001) Outro estudo demonstrou a
ocorréncia nos genes do fator de necrose tumoral-TNF-o, ¢ do receptor IIA de FcRy que
foram correlacionados alguns alelos com a ocorréncia de FHD (LOKE; BETHELL et al.,
2002; FERNANDEZ-MESTRE; GENDZEKHADZE et al., 2004). Em alguns grupos étnicos
tailandeses foi demonstrada uma associacdo entre um alelo do promotor da molécula DC-
SING e a frequéncia de DC e FHD (SAKUNTABHAI; TURBPAIBOON et al., 2005).

1.7 Citocinas e dengue

As citocinas sdo produzidas por tipos celulares diferentes, particularmente, pelas
células mononucleares, atuando de forma complexa e coordenada, podendo estimular ou
inibir sua propria sintese, assim como, de outras citocinas e de seus receptores. Além disso, as
citocinas atuam em conjunto, sendo comum haver sobreposicao e redundancia nas fungdes de
cada citocina isoladamente (FRASER; LILL; FINGLIN, 1996). Algumas citocinas tém acéo
primordialmente pro-inflamatdria, enquanto outras sdo predominantemente antiinflamatorias.
Assim, o resultado final do equilibrio entre as citocinas pr6 e antiinflamatorias pode,
aparentemente, influenciar no desenvolvimento clinico de doencas auto-imunes, infecciosas
ou neoplasicas (HASSIG et al., 1998; CUNHA-NETO et al., 1998; CLERICI et al., 1998;
WU; KURMAN, 1997). Dessa forma, o polimorfismo dos genes responsaveis pela producéo
das citocinas poderia influenciar seus niveis de expressao e a resposta imune (BIDWELL et
al., 1999). Foram descritos varios polimorfismos nos genes do fator de necrose tumoral- o
(TNF- o), do interferon— Yy (IFN- y)[J, do fator § de crescimento e transformacédo (TGF-
B)[1, da interleucina-6 (IL-6) e da interleucina-10 (IL-10) (BIDWELL et al., 1999).

Pesquisadores taiwaneses descobriram um modo de evitar que a dengue classica
assuma as formas mais graves - a dengue hemorragica ou a sindrome do choque da dengue. A
chave para compreender as formas mais letais da doenca é uma substancia, a CLEC5A,
presente na membrana das células infectadas pelo virus da dengue. Ela reconhece a presenca
do invasor e dispara um complexo mecanismo imunoldgico que culmina na liberacdo de
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citocinas pro-inflamatdrias, proteinas capazes de inflamar tecidos. O problema ocorre quando
0 organismo perde o controle sobre o processo. (CHEN et al., 2008).

Diferencas na susceptibilidade e gravidade da doenca ndo podem ser atribuidas
exclusivamente a viruléncia do virus; as variacbes na resposta imune, freqlentemente
associadas com polimorfismo no genoma humano, ja& podem ser detectados. Apesar dos
extensos estudos, a patogénese da FHD ¢é ainda ndo completamente compreendida.
(CHATURVEDI; NAGAR; SHRIVASTAVA, 2006).

Estudos recentes demonstraram que o polimorfismo do gene MBL2, protege
contra o desenvolvimento de trombocitopenia associada ao fendtipo de dengue grave.
(SANTOS; SEGAT et al., 2008). Soundravally e Hoti (2007), obtiveram como resultados de
seu estudo, que padrdes genéticos homozigotas e heterozigotas das HPA1 sdo mais comuns
em pacientes com FHD e SCD. Assim, a auto-imunidade contra esses “antigenos”, mediado
pela ligagdo do complexo anticorpo-virus da dengue para o HPA a glicoproteinas, poderia ser
uma das razdes da destruicdo plaquetaria na infeccéo por dengue.

Outro estudo demonstrou que os niveis de citocinas foram superiores a trés vezes
no grupo de infectados com dengue virus do que no grupo controle, com significancia
estatistica apenas para IL-6 e IFN-y. (RESTREPO; ISAZA et al., 2008).

1.8 A imunopatologia da dengue

Estudos fornecem indicios do papel patolégico de componentes da resposta
imunolégica a infeccdo pelo DENV no desenvolvimento da FHD. Como sabemos o virus
infecta mondcitos, macrofagos e células dendriticas que sdo células apresentadoras de
antigenos e podem produzir diferentes citocinas e outros fatores sollveis quando infectadas.
Em 1991, foi demonstrado que os pacientes com FHD apresentavam altos niveis de TNF-a,
sendo sugerido um papel fundamental no choque hipovolémico (VITARANA et al., 1991).
Altos niveis do TNF-o foram correlacionados com as manifesta¢cdes hemorragicas (BRAGA;
MOURA et al., 2001).
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Pacientes com FHD apresentam altos niveis de IL-6, e Varios autores
correlacionam a presenca dessas citocina com a gravidade da doenca (JUFFRIE; MEER et al.,
2001; AVILA-AGUERO et al., 2004; CHEN; LEI et al., 2006).

Elevados niveis de IL-10 e de IFN-y, foram relatados em pacientes com DC e
FHD, a geracdo de citocinas antiinflamatérias estaria ocorrendo na tentativa de balancear a
inflamacdo (AZEREDO; ZAGNE et al., 2001; NGUYEN; LEI et al., 2004). Foram descritos
também altas concentracdes de IFN-a, em pacientes com DC e FHD. O IFN-a ¢ uma citocina
que induz resisténcia aos virus por ativar vias intracelulares ndo citoliticas que limitam a
disperséo viral e atenuam a infeccdo (GRANDVAUX;TENOEVER et al., 2002). Estudo
relata que o IFN-a imita a replicagdo do DENV no sistema nervoso central de camundongos
(SHRESTA; KYLE et al., 2004). Outro estudo indica que o DENV inibe a a¢do do IFN-a e
ndo do IFN-y, através da diminuicdo da expressdo do transdutor de sinal e ativador de
transcricdo 2 (STAT-2) (JONES; DAVIDSON et al., 2005). Estudos demonstraram que
células CD4+ e CD8+ especificas para 0 DENV produzem predominantemente altos niveis de
IFN-y, TNF-a e TNF-B, além de quimiocinas, apos interacdo com células apresentadoras de
antigenos infectadas (GAGNON; ENNIS et al., 1999).

De uma forma geral o reconhecimento dos patégenos intracelulares, ativa as vias
de producdo de citocinas pré-inflamatorias pelas DCs, que atuam de forma autdcrina e
paracrina, induzindo assim mais producéo de citocinas. Ocorrendo desta forma na DC e FHD.

TNF-a — Considerada uma citocina multifuncional, € o mais importante mediador
inflamatorio. Induz a produgdo de outras citocinas e quimiocinas, induz a expressao de
moléculas de adesdo, aumenta a permeabilidade do endotélio, o que propicia maior nimero de
células mononucleares no local da inflamacdo (VASSALLI, 1992; CERAMI, 1993). Esta
citocina induz as vias de producédo dos reativos do oxigénio, e sua ligagdo aos seus receptores
pode ativar a via das caspases e desencadear o processo de apoptose celular (HEHLGANS;
PFEFFER, 2005). Quando liberado em altas concentragdes pode causar danos teciduais, e ser
o responsavel pelos quadros de hipotensdo, supressdo do miocardio, extravasamento
plasmaético e estimulacdo de cascatas de coagulagdo em condic¢des patoldgicas como na sepse
bacteriana e na Febre da Dengue (PINTO; OLIVEIRA et al., 1999; PFEFFER, 2003).

IFN-y — E produzido nas células T helper 1, e sdo responsaveis pela manutencéo

da resposta imune celular. Age sobre os macrofagos, estimulando a fagocitose e 0s
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mecanismos de ativacdo celular, levando a uma maior producdo de TNF-a, que fortalece a
ativagdo macrofagica, atuando em um mecanismo sinergico ciclico (ANTAS et al., 2004).

TGF-p — Esta citocina tem acdo supressora sobre macrofagos, inibe a producéo de

TNF-a e reduz a producdo de IFN-y, dessa forma podendo contribuir para a continuidade da

infeccio (WARWICK-DAVIEIS et al., 1995).

IL-6 — E considerada uma citocina pleiotropica, e auxilia na regulacdo da
reatividade imunoldgica, na fase aguda, na inflamagdo, na oncogénese e na hematopoiese.
Niveis plasméaticos de IL-6 foram correlacionados com mortalidade no choque séptico
(SONG; KELLUM, 2005).

IL-10 — Possui a fungdo de modulagdo imunoldgica, diminui a expressdo dos
marcadores de maturacdo das DCs, diminui a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias como
IL-1B, TNF-0 e IL-12, bem como a expressdo das moléculas co-estimulatérias (WALLET;
SEM et al., 2005). Nos quadros de sepse, no inicio da doenca existem altos niveis de citocinas
pro-inflamatorias que séo seguidas por um perfil de citocinas imunossupressoras no
desenvolvimento da doenca, sendo assim ndo se sabe ao certo se a IL-10 seria um mecanismo
compensatério ou imunopatoldgico. (SCUMPIA; MOLDAWER, 2005).
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2 JUSTIFICATIVA E IMPORTANCIA DO ESTUDO

A endemicidade da Dengue no Brasil, somado aos Obitos que continuam
ocorrendo atualmente, ja justificava a importancia do estudo. E considerando a possibilidade
do agravamento da doenca esta correlacionado a alteracfes em diversas regides gendmicas de
algumas citocinas, e ao buscarmos detectar estas alteragdes, nos colocarmos um passo a frente
do desenvolvimento da doenca.

O processo patoldgico da dengue é bastante complexo e poligénico, existe por tal
a extrema necessidade de se aprofundar acerca das variagfes existentes nos genes,
correlacionando-os com o agravamento da doenca. Sabemos que existem diferengas
populacionais em relacdo ao perfil genético de susceptibilidade ou de protecdo. Estamos,
portanto, dando nossa colabora¢do com outros estudos que buscam elucidar alguns pontos
ainda obscuros no processo de desenvolvimento da FHD, visto a possibilidade de se ter
correlacéo existente nos genes das citocinas com polimorfismo, TNF-a, IFN-y, TGF-B, IL-6 e
IL-10, no agravamento da doenca de pacientes com FHD.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Identificar polimorfismo das citocinas TNF-a, IFN-y, TGF-B, IL-6 e IL-10
relacionados com o agravamento da doenca em pacientes com Febre Hemorragica
da Dengue — FHD, em Fortaleza, Ceara.

3.2 Especificos

1. Relacionar os polimorfismos dos genes das citocinas TNF-a, IFN-y, TGF-$,
IL-6 e IL-10, em pacientes com Febre Hemorragica da Dengue — FHD, e seus
respectivos controles, através de PCR.

2. ldentificar alelos de susceptibilidade ou protecdo para FHD, nos genes das

citocinas citadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Local do estudo

O estudo foi realizado em Fortaleza, no periodo de maio de 2009 a maio de 2010.
Fortaleza é a capital do Estado do Ceara, atualmente tem uma populacdo estimava em
2.505.552 habitantes (IBGE, 2009), com uma densidade demografica de 7.851,3 Hab/Km?,
polo turistico com intensa circulacédo de pessoas de outros municipios, estados e paises.

4.2 Populacéo de estudo

Foram incluidos no estudo os pacientes com diagndéstico clinico/laboratorial de
FHD, que satisfacam os critérios de inclusdo e que aceitaram participar do estudo.
Selecionamos dois grupos: um de casos-indice e outro de controle, pessoas que nhao
desenvolveram clinicamente a doenga.

O grupo caso-indice foi composto de 48 individuos das mais diversas faixas
etarias, para os menores de idade obtivemos autorizacdo dos pais e/ou responsaveis, que
tenham tido notificacdo e confirmacao de caso conforme os critérios estabelecidos pelo MS de
casos confirmados de FHD. (MS, 2002).

Os dados epidemiologicos foram obtidos a partir de instrumento de coleta padréo,
o qual foi preenchido no momento da coleta do material (sangue periférico).

O grupo controle, 85 individuos, foi obtido a partir de pessoas que foram doar

sangue no HEMOCE. Salientando que os mesmos foram plenamente esclarecidos sobre o
estudo.

4.3 Critérios de elegibilidade

Todos os individuos que foram considerados elegiveis, tinham sido
diagnosticados e confirmados com FHD, sob os critérios de definicdo de casos do Ministério
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da Saude. (MS, 2002). Os individuos do grupo controle, foram obtidos a partir de pessoas
que doaram sangue no HEMOCE, e que aceitaram 0s termos contidos no TCLE.

4.4 Coleta das amostras de sangue periférico

A coleta da amostra do sangue periférico das pessoas envolvidas no estudo, com o
consentimento dos mesmos, foi feita em Fortaleza, e encaminhado a amostra ao Laboratério
de Laboratdrio de Genética Molecular do Departamento de Patologia e Medicina Legal da
Universidade Federal do Ceara-UFC, para ser feita a extracdo do DNA, e tipificacdo do
polimorfismo das citocinas estudas. De cada individuo envolvido no estudo foram coletados
3ml de sangue por puncdo venosa, sendo utilizados para isto tubos vacutainer com EDTA
como anticoagulante.

4.5 Processo de Extracdo do DNA

A lise celular para extragdo do DNA é feita com 0 seguinte processo, mas se
observa antes o volume, de sangue, a ser processado, e caso este sejafor > 200 ul, é preciso
acrescentar, até o volume descrito, Genomic lise, contido no kit PureLink ™ (Invitrogen). Em
seguida preparar 0 “banho maria” a 55 ° C. No tubo estéril colocar o sangue fresco ou
descongelado até o volume de 200 ul, adicionar 20 ul de Proteinase K (fornecido com o kit),
adicionar 20 ul de RNase A (Kkit), homogeneizar em vortex. Em seguida deixar a temperatura
ambiente por 2 minutos, adicionado 200 pl de PureLink ™ Genomic lise, homogeneizar em
vortex, e incubar até 55 ° C durante 10 minutos para promover a digestdo protéica. Apds este
tempo acrescentar 200 pl de etanol a 96-100%, homogeneizar por 5 seg. em vortex. Remover
o lisado e passar para a “coluna spin” do kit. O lisado deverd ter um volume semelhante a 640
ul; em seguida centrifugar a 10.000 rotagdes por 1 minuto. O tubo é descartado com o produto
da centrifugacdo, e a coluna spin é reutilizada, sendo colocado em outro tubo, acrescentando-
se 500 ul de Buffer 1 (kit). Centrifugar a 10,000 rotagcbes por 1 minuto em temperatura
ambiente. Apds isto, descartar o tubo e o produto da centrifugacdo, em seguida colocar 500
ul, de Buffer 2 (kit), e centrifugar a 14.000 rotacdes por 3 minutos. Apos isso, descartar a
colecdo da centrifugacédo e reutilizar a coluna spin, que sera adicionada de 25 a 200 ul de
PureLink™ Genomic Elution Buffer, dependendo do resultado a ser obtido, centrifugar a
14.000 rotagdes por 1 minuto. O resultado do material centrifugado contem o DNA extraido.
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4.6 Processo de tipificagdo do polimorfismo de citocinas

Os Polimorfismo de Nucleotideo Unico - SNPs, dos genes das citocinas (TNF-o -308
G—A, IFN-y +874T—A, TGF-B1 codon 10 e codon 25 , IL-6 -174G—A e IL-10 -1082G—A, -
819C—T, -592A—C), para a tipificacdo foi utilizado a técnica de PCR - reacdo de cadeia da
polimerase, utilizando-se iniciadores de seqiiéncia especifica, no qual foi empregado kit da One-
Lambda (Canoga Park, CA, USA).

Quadro 1 — Polimorfismo dos genes das citocinas tipificados.

Gene Polimorfismo

TNF-a -308 G—A

IFN-y +874 T—A

TGF-p Caodon 10 e cédon 25

IL-6 -174 G—A

IL-10 -1082 G—A, -819 C—-T, -592 A—C

O kit é composto por quatro placas de 96 pogos cada, sendo uma placa suficiente para
tipificar as citocinas acima citadas.

O material utilizado na tipificacdo das amostras foi levado a temperatura ambiente
dentre eles, amostras de DNA, placas, tubos com D-Mix e dgua miliQ, com excec¢do da enzima Taq
Polimerase (Invitrogen) que foi mantida sob congelamento até seu uso.

Foram identificados os tubos com D-Mix com os respectivos nimeros das amostras,
bem como a placa de tipificacdo (kits Cytgen, One-Lambda), adicionando-se 1uL de agua MiliQ ao
poco de controle negativo da placa. Foram adicionados 1ulL de Taq polimerase (5U/uL) a cada
tubo com D-Mix, fechando-os e homogeneizando por 5 seg. em vortex, logo apos foi adicionado
9uL da mistura D-Mix + Taqg polimerase ao poco de controle negativo. Apds homogeneizar as
amostras de DNA em vortex, foi adicionado 19ul. da amostra ao tubo com D-Mix + Taq
polimerase, fechando-os e agitando-os em vortex por 5 segundos. Nesse momento foram
aliquotados 10uL da solu¢do de DNA-Taq polimerase-D-Mix, para cada um dos 15 pogos restantes
da placa contendo os iniciadores de seqliéncia-especifica, em que 0s primers encontram-se
liofilizados em cada pogo da placa, que foi levada ao termociclador “Gene Amp PCR System
9700” (Applied Byosistems) e o DNA foi amplificado por intermédio da (PCR-SSP) usando os
seguintes ciclos: 1 ciclo de desnaturagdo inicial a 96°C por 130 segundos, 63°C por 60 segundos,
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seguido por 9 ciclos de 96°C por 10 segundos, 63°C por 60 segundos e 20 ciclos de desnaturacio &
96°C por 10 segundos, anelamento & 59°C por 50 segundos, extensdo & 72°C por 30 segundos e

logo apds 4°C antes da utilizacéo.

4.7 Processo de analise dos fragmentos de DNA em gel de agarose

Em gel de agarose a 1,5%, com tampdo TBE 1X, foi colocado o DNA
amplificado, nos pocos do gel. A analise do produto de amplificacdo foi feita apds
eletroforese, utilizando-se corrente elétrica de 150V, 400mA por 7 minutos(Electrophoresis
Power Supply EPS 600 — Pharmacia Biotech), para em seguida ser vizualizado em
transiluminador luz UV(GE Healtcare) a 304nm, apds adicdo de brometo de etidio na
concentra¢do final de 0,5ug/mL ao gel. Em seguida o gel foi fotografado para documentacao,
sendo tipificados os polimorfismos de genes das citocinas (TNF-a -308 G—A, IFN-y
+874T—A, TGF-B1 codon 10 e cddon 25 , IL-6 -174G—A e IL-10 -1082G—A, -819C—T, -
592A—C).

4.8 Anélise e interpretacdo da amplificacéo

A interpretacdo foi baseada na presenca ou auséncia da amplificacdo do alelo ou
do grupo especifico, isto €, ndo foi considerado o tamanho do fragmento amplificado e sim
sua presenca. Para controle interno da amplificacdo, foi utilizado um par de iniciadores nédo
alélicos, responsaveis pela amplificagdo do gene da B-globina, gerando um produto de
amplificacdo de 440 pares de bases (pb). A analise se da basicamente na presenca ou néo,

considerava-se positivo para o grupo de alelos ou do alelo presente. (Figura 3).
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Figura 3 - Visualizacdo das bandas através de eletroforese em gel de agarose 1,5% mostrando
o0 controle interno de amplificacao de 440 pb (B- globina) e os genotipos. 1 e 2:
TNF-0 G/G; 3a6: TGF-B T/T G/G ; 7 a 11: IL-10 GCC/ACC; 12 e 13 IL-6 G/G;
14 e 15: IFN-y A/A.

4.9 Anédlise estatistica das interpretagdes obtidas

Foi utilizado o programa GraphPad Prism 5., para a analise estatistica. Para a
freqliéncia dos alelos e gendtipos foi feito o teste exato de Fisher bicaudal. Os valores de p
foram calculados para cada comparacdo, sendo considerados significantes os valores de p<
0,05 com intervalo de confianca de 95%.

4.10 Considerac0es éticas

O estudo INVESTIGACAO DE POLIMORFISMO NOS GENES DAS
CITOCINAS TNF-0, IFN-y, TGF-B, IL-6, E IL-10 EM PACIENTES COM FEBRE
HEMORRAGICA DA DENGUE, foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital SAO JOSE, sob protocolo n® 017/2009. CAAE: 0018.0.042.000-09.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo da populacéo estudada

Na avaliacdo das 48 pessoas que participaram do estudo no grupo FHD, e das 85
pessoas do grupo controle, estdo distribuidos na seguinte proporcdo no que diz respeito ao
sexo: grupo FHD, vinte e oito (58,3%) pertencentes ao sexo feminino, e vinte (41,7%) do
sexo masculino, no grupo controle esta distribuicdo se da com trinta e quatro (40%) de
pessoas do sexo feminino e cinquienta e um (60%) do sexo masculino (Tabela 1). Entre os
individuos envolvidos no estudo observamos uma variagdo de 04 a 77 anos de idade.
Salientamos aqui que ndo houve corte por faixa etéria visto a ndo correlacdo desta varidvel

com a presenca de polimorfismo nos genes.

Tabela 1 — Distribuicdo da populacéo estudada por sexo.

Sexo Grupo FHD Grupo Controle valores de p
N (%) N (%)
Feminino 28 58,3 34 40,0 > 0,05
Masculino 20 41,7 51 60,0 > 0,05
Total 48 100 85 100

No grupo FHD, observamos uma variavel que podera, em estudos futuros, ser
comparada e auxiliar no esclarecimento de outros fatores que podem influenciar no
agravamento da doenca. Sendo assim relacionamos os individuos do grupo FHD, com uso
continuo de medicamentos. (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicdo dos individuos que fazem uso continuo de medicamentos.

Uso de medicamentos Grupo FHD
N (%)

Usa medicementos 10 20,9
N&o faz uso 38 79,1

Total 48 100
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5.2 TNF-a

Os resultados das tipificacdes encontradas nos genétipos de TNF-a -308 nos
individuos pesquisados se encontram na Tabela 3. O gendtipo G/G foi 0o mais frequente,
quarenta e um (85,4%) no grupo FHD, o mesmo ocorrendo no grupo controle, onde sessenta e
sete (78,8%) foi encontrado. O gendtipo A/A ndo foi encontrado no grupo FHD e com
baixissima frequéncia no grupo controle, onde se obteve, um (1,2%). N&o ocorreram

diferencas estatisticas significantes entre os grupos.

Tabela 3 — Frequiéncia dos gendtipos de TNF-a -308 nos individuos dos grupos estudados.
TNF-a -308 Grupo FHD Grupo Controle  valoresde p

N (%) N (%)
AIA 0 0,0 1 12 > 0,05
GIA 7 146 17 20,0 > 0,05
GIG 41 854 67 78,8 > 0,05

Total 48 100 85 100

Para determinacdo dos valores de p foi utilizado o teste de Fisher bicaudal.

No que diz respeito a frequéncia dos alelos de TNF-a -308, foi detectado maior
freqiiéncia do alelo de TNF-a -308G, oitenta e nove (92,8%) no grupo FHD, o mesmo
ocorrendo no grupo controle, cento e cingiienta e um (88,8%). N&o ocorreu diferencas
estatisticas significantes entre os grupos analisados.

Tabela 4 — Freqiiéncia dos alelos de TNF-a -308 nos individuos dos grupos estudados.
TNF-a -308 Grupo FHD  Grupo Controle  valoresde p
n (%) n (%)
G 89 (92,8) 151 (88,8) > 0,05
A 7 (7,2 19 (11,2) > 0,05
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5.3 IFN-y

As tipificagbes encontradas nos genotipos de IFN-y +874 nos individuos da
amostra pesquisada se encontram na Tabela 5. O gendtipo T/A foi o mais frequiente no grupo
FHD, vinte e trés (47,9%), o0 mesmo ocorrendo no grupo controle, cinquenta (58,8%). O
gendtipo T/T, teve a menor freqliéncia, dez (20,9%) no grupo FHD, como também no grupo
controle, oito (9,4%) . Ndo observamos diferencas estatisticas significativas entre os grupos.

Tabela 5 — Frequiéncia dos gendtipos de IFN-y +874 nos individuos dos grupos estudados.

IFN-y +874 Grupo FHD Grupo Controle valores de p

N (%) N (%)
AIA 15 31,3 27 31,8 > 0,05
TIA 23 47,9 50 58,8 > 0,05
TIT 10 20,8 8 9,4 > 0,05
Total 48 100 85 100

Para determinacdo dos valores de p foi utilizado o teste de Fisher bicaudal.

No que diz respeito a freqiéncia dos alelos do IFN-y +874, demonstramos 0s
resultados na Tabela 6. Ndo observamos diferencas estatisticas significantes entre os grupos.
O alelo mais frequente foi o IFN-y +874A, tanto no grupo FHD, cinqgienta e trés (55,2%)

como no grupo controle, cento e quatro (61,2%).

Tabela 6 — Frequiéncia dos alelos de IFN-y +874 nos individuos dos grupos estudados.
IFN-y +874  Grupo FHD  Grupo Controle  valores de p
n (%) n (%)
A 53 (55,2) 104 (61,2) > 0,05
T 43 (44,8) 66 (38,8) > 0,05
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54 TGF-p1

Na tabela 7, demonstramos os resultados das tipificagcbes encontradas nos
gendtipos de TGF-B1 codon 10 e cédon 25 nos individuos da amostra pesquisada. O gendtipo
T/C G/G foi 0 mais freqlente no grupo FHD, vinte (41,7%), seguido do T/T G/G - onze
(22,9%). No grupo controle ocorreu a repeticdio de freqiiéncia nos dois genotipos
respectivamente, trinta e dois (38,6%) e trinta (36,1%). Em ambos os grupos estudados nédo
ocorreu deteccdo de alguns genétipos. Ndo foram observadas diferencas estatisticas
significantes.

Tabela 7 — Freqliéncia dos geno6tipos de TGF-1 coédon 10 e cédon 25 nos individuos dos
grupos estudados.

TGFp c6don 10e  Grupo FHD  Grupo Controle valores de p

cédon 25 N (%) N (%)
TIT GIG 11 22,9 30 36,1 > 0,05
TIC GIG 20 41,7 32 38,6 > 0,05
T/IC GIC 3 6,3 4 4,8 > 0,05
C/IC G/IG 9 18,8 14 16,9 > 0,05
T/TIGIC 2 4,1 1 1,20 > 0,05
C/C GIC 0 0,0 0 0,0 > 0,05
C/C CIC 2 4,1 2 2,4 > 0,05
T/T CIC 0 0,0 0 0,0 > 0,05
TIC GIG 1 2,1 0 0,0 > 0,05
Total 48 100 83 100

Para determinacgdo dos valores de p foi utilizado o teste de Fisher bicaudal.

Ao observamos a frequéncia dos alelos do TGF-B1 cédon 10 e codon 25 (Tabela
8), concluimos que no grupo FHD, o alelo TGF-B1 cédon 10T, tem maior freqiiéncia,
cinglienta e um (53,1%), o mesmo ocorrendo no grupo controle, noventa e cinco (57,2%). O
alelo TGF-B1 cédon 25G, no grupo FHD se encontra predominante, oitenta e trés (86,4%), no
grupo controle este alelo também tem predominancia, cento e cinquenta e oito (95,2%). Néo
ocorreu diferenca estatistica significante.
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Tabela 8 — Frequéncia dos alelos de TGF-f1 codon 10 e codon 25 nos individuos dos grupos
estudados.

TGFp c6don 10 e  Grupo FHD  Grupo Controle  valores de p

cédon 25 n (%) n (%)
Coédon10 T 51 (53,1) 95 (57,2) > 0,05
Cédon 10 C 45 (46,9) 71 (42,8) > 0,05
Cédon 25 C 13 (13,6) 8 (4,8) > 0,05
Cédon 25 G 83 (86,4) 158 (95,2) > 0,05

5.5 IL-6

As tipificacbes encontradas nos gendtipos de IL-6 -174, nos individuos estudados
estdo contidas na Tabela 9. O gendtipo G/G foi o mais freqliente no grupo FHD, vinte e oito
(58,3%), 0 mesmo ocorrendo no grupo controle, quarenta e trés (50,6%). O genotipo C/C foi
menos freqlente nos dois grupos, dois (4,2%) e doze (14,2%), respectivamente. N&o
ocorreram diferencas estatisticas significantes entre 0s grupos.

Tabela 9 — Freqliéncia dos genoétipos de IL-6 -174 nos individuos dos grupos estudados.

IL-6 -174 Grupo FHD Grupo Controle  valor dep

N (%) N (%)
GIG 28 583 43 50,6 > 0,05
GIC 18 375 30 35,3 > 0,05
ciC 2 42 12 14,12 > 0,05
Total 48 100 85 100

Para determinagdo dos valores de p foi utilizado o teste de Fisher bicaudal.

Na Tabela 10, demonstramos a freqiiéncia dos alelos da IL-6 -174, encontrados
nos individuos da amostra estudada. O alelo IL-6 -174G tem maior freqliéncia em ambos os
grupos: FHD, setenta e quatro (77,1%) e controle, cento e dezesseis (68,2%). N&o foram
encontradas diferencas estatisticas significantes entre os dois grupos.



45

Tabela 10 — Frequéncia dos alelos de IL-6 -174 nos individuos dos grupos estudados.

IL-6-174 Grupo FHD  Grupo Controle  valores de p

n (%) n (%)
G 74 (77,1) 116 (68,2) > 0,05
C 22 (22,9) 54 (31,8) > 0,05

5.6 IL-10

As tipificagdes encontradas nos gendtipos de IL-10 -108, -819, -592, nos
individuos estudados estdo inseridos na Tabela 11. O gendtipo GCC/ACC, foi o de maior
frequéncia no grupo FHD, dezessete (35,5%), seguido do gendtipo ATA/ATA, onze (22,9%).
No grupo controle se apresentou trés genétipos com a mesma freqiiéncia GCC/GCC,
GCC/ACC e GCC/ATA, com dezessete (21,0%). No genotipo GCC/GCC, do grupo FHD, foi
observado uma diferenca estatistica consideravel p=0,009 em relacdo ao grupo controle.
Demonstrando que existe nele fator de protecéo a FHD.

Tabela 11— Frequéncia dos gendtipos de IL-10 -108, -819, -592 nos individuos dos grupos

estudados.
IL-10-1082 - Grupo FHD Grupo Controle valores de p

819, -592 N (%) N (%)

GCC/GCC 2 4,2 17 21,0 > 0,009

GCC/ACC 17 35,5 17 21,0 > 0,009

GCC/ATA 7 14,6 17 21,0 > 0,009

ACC/ACC 3 6,2 5 6,2 > 0,05

ACC/ATA 8 16,6 16 19,8 > 0,05

ATA/ATA 11 22,9 9 11,1 > 0,08

Total 48 100 81 100

Para determinagdo dos valores de p foi utilizado o teste de Fisher bicaudal.

Na Tabela 12, demonstramos a frequéncia dos alelos da I1L-10 -1082, -819, -592,
dos individuos que participaram do estudo. O alelo IL-10 -1082A, foi mais freqiiente no
grupo FHD, diferentemente do grupo controle que teve como mais freqliente o alelo IL-10 -
1082G, noventa e quatro (58,0%). Este alelo tem uma significancia estatistica muito
consideravel p=0,0001. Sendo um fator de susceptibilidade a FHD. O alelo 1L-10 -819C foi
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mais frequente no grupo FHD, cinglenta e nove (61,5%), diferentemente do grupo controle
para 0 mesmo alelo, IL-10 -819T, cento e onze (68,5%). Neste alelo também foi verificado
diferenca estatistica consideravel p=0,0001, sendo assim um fator de protecdo a FHD. O alelo
IL-10 -592C é mais frequente no grupo FHD, cinqiienta e nove (61,5%), diferentemente do
grupo controle que tem o alelo -592A, como o mais freqiiente, cento e onze (68,5%). Neste
alelo, encontramos também uma significante diferenca estatistica (p=0,0056), sendo assim um
fator de protecdo a FHD.

Tabela 12 — Frequéncia dos alelos de IL-10 -1082, -819, -592 nos individuos dos grupos

estudados.
IL-10-1082  Grupo FHD Grupo Controle valores de p
-819 -592 n (%) n (%)
-1082A 75 (78,1) 68 (42,0) > 0,0001
-1082G 21 (21,9) 94 (58,0) > 0,0001
-819T 37 (38,5) 111 (68,5) > 0,0001
-819C 59 (61,5) 51 (31,5) > 0,0001
-592A 37 (38,5) 111 (68,5) > 0,0056

-592C 59 (61,5) 51 (39,5) > 0,005
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6 DISCUSSAO

A discussdo dos resultados alcancados no estudo, sera pautada em outros estudos
realizados sobre as predisposicbes dos componentes genéticos que algumas doencas
infecciosas causadas por patogenos intracelulares, bem como outras doencas podem sofrer
durante seu desenvolvimento do processo patologico. Desconhecemos até a presente data,
estudos especificos para dengue feitos nas citocinas TNF-a, TGF-, IL-10, IL-6 e IFN-y, aqui
estudadas, o que nos leva a observar o que ocorre em outras doencas e nao especificamente a
DC ou FHD.

Ao analisarmos as frequiéncias das tipificacbes do TNF-a -308, observamos que o
nosso estudo corrobora com Ates et al. (2008), que tinha observado que o alelo G tem
predominio em ambos os grupos, com resultados em seu estudo de (92%) de freqgiiéncia em
pacientes, com tuberculose e (91%) no grupo controle. Em nosso estudo detectamos
prevaléncia nos dois grupos, FHD (85,4%) e controle (78,8%). E em ambos 0s estudos ndo
houve diferengas estatisticas. Estes mesmos resultados foram também percebidos por
Amirzargar et al. (2006), no Ird, pacientes com tuberculose (80,0%), e controles (72,4%).
Outro estudo feito com portadores de Doenca de Crohn e pancreatite associaram o genétipo
G/G a baixa producdo de TNF-a, e os gendtipos G/A e A/A, foram associados a alta producéo
de TNF-a (LOUIS et al., 2002; POWELL et al., 2001). Apesar de outro estudo mostrar que a
FHD esta associada com altos niveis de citocinas de células T, tais como IFN-y e TNF-a, e
indicios de ativagdo de células T (LIBRATY et al., 2002), nosso estudo néo obteve resultados
estatisticos que correlacione a presenca de polimorfismo nesta citocina para o0 agravamento da

doenca.

No que diz respeito a0 TNF-a, estudos evidenciam que 0s niveis das citocinas pro-
inflamatdrias aumentaram significativamente durante a infeccdo por dengue em comparagédo
com controles saudaveis, a elevacdo do TNF-a foi observada mais em casos com FHD.
Evidenciou-se ainda prolongadas elevagdes dessa citocina pro-inflamatoria, durante casos de
infeccdo secundéria, principalmente em pacientes com FHD. O estudo sugere uma associa¢do
do TNF-a com a gravidade da doenga. (CHATURVEDI et al.,. 1999; BRAGA et al., 2001).

Existem associagdes feitas em outros estudos, da presenca de polimorfismos no
gene de TGF-B, com outras doencas, como carcinoma nasofaringeo associado ao virus
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Epstein-Barr, fibrose pulmonar e hapatite. (HATTA et al., 2007; AWAD et al., 1998; FANG,;
LIU; HAN, 2008).

Em nosso estudo os resultados demonstraram que a freqiiéncia dos alelos de TGF-
B, do alelo T cddon 10 no grupo FHD foi de (53,1%) em relacdo aos controles (57,2%). Esses
dados seguem os mesmos encontrados por Amirzagar et al. (2006), que observou uma
freqliéncia também menor no grupo de paciente com tuberculose (31,7%), em compara¢ao
aos (50,9%) dos controles. Estudos em pacientes transplantados associaram o alelo T, cédon
10, a alta producdo de TGF-p, enquanto o alelo C, codon 10, foi associado a baixa produgio
(PERREY et al., 1998; BATHGATE et al., 2000).

Analisando a freqliéncia dos alelos de TGF- no codon 25, observamos uma maior
freqiiéncia do alelo G, no grupo FHD (86,4%), mas em comparagdo ao grupo controle
(95,2%), esta freqliéncia foi menor. Este alelo esta associado a alta producdo de TGF-B,
enquanto o alelo C foi associado a baixa producdo desta citocina (PERREY et al., 1998;
BATHGATE et al., 2000).

Em nosso estudo os genotipos T/T G/G e T/C G/G foram os mais freqiientes no
grupo FHD, estes sdo associados a alta producdo de TGF-B. Tambem observamos que 0s
gendtipos C/C GIC, e T/T C/C, que nao foram tipificados, e estes estdo associados a baixa
producdo desta citocina (PERREY et al., 1998; BATHGATE et al., 2000).

Ao analisarmos as freqiiéncias dos alelos de TGF-B, coédons 10 e 25, nédo
obtivemos diferengas estatisticas significantes, apesar de estudos citados acima associarem
esta citocina ao agravamento da doenca. Existe certo sentido na anélise, em vista do efeito
desativador de macrofagos promovido pelo TGF-p.

Em relagcdo a IL-10, estudos demonstram que TNF-a e IL-10 formam um laco
auto regulatorio, em que o TNF-a € um indutor da IL-10 e a IL-10 é um supressor de TNF-a
(POWRIE; COFFMAN, 1993; VAN DER POLL et al., 1994; PEREZ et al., 1995;
MOSMANN; SAD, 1996). Estudos associaram o polimorfismo existente na IL-10 com outras
doencgas, como: artrite reumatoide (HAJEER et al., 1998), IUpus eritematoso sistémico (MOK
et al., 1998).
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Niveis elevados de IL-10 tém sido relatados em pacientes com DC e FHD,
possuindo um papel imunomodulador e que pode ser capaz de inibir a funcdo apresentadora
de células dendriticas infectadas com DENV (PALMER; SUN et al., 2005). A IL-10 é tida
como a citocina chave e esta associada com a FHD, bem como na mudanca da resposta do
tipo Thl na DC, para o tipo Th2, na FHD, e com aumento dos niveis de IL-al 10 e IL-4
(CHATURVEDI et al., 1999).

Os polimorfismos -1082, -819, -592 de IL-10 analisados em nosso estudo,
demonstraram que a frequéncia dos alelos de IL-10 -1082 apresentou significativa reducdo do
alelo G (21,9%) no grupo FHD, em comparacdo ao grupo controle (58,0%), com uma
consideravel significancia estatistica. Ao observamos outro estudo, o alelo -819G, também
demonstra uma freqiiéncia de (37,7%) em pacientes com tuberculose em comparacdo a
(23,0%) nos controle (ORAL,et al. 2006). O alelo -819A, teve predominancia em relagdo ao
alelo -819G, (78,1%). O que demonstra concordancia com os resultados observados por OH
et al., (2007), onde foi obtido uma frequéncia de (72,0%) do alelo -819A em relacéo ao alelo -
819G, na Coréia, em portadores de tuberculose.

O alelo -819T, apresentou predominancia no grupo controle (68,5%) em
comparacgédo ao grupo FHD (38,5%), demonstrando assim uma significancia estatistica alta. O
-592A, também teve predominancia no grupo controle (68,5%) versus (38,5%) do grupo
FHD, este alelo também teve significancia estatistica alta, associando estes alelos a fator de
protecdo a FHD.

O gendtipo GCC/ACC, teve mais fregiiéncia no grupo FHD (35,5%), em
comparacdo ao grupo controle (21,0%). O Gendtipo GCC/GCC, teve maior frequéncia no
grupo controle (21,0%), em relagdo ao grupo FHD (4,2%), com uma alta significancia
estatistica, dando a esse gendétipo um fator de protecéo & FHD.

Ao observamos os resultados encontrados dos genétipos GCC/GCC em pacientes
com tuberculose, notamos que a freqiiéncia dos pacientes foi de (20,0%) em comparagdo aos
controles (7,0%) (ATES et al., 2008), diferentemente do ocorrido em nosso estudo com

pacientes com FHD.

Em relacdo a IL-6, foi demonstrado que seu maior nivel sérico esta relacionado
com o inicio da DC, e que tinha correlacdo com os sintomas da dengue, quando da
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apresentacdo da FHD, seu nivel volta a subir, sugerindo que ela esteja correlacionada com a
severidade da FHD (JUFFRIE et al., 2001; HOBER et al., et al., 1993; KURANE; ENNIS,
1997).

Pinto et al, (1999), relata também o aumento de IL-6 e os niveis séricos de TNF-a, em

pacientes com dengue, em compara¢do com o grupo saudavel.

Diversos estudos ja associam o polimorfismos de IL-6 na regido -174 com
producdo desta citocina, bem como ja se encontrou este polimorfismo associado a outras
patologias, tais como: doenga arterial coronariana e acidente vascular cerebral
(FERNANDEZ-REAL et al., 2001) artrite reumatdide juvenil sistémica (FISHMAN et al.,
1998), linfoma de Hodgkin (COZEN et al., 2004) e lupus eritematoso sistémico (LINKER-
ISRAELI, 1999).

Obtivemos como resultado em nosso estudo a predominancia do alelo de IL-6 -
174G, no grupo FHD (77,1%) em comparacdo ao grupo controle (68,2%), ndo ocorreu
diferenga estatistica neste alelo, como também no alelo IL-6 -174C onde a predominancia foi
do grupo controle (31,8) em relagdo ao grupo FHD (22,9%). Nosso estudo esta corroborando
com HENAO et al. (2006), em que ndo houve associacdo significativa na tipificacdo dos
gendtipos de IL-6 -174 G—C em pacientes com tuberculose e controles.

O IFN-y, in vitro, pode aumentar a permeabilidade do endotélio e ativar a
expressao de receptores Fcy, pelos mondcitos e macréfagos (ROTHMAN; ENNIS, 1999;
MALAVIGE et al., 2004) Outro estudo relata que IFN-y aumenta a infecgdo pelo virus da
dengue nos mondcitos e regula a expressdo de HLA de classe | e I, o que pode resultar em
um maior numero de células infectadas e assim facilitar o reconhecimento do antigeno do
virus da dengue pela célula T especifica. (KURANE et al., 1991).

Os resultados das tipificagfes dos alelos de IFN-y +874, ao serem analisados
apresentaram menor freqiiéncia no alelo +874A, no grupo FHD (55,2%) em relagdo ao grupo
controle (61,2%). Enquanto que o alelo IFN-y +874T, apresentou maior freqiiéncia no grupo
FHD (44,8%), em comparacdo ao grupo controle (38,8%). Estes resultados divergem dos
obtidos por DING et al (2008) que encontrou uma reducdo do alelo T em pacientes chineses
(21,1%) em relagédo aos controles (28,7%) e uma maior freqiiéncia do alelo A em pacientes
com TB pulmonar (78,9%) em comparacdo aos controles (71,3%). Contrapondo, um estudo
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feito no Paquistdo observou maior freqliéncia e associou o alelo +874T com a presenca de
tuberculose pulmonar (ANSARI et al., 2009).

Apesar de niveis de IL-2 e IFN-y, serem mais altos em pacientes com FHD, nao
ha diferenca estatisticamente significativa quando comparado aos casos de DC (KURANE et
al., 1991).

Ao analisarmos as tipificacbes dos genotipos de IFN-y, foi observado que o
gendtipo T/A teve maior frequéncia no grupo FHD (47,9%), o grupo controle teve o resultado
de (58,8%), diferentemente dos resultados de Rossow et al. (2003), que obteve uma
frequéncia de (59,0%) do genotipo A/A em pacientes com tuberculose quando comparada
aos controles (47,0%), mas corroborando com outro estudo feito na Croécia que obtiveram
predominancia do gendtipo T/A na populacdo estudada (54,3%) (ETOKEBE et al., 2006). O
gendtipo T/T apresentou a menor freqiéncia nos dois grupos, (20,8%) no grupo FHD e
(9,4%) no grupo controle, a mesma observacgéo foi descrita no estudo realizado por Amim et
al. (2007) onde foram obtidas as freqliéncias dos genotipos de IFN-y +874T—A,
demonstrando que o genotipo A/A foi o mais frequente (45,0%), vindo ap6s o gendtipo T/A
(32,0%) seguindo o gendtipo T/T (23,0%).

Ao analisarmos os resultados alcancados das tipificacdo dos gendétipos de IFN-y,
ndo obtivemos significancia estatisticas que nos leve a associarmos o polimorfismo deste
gendtipo ao agravamento da doenca.

A originalidade do estudo faz com que possamos criar inter-relagdes com outros
pontos de pauta na problematica da dengue, quando voltamos o olhar para a questao de gastos
em uma epidemia nos deparamos com situacdes gigantescas, de todos os tipos de custos, do
econdmico ao social, e o preco da dengue é alto. A internagdo de um paciente em hospital
publico custa, em média, R$ 300, no caso da forma cléssica da doenca, e R$ 500 no da
variante hemorrégica. Isso sem mencionar 0s gastos, ainda mais altos, quando se trata de
hospitais privados ou conveniados a planos de satde.(SESCSP, 2010).

Ainda nao temos dados relativos aos dias de trabalho perdidos por causa de uma
epidemia, bem como ainda ndo foi quantificar os danos reais para a economia do pais
provocados por uma epidemia. Um estudo realizado na Malasia, mostra que o prejuizo anual
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com dengue no sudeste asiatico, onde ha uma pandemia, equivale a 940 mil dias de trabalho.
(SUAYA et al., 2009).

No Brasil, 0 governo somente informou ter determinado um aporte extra de R$
128 milhdes ao Teto Financeiro de Vigilancia em Salde, orcado em R$ 1,02 bilhdo. Esse
montante é destinado as campanhas de prevencdo de todas as doencas epidémicas. No caso
especifico da dengue, foram gastos R$ 55 milhdes em campanhas na midia, compra e
distribuicdo de equipamentos, estoque estratégico de medicamentos, diagnostico, treinamento
e capacitacdo de profissionais da vigilancia epidemioldgica. (SESCSP, 2010).

Sendo assim, considerando os custos de uma epidemia, sem mencionar as vidas
perdidas para a dengue, visualizamos a possibilidade de se ter nos servigos publicos exames
moleculares voltados para deteccdo de polimorfismo, que possam predizer o risco de cada
paciente, na auséncia do fator de protecdo aqui detectado. Esta possibilidade se d& ao
compararmos 0s custos versus o0s beneficios, considerando que os gastos com esta técnica
comparados aos gastos com as internagdes hospitalares séo insignificantes.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas tipificaces das citocinas TNF-a, IFN-y, TGF- e IL-6,
e em seus alelos demonstraram que ndo tiveram diferencas estatisticas significativas, o que
ndo nos permite associarmos esses polimorfismos com o agravamento da dengue.

A presenca dos genotipos, GCC/GCC de IL-10, no grupo controle,
estatisticamente demonstram associa¢do como fator de protecédo contra a FHD.

Os alelos da IL-10 -1082G, -819T e -592A, estatisticamente se associam como
fator de protecdo ao agravamento da doenca, quando comparados aos seus respectivos
controles..

De uma forma geral, considerando todas as citocinas aqui estudadas, observamos
que o estudo do polimorfismo de genes € um avanco no que diz respeito a obtermos
associacOes de fatores de protecdo ou de susceptibilidade no agravamento da dengue.
Especificamente aqui, obtivemos significancia estatisticas, que nos permite associarmos o
polimorfismo existente na IL-10 como um fator protecdo ao agravamento da doenca. Estudos
posteriores podem vir a corroborar com nossos resultados.
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ANEXO 2: Distribuicdo dos genétipos de TNF-a, TGF-, IL-10, IL-6, IFN-y em

pacientes com FHD, de acordo com idade, sexo e forma clinica

Amostra |dade | Sexo | TNF-a TGF-B IL-10 IL-6 IFN-Y
1 12 M GIG T/C G/IG | ACC/ACC G/G T/A
2 28 M GIG T/C G/IG | GCC/ACC G/C TIT
3 58 M GIG T/C G/IG | GCC/ACC C/C AJA
4 4 F GIG T/IC GIG | ATA/ATA G/G T/A
5 M GIG T/T G/IG | GCC/ACC G/C T/A
6 14 M GIG C/IC G/IG | ACC/IACC C/C TIT
7 6 M G/A C/IC G/IG | GCC/ATA G/IG T/A
8 10 F GIG T/IT GIG | ATA/ATA G/C T/A
9 39 M GIG T/C G/IG | GCC/ATA G/G T/A
10 17 M GIG C/IC G/IG | GCC/ATA G/G AJA
11 13 M GIG TIT GIG | ATA/ATA G/G AJA
12 29 F GIG T/C C/IC | GCCI/IATA G/G T/A
13 12 M GIG T/T G/IG | GCC/IATA G/C AlIA
14 70 F GIG T/IC GIG | ATA/ATA G/IC T/A
15 13 M G/A C/IC G/IG | GCC/ATA GIG AIA
16 47 F GIG T/IC GIG | ACC/ATA GIG AIA
17 9 M GIG T/IC G/IG | ACC/ATA G/C TIT
18 F G/G; T/T GIG | GCC/ATA G/G AJA
19 37 F GIG C/IC G/IG | ACC/IATA G/G T/A
20 6 F GIG T/C G/IC | GCC/ACC G/C T/A
21 17 F GIG T/C G/IG | GCC/ACC G/G T/A
22 55 F G/A T/IT GIG | ATA/ATA G/G T/A
23 39 F GIG T/T G/IG | GCC/ACC G/C TIT
24 35 F GIG T/ICGIG | ATA/ATA G/IG T/IA
25 12 M G/A T/IC G/IG | GCC/ACC G/IC T/T
26 28 F GIG T/T G/IC | GCC/ACC GIC T/A
27 14 F GIG T/IC G/IG | ACC/ATA G/G T/A
28 9 F GIG T/IT GIG | ATA/ATA G/G AJA
29 30 M GIG C/IC G/IG | GCC/ACC G/G AJA
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30 9 M GIG T/IC G/IC | ACC/ATA G/C T/T
31 27 F GIG T/IC G/IG | GCC/ACC GIG T/A
32 9 F GIG C/IC G/IG | ACC/ACC GIC A/A
33 73 F GIG T/IC G/IG | GCC/GCC G/IC T/A
34 30 F GIG T/IC GIG | ATA/ATA G/G T/A
35 9 M GIG T/T G/IG | GCC/ACC G/G T/IT
36 41 F GIG T/ICGIG | ATA/ATA G/IC AlA
37 26 F GIG T/C G/IC | GCC/ACC G/IG T/IA
38 9 M GIG T/ICG/IG | ATA/IATA G/IG T/T
39 35 F GIG C/C G/IG | ACC/ATA G/IG A/A
40 12 F GIG T/T G/IG | ACC/ATA GIC T/A
41 71 M GIG C/IC G/IG | ACC/IATA GIG T/A
42 14 M GIG T/T G/IG | GCC/IATA G/G AJA
43 74 F GIG C/IC G/IG | GCC/ACC G/G T/IT
44 16 F GIG T/T G/IG | GCC/ATA G/G T/A
45 22 F G/A C/IC G/IC | GCC/GCC G/IC T/A
46 51 F G/A C/C C/IC | ACC/IATA G/IG A/A
47 35 F GIG T/ICG/IG | ATA/IATA G/IG T/T
48 36 M G/A T/IC G/IG | ACC/ATA G/IG A/A
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ANEXO 3: Distribuicdo dos genétipos de TNF-a, TGF-, IL-10, IL-6, IFN-y em
individuos controle, de acordo com idade e sexo

CONTROLE | IDADE | SEXO | TNF-a TGF-B IL-10 IL-6 IFN-y
501 23| masc GIG C/IC GIG N.A G/IC T/IA
502 42| masc GIG T/IT GIG | ATAIATA | GIG A/A
503 25| masc GIG C/C GIC |GCC/GCC| GIG T/T
504 58| masc GIG T/IC GIG | ACC/IATA | GIG T/A
505 46| fem GIG T/IC GIC | GCC/IATA| CIC AJA
506 26| fem G/G TIT GIG | ATA/ATA G/IC AJA
507 28| masc G/G T/T GIG |GCC/GCC| G/C AJA
508 25| masc G/G T/T GIG |GCC/IACC| GIG T/A
509 24| fem G/G C/IC GIG | GCC/IATA| G/C T/A
510 18| masc G/A T/T GIG |ACC/ACC| GIG T/A
511 31| fem GIG C/IC GIG | GCC/IATA| GIC T/A
512 31| masc GIG T/IC GIG | ATAIATA | GIG T/A
513 42| fem GIG T/IT GIG |GCC/IATA| GIG AJA
514 39| fem GIG C/IC GIG | ACC/IATA | GIG T/A
515 40| fem G/A T/T GIG | ACC/ATA| GI/C T/A
516 45| masc G/A T/T GIG | ACC/ATA| CIC T/A
517 47 | masc G/A C/IC GIG | ACC/IATA | GIC AlIA
518 26| masc G/A T/IC G/G | ACC/ATA | GIG T/A
519 29| masc G/A T/IC GIG | ACC/ATA | GIC A/A
520 39| masc GIG T/IC GIG |GCC/IGCC| GIG T/A
521 28| fem G/A T/IC GIG | GCC/ATA| GIC T/T
522 19| fem GIG C/IC GIG |ACC/IACC| GIC T/A
523 22| fem G/A T/IC GIG |GCC/GCC| GIG AJA
524 39| masc GIG T/T G/IG |GCC/ATA| GIC T/A
525 44| masc GIG T/IC GIG |GCC/ACC| GIG T/A
526 44| masc G/G C/IC CIC | ACC/ATA | GIG T/A
527 25| fem G/G T/IT GIG |GCC/ACC| G/C AJA
528 21| masc G/G T/IT GIG | GCC/IATA| GIG T/A
529 46| fem G/G T/IC GIG |GCC/ACC| GIG AlA




530 27| masc GIG T/IC GIG |GCC/GCC| GIG T/IA
531 55| fem G/IG T/IC GIG |GCC/GCC| GIC AJA
532 23| fem GIG T/IC GIG | ACC/IATA | GIG A/A
533 30| masc G/G C/IC GIG N.A* C/IC AJA
534 19| fem G/G T/IC GIG | ACC/IATA | G/C T/A
535 21| masc G/G C/IC G/IG |GCC/IATA| GIG AlA
536 48| masc G/G T/IC G/G | GCC/ATA| GIC T/A
537 24| masc GIG T/T GIG |GCC/IACC| GI/IC T/IA
538 28| masc GIG C/C GIG |GCC/GCC| GIC T/T
539 42| fem GIG T/T GIG |ACC/ACC| GI/C T/IA
540 37| masc G/A T/T G/IG |GCC/ACC| GIC T/A
541 28| fem GIG T/IC GIG | ATA/ATA GIG T/A
542 27| fem G/G T/T G/IG |GCC/ATA| GIG T/A
543 22| masc G/G T/IC GIG |GCC/ACC| GIG AJA
544 28| masc G/G TIT GIG | ATA/ATA G/C T/A
545 43| masc G/G T/T GIG |GCC/IACC| GIG AlA
546 31| masc GIG C/IC GIG |GCC/GCC| GIG T/IA
547 42| fem GIG T/T GIG |GCC/GCC| GIG T/A
548 23| masc GIG T/IC GIG |GCC/GCC| GIG T/A
549 25| masc GIG T/IC GIG | ACC/IATA | GIC AJA
550 24| fem GIG T/IC GI/G | GCC/ATA| GIC AJA
551 32| masc G/G T/IC GIG | ACC/IATA | GIC T/A
552 24| fem G/A TIT GIG | ATA/ATA G/C T/A
553 25| masc G/G T/IC GIG |GCC/ACC| GIG AlIA
554 42| masc G/G C/IC GIG | ACC/IATA | GIG T/A
555 44| masc GIG T/IC GIG | ACC/IATA | GIG A/A
556 23| masc GIG T/T GIG |GCC/GCC| GI/C A/A
557 24| fem GIG C/IC GIG | GCC/IATA| GIC A/A
558 32| masc G/A T/IC GIG |GCC/GCC| G/C T/A
559 52| masc GIG T/IT GIG | GCC/IATA| GIG T/A
560 20| fem G/A T/T GIG | ACC/IATA| CIC AJA
561 30| fem GIG T/IT GIG | GCC/IATA| GIG T/A
562 23| masc G/G T/IC GIG |GCC/GCC| G/C T/A
563 33| fem G/G T/IC GIG | ACC/IATA | G/C T/A
564 35| masc G/G T/IC GIC |GCC/GCC| GIG AJA
565 24| masc G/G T/IT GIG | ATAIATA | G/IG T/A
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566 18| fem G/G T/T GIG |GCC/IACC| GIG T/A
567 25| masc AIA T/IC GIG |ACC/ACC| CIC T/IT
568 22| masc G/G T/IC GIC |GCC/IACC| GIG T/A
569 31| fem G/A C/IC GIG | GCCIATA| GIG T/A
570 20| masc G/G T/IC GIG |GCC/ACC| CIC AJA
571 29| masc GIG TIT GIG N.A* C/iC T/IA
572 31| fem GIG T/T GIG |ACC/ACC| GIC T/A
574 41| masc G/G T/T GIG |[GCC/IACC| CIC TIT
575 27| fem G/A TIT GIG | ATA/ATA | GIG TIT
576 21| fem G/G T/IC GI/G |GCC/GCC| CIC T/A
583 23| fem G/G C/IC GIG | GCC/IATA| GIG AJA
584 25| masc G/A N.A* GCC/ACC| CIC T/A
593 40| fem G/G C/IC CI/C | ATA/ATA C/iC AJA
584 25| masc G/A N.A* GCC/ACC| CIC TIA
594 34| fem G/G T/IC GIG |GCC/ACC| GIG T/IT
595 18| fem GIG C/IC GIG |GCC/GCC| GIG T/A
596 28| masc G/A TIT GIG |GCC/GCC| GIG T/A
598 33| masc G/IG T/IC GIG N.A* GIG T/A
599 19| masc G/IG T/IC GIG | GCC/IATA| GIG T/A
600 26| masc G/G T/IC GIG |GCC/ACC| GIG TIT
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ANEXO 4 : TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dados de identificacdo

Titulo do Projeto: Investigacdo de Polimorfismo no Interferon-gama e na Interleucina-6, nos pacientes com
FHD no municipio de Fortaleza-Ceara/2009”
Pesquisador Responsavel: _Francisco Marcio Pereira da Silva
Telefones para contato:  (085) 3101-5441 - (085) 3101-5442  -(088) 9961-4951
Nome do voluntério:
Idade: anos R.G.
Responsavel legal (quando for o caso):
R.G. Responsavel legal:

O Sr. (® esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa INVESTIGACAO DE
POLIMORFISMO NO INTERFERON-GAMA E NA INTERLEUCINA-6, NOS PACIENTES COM FHD NO
MUNICIPIO DE FORTALEZA-CEARA/2009, de responsabilidade do pesquisador FRANCISCO MARCIO
PEREIRA DA SILVA.

Este projeto tem por objetivo geral avaliar a possibilidade de fatores genéticos existentes em algumas
pessoas serem os responsaveis pela gravidade na Febre Hemorragica de Dengue - FHD.

Caso voceé aceite participar da pesquisa como voluntario, apos ter lido, entendido e assinado este termo, o
procedimento sera: retirar 5 ml de sangue, o qual sera feito utilizando uma seringa. Primeiro sera limpo o local,
depois sera introduzido uma seringa, que coletara 5 ml de sangue, o qual sera enviado posteriormente ao
laboratorio.

As analises serdo feitas no Laboratorio de Genética Molecular do Departamento de Patologia e Medicina
Legal da UFC. Todos os resultados obtidos ficardo sob a responsabilidade e guarda do pesquisador, as
informagdes dos voluntérios ficardo em segredo. Vocé tem a liberdade de posteriormente pedir pra seu exame
ndo ser incluido na pesquisa, 0 que sera atendido de imediato, sem que isto leve a vocé qualquer prejuizo
posterior.

Os beneficios da pesquisa poderdo auxiliar muitas pessoas acometidas de FHD no futuro. O pesquisador
garante a vocé o direito de qualquer pergunta, esclarecimentos mais especificos dos procedimentos realizados
e(ou) interpretacdo dos resultados obtidos.

O desconforto e risco existentes para vocé sdo minimos, vocé sentira uma leve dor no momento da
introducdo da agulha e existe a possibilidade de um pequeno hematoma no local da introducéo da agulha, logo
apos a coleta do sangue.

Apos ter recebido todas as informages relacionadas a pesquisa eu CERTIFICO que voluntariamente,
aceito participar dela, pois reconheco que:

1°) foi-me fornecido uma cépia deste termo, contendo as informagdes pertinentes a pesquisa, a qual eu li e

compreendi por completo;

2°) fui informado dos objetivos especificos e da justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada.

Recebi informacdes do procedimento no qual estarei envolvido, dos riscos ou desconfortos previstos,
e dos beneficios da pesquisa;

3% ficou entendido que posso retirar-me da pesquisa a qualquer momento, e isto ndo afetara meus

cuidados médicos ou de meus parentes no presente ou no futuro;

4% que todas as informagdes a meu respeito serdo confidenciais;

59 fui informado que acaso haja danos a minha salde, causados diretamente pela pesquisa, terei direito a

tratamento médico;

6°) foi-me garantido que néo terei gastos em participar do estudo.

7°) sendo assim, concordo que meus dados clinicos também sejam utilizados no estudo.

Fortaleza-CE, de de 20009.

Assinatura do paciente ou seu responsavel legal Testemunha
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