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RESUMO

A dengue é uma doenca infecciosa que detém altas taxas de morbidade e
mortalidade em paises tropicais e subtropicais do mundo. A infeccdo pode ser
assintomatica, possuir sinais de alerta ou levar a gravidade. A diversidade
destas manifestagcdes pode ser afetada, principalmente, pela relagédo
sorotipo/genétipo  do virus. Diferentes interleucinas estdo diretamente
associadas com a infeccdo de dengue, e estas estdo estreitamente
relacionadas com a imunopatogénese da doenca.Polimorfismos genéticos de
citocinas podem ser responsaveis pelo desequilibrio do processo inflamatério,
sendo potenciais marcadores da susceptibilidade a dengue bem como
responsaveis pelos sintomas a ela associados. Neste estudo, polimorfismos de
nucleotideo unico (SNP) das interleucinas (IL) 18 -511C>T, ILTRN VNTR 86
bp, IL6 -174G>C, IL10 -819C>T e TNFa -308G>A foram analisados em um
grupo de 198 individuos com suspeita de infec¢do por dengue, durante agosto
de 2011 a agosto de 2013. A dengue foi confirmada em 118 pacientes e o
grupo controle consistiu em 80 individuos sem dengue. Os dados clinicos e
epidemioldgicos foram coletados de prontuario ou entrevista pessoal.As
frequéncias genotipicas de todos os SNPs analisados estavam em equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE), exceto o gene TNFa. A principal associagcéo
encontrada foi o alelo T do IL1B8 (-511C>T) para susceptibilidade a dengue
(P<0,05). Andlises de associacdo mostraram que a presenca do alelo
polimérfico de IL6(-174G>C) mostrou um aumento da susceptibilidade para
dengue quando combinado com pelo menos um alelo polimérfico de TNFa e
com o alelo polimérfico do/L1B(-511C>T).Além disso, o gendtipo heterozigoto
de IL10(-819 C>T) elL1B(-511C>T)foram significativamente associados com
TNFa(-308G>A) e comIL1RNcom gendtipos homozigotos polimoérficos para
ambos, respectivamente. Considerando os sintomas clinicos, apenas tontura
foi encontrado associado com o alelo T do/L18-511C>T (P = 0,01).Nossos
dados mostraram a importancia do polimorfismo do IL1B(-511C>T)para a
susceptibilidade de dengue e ressalta o efeito aditivo de algumas interleucinas.
Também demonstrou que este polimorfismo pode ser um marcador para
sintomas de dengue, o que pode ser relevante para abordagens terapéuticas.
Palavras-Chave: Infeccdo sintomatica.lnfeccao Nao-dengue. Polimorfismos de
Interleucina. Caracteristicas Clinicas.



ABSTRACT
Dengue is an infectious disease that is associated with high morbidity and
mortality rates in tropical and subtropical countries. Infection can be
asymptomatic or have warning signs leading to severity. The diversity of
these episodes can be affected mainly by the ratio of serotypes/genotypes of
the virus.Different interleukins are directly associated with dengue infection,
and they are closely related to the immunopathogenesis of the disease.
Genetic polymorphisms of these cytokines may be responsible for the
imbalance of the inflammatory process and markers for dengue susceptibility
and may be related to dengue symptoms. In this study, single nucleotide
polymorphisms (SNPs) of the interleukins (IL) IL78 -511C>T, IL1RN bp
VNTR 86, IL6 -174G>C and IL10 -819C>T and TNFa -308G>A were
analyzed in a group of 198 individuals with suspected dengue infection,
during August 2011 to August 2013. Dengue was confirmed in 118 patients,
and the control group consisted of another 80 individuals without dengue.
Clinical and epidemiological data were collected from medical records or
personal interviews. The genotype frequencies of all SNPs analyzed were
found to be in Hardy-Weinberg equilibrium (HWE), except for the TNFa gene.
The major finding was the association of the/L18(-511C>T) T allele with
dengue susceptibility (p <0.05). Analysis of association showed that the
presence of the IL6 (-174G>C) polymorphic allele showed an increase in
dengue susceptibility combined with at least a polymorphic allele of TNFa
and with IL1B(-511C>T) polymorphic allele. Also, the heterozygous genotype
of IL10 (-819 C>T) was significantly associated with TNFa (-308G>A) and
IL18 (-511C>T) with IL1RN homozygous polymorphic genotypes for both,
respectively. Considering the clinical symptoms, only dizziness was found to
be associated with the T allele IL1B8(-511C>T) (P = 0.01). Our data showed
the importance of IL16(-511C>T) polymorphism for dengue susceptibility and
highlighted the additive effect of some interleukins. Also shown was that this
polymorphism can be a marker for dengue symptoms, which may be relevant

for therapeutic approaches.

Keywords: Symptomatic Infection. Non-dengue Infection. Interleukin

Polymorphisms. Clinical Features.
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1. INTRODUGCAO

A dengue é uma doenca febril aguda causada por um arbovirus (género
Flavivirus, familia Flaviviridae) transmitida através da picada da fémea do mosquito
do géneroAedes (principalmente o Aedes aegypti).Carolus Linnaeus, em 1762,foi
quem primeiro identificou e descreveu o artropode, seguido de outros do mesmo
subgénero Stegomyia, como o Aedes scutellaris, por Walker, em 1859, Aedes
albopictus, por Skuse, em 1894 e o Aedes polynesiensis, por Marks, em 1952. Estes
estudos vieram também confirmar estes vetores como possiveis transmissores do
virus dengue (MARTINS et al., 2006; 2010; 2012).

Atualmente, esta arbovirose € a principal doenca que acomete as populacdes
dos paises tropicais e subtropicais do mundo, e em mais de 100 destes paises sédo
endémicos (BACK; LUNDKVIST, 2013).Por sua vez, o virus dengue (DENV),
transmitido por mosquitos do género Aedes, dividia-se em quatro sorotipos distintos,
mas sorologicamente relacionados:DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. No
entanto, em 2013, foi divulgada a existéncia de um quinto sorotipo: DENV-5
(MUSTAFA et al., 2015).Estes sorotipos podem levar a infeccdo, de forma muito
diversificada, variando desde a forma assintomatica, até quadros mais graves, ou
mesmo levar a morte (SILVA, 2013).De acordo com a classificagdo atualizada da
Organizacdao Mundial de Saude (OMS), os casos sao classificado sem trés
categorias: 1) dengue provavel, 2) dengue com sinais de alarme e 3) dengue grave
(OMS, 2009).

A dengue é de origem pandémica, expandindo-se inicialmente da Africa, para
outras areas tropicais do planeta, como sudeste asiatico,Oceania e Américas. Com
esta crescente disseminacgao, esta doenca chega ao status de maior problema de
saude global, uma vez que nas ultimas décadas s6é aumentaram os casos graves da
doenga (OSANAI, 1984; GUBLER; CLARCK, 1995; GUBLER, 1998, OMS, 2009).

A doenca é caracterizada por uma reacgao fisiopatolégica mediada pela
resposta imune contra o virus, a qual pode ser guiada por componentes da
imunidade inata, como proteinas sinalizadoras,conhecidas por quimiocinas e seus
receptores.Outros grupos proteicos podem ser estimulados, participando tanto da
imunidade inata como adquirida (COSTA et al., 2013). Este estimulo pode ser
desencadeado pela elevada producdo de moléculas estimuladoras envolvidas na
ativacao dos linfocitos T. Estes, por sua vez, podem estimular proteinas conhecidas
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como citocinas a propagar um quadro inflamatério com o intuito de combater este
agente infeccioso (GREEN; ROTHMAN, 2006; KURANE, 2007; MARTINS et al.,
2012).

Mesmo existindo diversos programas de prevengao e combate a esta doencga
no pais, o Brasil ainda € conhecido como um dos paises mais atingidos por diversas
epidemias anualmente (OPAS, 2015). Embora o pais seja acometido pela dengue
todos os anos e existam diversas pesquisas que tentam entender a sua
patogenia,ainda existe uma lacuna na imunopatogénese da populacdo brasileira,
bem como na relacdo genética hospedeiro/virus. Por isso, o trabalho teve como
objetivo avaliar os polimorfismos das interleucinas (ILs) 1, 6, 10 e TNF-a em
pacientes residentes no Ceara evidenciando a relagdo genética na suscetibilidade
com a doenga.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. PERFIL GLOBAL E EPIDEMIOLOGICO

2.1.1. Dengue no Mundo

A dengue atualmente é um problema de saude publica, principalmente nas
regides tropicais do planeta. Cerca de dois bilhdes e meio de pessoas habitam estas
areas as quais o virus circula livremente (MENDONGCA et al, 2009).
Aproximadamente 2/5 da populagdo mundial tem o risco de contrair a doenca e
estima-se que ocorram mais de 50 milhdes de novas infec¢gées anualmente (Figura
1) (GUZMAN;KOURI, 2002; OMS, 2009).
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Figura 1. Area de risco de transmissdo mundial
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Fonte: Modificado a partir de SIMMONS et al., 2012.

O principal mosquito transmissor é oriundo do Egito, tendo sido disseminado
para outros continentes através das embarcacdes de navios negreiros a partir do
século XV e meados do século XIX (IOC, 2015). Os primeiros surtos da doenca
aconteceram nas Antilhas francesas, em 1635, e no Panama, no ano de
1699(GUBLER, 1998).

No entanto, ainda nao se chegou a um consenso relativo ao agente etiolégico
que provocou a doenga nestes paises, pois se assemelhava muito da sintomatologia
clinica atual. Apenas no século XVIII, as primeiras documentacdes sobre a doenca
surgiram na Filadélfia, em 1778, e na llha de Java, em 1779 (GUBLER, 1997; 1998;
BARRETO; TEIXEIRA, 2008).

No século XX, durante e apds a segunda guerra mundial, ocorreram diversas
epidemias da doenca devido, principalmente, ao clima e ambiente propicio para sua
transmissdo em diversos paises do sudeste asiatico.Outros parametros que podem
ser destacados forama disseminacao de diferentes sorotipos para novas area se 0
surgimento da dengue grave (febre hemorragica, antiga classificacdo), como
ocorreram nas Filipinas, em 1953.Anos depois,esta regido ja tinha alcancado
nameros alarmantes de dengue grave (GUBLER, 1997; 1998, SIMMONS, 2012).

Décadas mais tarde, a doenca propagou-se em regides menos prevalentes,
como a Europa. Em 2012houve um surto na llha da Madeira, que registrou 2168
casos eque impbs risco de uma possivel chegada a Portugal continental
(PORTUGAL, 2013).

Embora ja se conhega a presenca de todos os DENV em todos os
continentes, o mundo voltou a ficar em alerta quando, em outubro de 2013, foi
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anunciado o quinto sorotipo circulante da dengue em um surto epidémico na
Malésia, pais do sudeste asiatico. O DENV-5 foi identificado através de uma triagem
realizada numa amostra de um fazendeiro de 37 anos, hospitalizado na regidao de
Sarawak em 2007. Primeiramente, imaginavam que ele teria sido acometido pelo
DENV-4, sorotipo circulante comum entre os primatas e mosquitos do género Aedes
nas florestas desta regido. Entretanto, o virus foi isolado, sequenciado e foi
observado que era filogeneticamente diferente do DENV-4. Atualmente, este
sorotipo esta restrito a uma regido silvestre do pais malaio, mas com a facilidade de
deslocamento das pessoas ao redor do planeta, a sua propagacdo nao esta
descartada (MUSTAFA et al., 2015).

Segundo a estimativa de alguns pesquisadores, contrariando dados da OMS,
anualmente ha cerca de 100 milhdes de casos graves e aproximadamente 300
milhdes de casos moderados e assintomaticos no mundo (SIMMONS et al., 2012).

2.1.2. Dengue nas Américas

O primeiro surto das Américas foi no Golfo do México no século XIX.
Entretanto, o status de pandemia deu-se apenas em 1850, atingindo diversas areas
geograficas da América do Sul. O primeiro sorotipo a entrar no continente foi o
DENV-2, em Trinidad no ano de 1952. Décadas apéds, foram aparecendo os outros
sorotipos, como o DENV-3 (Porto Rico, entre 1964-65) e o DENV-1 (Jamaica, 1977).
O DENV-4 foi introduzido em 1981, acometendo pessoas na América Central € no
norte da América do Sul, embora ja existisse nesta época programas de controle
para os vetores transmissores da dengue neste continente (WILSON; CHEN, 2002;
OPAS, 2015).

Com isso, na década de 70, a partir de falhas na vigilancia epidemioldgica e
de mudangas sociais e ambientais decorrentes de crescimento urbano desordenado
da época, as reintroducdes do mosquito e dos sorotipos no continente foram se
propagando no final desta década. (Figura 2) (NOBRE et al., 1994; BRASIL, 2014).

A partir da década de 80, comecaram a ser observadas epidemias de dengue
grave, como ocorrido na Venezuela entre 1989-90, e no Brasil, entre 1990-91
(OPAS, 1989; 1992).

Até 17 de julho, cerca de1.500.000 pessoas foram notificadas com dengueno
continente americano. Destas, 394.766 foram diagnosticadas com dengue, onde
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3.584 foram classificadas com dengue grave e 648 culminaram em obito (OPAS,
2015).

Figura 2. Distribuigao Epidémica da Dengue nas Américas

1990 2000 2010 2013

'-:"_ Y
- = » S .
(enda L J ’ i )
Serotipos : ¢ tt o y
Me de serotipos circulantes — * -
1 Seratipa 5 —
2 Serotipos .
| 3 Sertipos
I 4 serotipos r [
No especificads # ¥
Sin casos
Sin datos k- t‘-

Fonte: Modificado a partir da OMS, 2014.

2.1.3. Dengue no Brasil

Nao existem relatos de dengue até 1846 no Brasil. No século XX, os primeiros
casos a terem registros foram no sudeste do pais entre as décadas de 1910 e 1920,
no entanto, sem comprovagado laboratorial. A primeira epidemia clinicamente
documentada foi no inicio da década de 80 em Roraima com a circulacdo de dois
sorotipos (DENV-1 e DENV-4), mas como ocorreu numa regido geograficamente
isolada, ndo se disseminou para outras regides brasileiras (OSANAI, 1984;
FIGUEIREDO, 2012).

O primeiro surto epidémico que atingiu diversas regides do Brasil aconteceu
em 1986com a presenga do DENV-1. Iniciou-se no Rio de Janeiro e expandiu-se
para outras regides como Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, S&o Paulo e Ceara
(HALSTEAD, 1988; SCHATZMAYR, 2000). Posteriormente, outros sorotipos
circularam no estado fluminense, como o DENV-2 e DENV-3 na década de 90
(OPAS, 1992).

Com o agravamento da situacdo epidemiolégica e da disseminagdo da

doenca no pais em 1997,0 Brasil, apoiado pela Organizacdo Pan-americana de
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Saude, langou o Plano de Erradicacao do Aedes aegypti (PEAa), sistematizando
todas as esferas governamentais e a sociedade, inserido com o intuito de melhorar
0os servicos de saneamento basico, educacdo e informagdo da populacdo no
combate ao mosquito. No entanto, este programa nao obteve éxito, pois a
descentralizagcdo das acbes estaduais e municipais nao foi efetiva no
desenvolvimento de esforcos no combate e controle da doenga no Brasil
(SCANDAR, 2007; BARBOSA, 2009; OLIVEIRA, 2011; RAMOS; MACHADO, 2014).

Entre 2002 e 2010 ocorreram registros de quase quatro milhées de casos
provaveis de dengue, perfazendo um total de 2.383 6bitos devido ao agravamento
da doenca (RAMOS; MACHADO, 2014). Até 2007 sé circulavam os sorotipos DENV-
1, DENV-2 E DENV-3 no pais.

Entretanto, em 2008, depois de mais de 20 anos sem DENV-4 circular no
Brasil, este foi reintroduzido pelo estado do Amazonas, propagando-se anos mais
tarde pelos estados do Para, Piaui, Ceara, Rio de Janeiro e Sao Paulo até meados
do primeiro semestre de 2011. Posteriormente, este sorotipo ainda se disseminou
para outros estados brasileiros (Figura 3) (BRASIL, 2005; BRASIL, 2010, OPAS,
2013; FIGUEIREDO et al., 2013).

Além disso, a incidéncia na faixa etaria também vem sofrendo modificacdes
ao longo dos ultimos 13 anos, aumentando acentuadamente a proporcao em
criancas e adolescentes entre os anos de 2002 e 2008 relacionados com a forma
mais grave da doenca (SIQUEIRA JR, 2010).
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Figura 3. Incidéncia de sorotipos da dengue através de Isolamento
Viral no Brasil.
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Dados sobre o Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdes (SINAN)
apontou os estados de Sao Paulo e Minas Gerais como os de maior concentracao
de casos notificados de dengue até 06 de julho de 2015, e o Ceard ocupando o
quinto lugar neste ranking neste mesmo ano(BRASIL, 2015).

2.1.4. Dengue no Ceara

Desde os primeiros casos de Dengue registrados no Ceara em 1986, o apice
da epidemia ocorreu entre marco e junho de 1987. Até 1993, apenas o DENV-1 foi
isolado no Ceara (cerca de 16% dos casos diagnosticados no pais)
(VASCONCELQOS et al., 1995; PINHEIRO;CORBER, 1997).

A introdugdo de DENV-2 em 1994 ocasionou um aumento da
gravidade,manifestando casoscom quadro hemorragico e aumentando o niumero de
Obitos no mesmo ano. Adicionado a estes numeros, apenas o estado do Ceara
respondeu a 84% de casos registrados quando comparado com outros estados
brasileiros (SOUZA et al., 1995).

O DENV-3 foi isolado pela primeira vez em 2002, pelo Laboratério de Saude
Publica do Estado do Ceara — LACEN. Por causa de uma circulagdo simultadnea no
mesmo ano com outrosdois sorotipos (DENV-1, DENV-2), o estado foi vitima de
mais uma epidemia e com uma alta prevaléncia de casos gravesentre adultos no
ano seguinte [ano de 2003] (ARAUJO et al., 2006; CAVALCANTI et al., 2010).
Outras epidemias foram registradas ainda em anos posteriores (Figuras 4 e 5)
(CEARA, 2015).



Figura 4. Incidéncia de dengue por sorotipo viral no Ceara de 2001 a 2015.
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Normalmente, um sorotipo predomina de 2 a 4 anos, quando decresce e
ressurge um sorotipo diferente de substituicdo (WHITEHORN; SIMMONS, 2011).
Este padrdao também foi encontrado no Ceara, embora tenha sido isolado mais de
um tipo circulante por temporada epidémica (Figuras 4 e 5). No geral, foram
verificados seis picos epidémicos no estado (1987, 1994, 2002, 2008, 2011 e 2012)
(VASCONCELOS et al., 1998; CEARA, 2015).

Um destes ressurgimentos ocorreu em 2010, onde o DENV-1voltou a circular
com taxa de isolamento de mais de 98%, registrando notificacdes de casos graves,
aumentando os Obitos no Ceara.Embora este sorotipo tenha sido registrado com
maior prevaléncia, a entrada do DENV-4 nos dtlimos anos aumentou
consideravelmente o risco de gravidade entre a populacdo cearense, principalmente
em criancas e adolescentes (CEARA, 2013).

Nos ultimos anos,houve uma maior predominancia entre individuos do sexo
feminino com casos confirmados (SILVA, 2014). Em 2014, foram registrados quase
100% dos municipios com casos de dengue. Dentre estes municipios, cerca de 80%
foram confirmados com a doenca. Houve ainda um aumento de 50% de casos
graves confirmados, comparados com 2013, mas ocorreu uma reducao de 35% dos
Obitos quando comparados com o mesmo ano. Quanto a faixa etaria, a maior
prevaléncia esta nos indiviudos até 29 anos, e um decréscimo nos adultos com
idade maior e em idosos cearenses (Figura 6) (CEARA, 2015).

Figura 6. Incidéncia de casos confirmados de dengue no Ceard por faixa etaria, 2015*.
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FONTE: SESA/ COMPROM/ NUVEP, 2015.*Dados sujeitos a revisao.
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2.2. Agente Etiolégico
2.2.1. Vetores

O Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) é originario da Africa sob duas formas de
habitat:predominantemente silvestre e urbana. A forma urbana foi a que mais se
expandiu e com maior rapidez (MACORIS, 2011).0 mosquito esta intimamente
relacionado com os seres humanos e suas habitagdes e é o principal mosquito vetor
de transmissao da dengue (I0OC, 2015).

Este artrépode teve sua disseminacdo ampliada desde a década de 80 em
diversas regides do mundo, e no Brasil atingiu quase todos os estados (ALVES et
al., 2008; BARBOSA, 2009).0 tempo médio de vida do A. aegypti € de 30-35 dias.
Eles conseguem completar seu ciclo até mesmo em ambientes improprios, uma vez
gue as fémeas se alimentam de sangue no periodo diurno (SILVA et al., 2004).

O crescimento antrépico, econdmico e industrial podem ter contribuido com o
aumento do mosquito no mundo, bem como a diversificacdo das cepas virais.Um
fator desencadeante de disseminacao foi o fluxo de pessoas infectadas transitando
de uma regido a outra por via aérea (SILVA et al., 2004).

Individuos infectados contraiam o virus em locais epidémicos e transportavam
esta cepa para o local onde residiam, introduzindo um novo sorotipo ou gendtipo
nesta regidao (GUBLER, 1998). Isto reforca a hipétese da dispersdo global da
dengue, onde sua disseminacdo ocorreu em um curto espagco de tempo, sendo
desencadeado através deste mecanismo propagador de fluxo (SIMMONS et al.,
2012).

Outro fator de propagacao ocorrido nas ultimas décadas sao as alteracoes
climaticas, verificadas pelas altas temperaturas em diversas regides do planeta,
aumentando a facilidade de migracao do vetor (Aedes aegypti) para areas pouco
provaveis de infeccdo que eram as regides temperadas (RADKE et al, 2012;
BOUZID et al., 2014; ROGERS et al., 2014). Com isso, este mosquito ascendia ao
posto de inseto com maior transmisséo de cepa viral do mundo (SHOPE, 1992).

Outra forma de dispersao do virus, € mais abundante, é através do transporte
passivo do ovo tanto do A. aegypti quanto do Aedes albopictus, promovido pelo
transporte de humanos e mercadorias entre os paises(HAWLEY et al. 1987, REITER
1998, RAMASAMY et al. 2011). Esta forma predominante de expansao de forma de
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vida é viavel devido, principalmente, a habilidade de seus ovos em entrar em
quiescéncia ou diapausa, permanecendo neste tipo de comportamento por longos
periodos em ambientes quase secos e com baixa temperatura (SILVA; SILVA, 1999;
POELCHAU et al., 2013). Diante desta capacidade, os ovos dos culicideos podem
ser considerados como o principal tipo de dispersao devido a habilidade de se
propagar em diferentes lugares ou artefatos, tornando-se, com isso, dificil o controle
e o combate destes vetores (SILVA; SILVA, 1999; PESSOA et al., 2013).

Associado a isto, vem a falta de cuidado do ser humano, descartando
residuos de forma inadequada, além da caréncia de programas de prevencao contra
0 mosquito e a resisténcia aos inseticidas (SILVA, 2013).

Outra espécie vetor de transmisséo € a Aedes albopictus (vetor secundario),
que também é antropofilica, onde seu desenvolvimento mais rapido ocorre em
recipientes ou reservatérios domiciliares ou peridomiciliares (BRAGA; VALLE, 2007).
Um dos primeiros registros do A. albopictus foram datados em 1986 nos estados de
Minas Gerais e no Rio de Janeiro (FORATTINI, 2002).

Embora esta espécie tenha sido relatada em diversos estados brasileiros,
ainda nao foi encontrada nenhuma epidemia causada por este mosquito. Desde sua
introducdo, este mosquito conseguiu uma expansdo bem difundida em todas as
regides brasileiras, com excec¢do dos estados do Acre, Amapda, Piaui e Sergipe
(BALESTRA et al. 2008, AGUIAR et al. 2008; PESSOA et al.,, 2013). Um dos
estados introduzido foi o Ceard, onde em 2005 foi relatada a ocorréncia no bairro do
Montese, em Fortaleza (MARTINS et al., 2006).

Mesmo que o A. albopictus seja considerado um vetor menos eficiente na
transmissdo do DENV, quando comparado com A. aegypti (LAMBRECHTS et al.
2010), esse pode transmitir quatro sorotipos da dengue (DENV1-4), como ocorreu
nos paises asiaticos na segunda guerra mundial e em ilhas do oceano pacifico, e até
ser vetor do virus Chikungunya em paises africanos e europeus (QIU et al. 1993;
PAUPY etal. 2010; BONILAURIet al. 2008; PAGES et al. 2009). Por mais quese
tenha diversos relatos de transmissdo do DENV pelo A. albopictus,sua participacao
pode estar sendo negligenciada em surtos epidémicos no pais (DEGALLIER et al.
2003;MARTINS et al., 2013).
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2.2.2. Transmissao da doenca

O DENV se mantém na natureza em ciclos de transmissdao homem-mosquito-
homem (ROSS, 2010). A transmissdo ocorre através da picada da fémea do
mosquito transmissor que, nutrindo-se de individuos virémicos, inicia o periodo de
incubacgao extrinseca, que leva em média 10 dias. No interior do mosquito o virus
multiplica-se no aparelho digestivo e dissemina-se para os diferentes tecidos do
animal. Posteriormente, durante novo repasto sanguineo, o virus € transmitido a um
novo individuo.Ao sofrer a picada deste inseto,é iniciado o periodo de incubacao
intrinseca, que perfaz um periodo de 3 a 14 dias,e logo depois surgem os sintomas
da dengue (Figuras 7) (GUBLER, 1998).

Figura 7. Transmissado do virus da dengue através do mosquito Aedes
aegypti.
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Fonte: Modificado a partir do Center of Disease Control, 2013.

2.2.3. Morfologia Viral

O géneroFlavivirus agrupa cerca de 39 espécies e 70 tipos virais, sendo, na
sua grande maioria,transmitido por artropodes (LOPES et al., 2014).A estrutura do
DENV é simples, constituida por particulas esféricas de 40 a 50 nm de diametro e
composto por um envoltério lipidico envolvendo um nucleocapsideo de simetria
icosaédrica de aproximadamente 30 nm de didmetro (LINDENBACH et al., 2007), e
um genoma viral de RNA de fita simples de polaridade positiva.Envolto a este

capsideo, encontra-se um envelope protéico (E) e uma proteina membranosa (M),
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sendo a glicoproteina E o principal determinante antigénico viral (Figura 8)
(GUBLER, 1998; TOMLINSON et al., 2009; ROSS, 2010).

Figura 8. Morfologia do virus da dengue.
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Fonte: Modificado de LINDENBACH et al., 2007.

O virus é composto pela capsula proteica (Capsideo) e pelas proteinas
MeE.Estas duas ultimas particulas formam a estrutura externa do virus. O capsideo
reveste 0 RNA gendmico promovendo a construcdo do nucleocapsideo viral,
recoberto por uma camada bilipidica (NUNES, 2011). Além destas trés proteinas
ditas estruturais, ainda existem sete proteinas nao estruturais, designadas como:
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B E NS5 (HENCHAL, PUTNAK, 1990).

As proteinas estruturais (PE) sao responsaveis pelo reconhecimento e
adsorcdo do virus (proteina E)com as células do hospedeiro. A proteina C, de
caracteristica altamente basica,é a primeira macromolécula a ser traduzida e quando
esta associada ao RNA viral, gera o nucleocapsideo (Figura 8). Sua fungao principal
€ neutralizar a carga negativa do RNA genbmico ao qual estd associado
(VELANDIA; CASTELLANOS, 2011).As proteinas prM e E sdo responsaveis pelo
envelopamento proteico e participam da interacao virus-hospedeiro aumentando a
superficie de infeccao, devido a exposi¢cdo do dominio de ligacdo E. Esta proteina
ainda atua em eventos importantes do ciclo bioldgico do virus, mediando a fuséo e
um maior alvo de neutralizagao de anticorpos (GUZMAN; KOURI, 2004).Por sua vez,
a proteina M estd envolvida na morfogénese viral, reorganizando a superficie do
virus para a exposicao do dominio de ligacdo da glicoproteina E e consequente
aumento da infectividade(MUKHOPADHYAY et al., 2005).

Enquanto as PE estao envolvidas no processo de formacédo e metabolismo
viral bem como na interagdo virus-hospedeiro, as proteinas nao estruturais (PNE)
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participam do processo de replicacdo e regulacado de transcricdo do genoma viral
(ROSS, 2010).

Estas PNE n&o possuem todas as fungdes definidas, embora tenham uma
participacao efetiva no processo metabdlico do virus (ROSS, 2010). Algumas tém a
funcédo de polimerase (NS5), outras de helicase/protease (NS3) ou de inducao na
producdo de anticorpos com atividade fixadora de complemento (Figura 9)
(HALSTEAD, 2003).

O gene que codifica a proteina NS1, por exemplo, tem sua participacao
essencial na replicacdo viral. E encontrado tanto no interior do virus quanto na
superficie da célula hospedeira, provocando resposta humoral contra as células
infectadas através da lise celular (ROSS, 2010). Esta proteina serve também como
diagnéstico de dengue, pois se apresenta em grande volume nas células do
hospedeiro na fase aguda da doenca(MACDONALD et al., 2005).

As proteinas NS2A, NS4A e NS4B, além de participar do processo de
replicacao viral, também possuem uma funcao importante no papel de bloqueio de
Interferon (INF) (ALVAREZ et al., 2005; ROSS, 2010).

As proteinas NS3 e NS5 atuam no processo de producgéo poliproteica € na
replicacédo viral, respectivamente. A NS3 ainda tem funcédo de helicase e protease,
utilizando como cofator a NS2B. Por sua vez, a NS5 codifica uma metiltransferase
que tem funcdo de RNA polimerase, além de envolver-se na transcricdo e na
secrecao de IL-8 (MEDIN et al., 2005; ROSS, 2010).

Figura 9. Representacédo esquematica das proteinas virais do dengue e suas fungdes.
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Fonte: Modificado a partir de Departamento de Virologia de Klinikum, 2014
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2.2.4. Genoma DENV

O virus do dengue é constituido por RNA (Acido Ribonucleico) de fita simples
de aproximadamente 11kb. Uma Unica matriz de leitura ORF (do inglés Open
Reading Frame) codifica a poliproteina viral a qual é clivada posteriormente em
proteinas estruturais € nao estruturais. Flaqueando a ORF existem as regides nao
codificantes (RNC) nas extremidades 5, com cerca de 100 nucleotideos (nt),
constituido por cap tipo | (m’GpppAmpN,) e a regido 3’, com aproximadamente de
500 nt e uma cauda poliadenilada ausente (Figura 10) (GUZMAN; KOURI, 2004;
LINDENBACH et al., 2007; TOMLINSON et al., 2009; ROSS, 2010).

Figura 10. Organizacdo gendmica do virus da dengue.
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Fonte: Modificado a partir de Gebhard et al., 2011.

A funcao da regidao 5 é auxiliar na traducdo do genoma, e tem um papel
extremamente importante na replicagdo devido a uma regidao de complementaridade
com a fita de RNA. Ja a regidao 3’ aumenta a eficiéncia nos processos de traducao e
replicacao viral (CLYDE et al., 2006).

Os primeiros 50 a 400 nt demonstram uma baixa taxa de conservagao, sendo
designados de regiao variavel e ndo sao essenciais no processo de replicacao viral
do sorotipo I. Entretanto, as regiées conservadas (CS) e suas sequéncias de término
de ciclizacdo sao extremamente necessarias para 0s processos de replicagdo e
traducdo do virus do tipo Il da dengue (TAJIMA et al., 2006; LINDENBACH et al.,
2007).
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2.2.5. Variagdo genbémica do virus dengue

Virus constituidos de RNA sao mais propensos a mutacoes devido a falhas de
corregdo da polimerase, demonstrando uma maior variabilidade genética. Isto
também se reflete a diversas adaptagdes que estes virus sofrem nas mais variadas
mudancas ambientais no nosso planeta (ELENA; SANJUAN, 2005). Prova desta
diversidade genética é a existéncia de mais de um sorotipo para este virus, muito
embora esteja abaixo da taxa de substituicdes relativo aos Flavivirus (HOLLAND et
al., 1982).

Com o avanco da biologia molecular, foram identificadas diversas cepas
dentre o0s sorotipos existentes. Na teoria, esta diversificacdo poderia causar uma
maior gravidade da doenca devido ao acumulo de mutagdes que alterariam mais
ainda as funcdes bioldgicas nos virus (LANCIOTT]I et al., 1994; HOLMES; BRUNCH,
2000).

Nos ultimos anos, foram evidenciadas analises de sequéncias genémicas e
de filogenia molecular que auxiliaram na elucidacao do padrao da variacao de cepas
de diferentes regides endémicas dos trépicos e subtrdpicos do planeta, entre
isolados selecionados de 1944 a 2008. Uma arvore filogenética de compilagdo foi
gerada a partir destes dados, demonstrando um alinhamento de cepas de diferentes
regides ou uma separacdo de isolados conservados geneticamente em diferentes
ramos filogenéticos. Este padrao de variagdo viral foi encontrado para todos os
sorotipos de DENV selecionados para este estudo molecular (Figura 11).
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Figura 11. Arvore filogenética demonstrando os sorotipos analisados e
suas variagbes virais encontradas entre os continentes endémicos (cepas

da Asia/Oceania: vermelho, América do Sul: verde; e Africa: azul).

DENV-3

DENV-1

DENV-4

DENV-2

Fonte: NIH/NCBI, Virus Variation Database, 2009.

Na década de 80, gendtipos virais da dengue tinham sido identificados pela
técnica de fingerprint. Com o advento do sequenciamento, mais genétipos foram
sendo descobertos e identificados em diversas regides endémicas dos tropicos e
subtropicos (RICO-HESSE, 1990).

Um dos relatos sobre a ampla diversidade do sorotipo 1 veio provavelmente
com o aumento de viagens areas na década de 60.Sua diversificacdo s6 aumentou,
apoiando ainda mais a ideia de meio de adaptagdo a novos ambientes, como
revelado pela diferenca de aminoacidos em amostras isoladas (RICO-HESSE,
1990).

Com a acuracia do sequenciamento e das andlises evolutivas € com o
aperfeicoamento do banco de dados, a classificacdo de gendtipos dentro dos
sorotipos foi reorganizada (RICO-HESSE, 2003). Novos gendtipos foram propostos
para DENV-3 e DENV-4, enquanto outros gendtipos, como os do DENV-2 foram
reduzidos (WANG et al., 2000; RICO-HESSE, 2003; KING et al., 2008; ARAUJO et
al., 2006).

Analises filogenéticas realizadas com o novo sorotipo (DENV-5) revelaram
que este & geneticamente similar aos outros ja existentes, compartilhando de um
unico ancestral comum. Entretanto, sdo necessarias outras analises para se saber a
exatidao de qual sorotipo o DENV-5 foi derivado (MUSTAFA et al., 2015).
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Com o surgimento de novas variagdes de cepas virais, 0s surtos epidémicos
também aumentaram consideravelmente nos udltimos 20 anos no continente
americano (Figura 12). Embora alguns paises o surto tenha diminuido, a crise
epidémica ainda permanece estabelecida nas Américas (DICK et al., 2012; OPAS,
2012).

Figura 12. Quadro evolutivo da dengue nas Américas.
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Fonte: Adaptado de Dick et al., 2012.

O aumento da diversidade genética demonstrou, ao longo dos ultimos anos,
que vem sendo acompanhado pelo aparecimento de novas cepas, sugerindo que
nos préximos anos a exposicao a virus com maior patogenicidade seja ampliada
(HOLMES; BURCH, 2000).

O principal mecanismo de identificar maiores variagées do virus dengue sao
as mutacdes pontuais e selecao de grupos (clado/linhagens) (COLOGNA et al.,
2005). Mutagdes silenciosas e substituicbes conservativas sdo geralmente
encontradas em estudos genéticos do virus (ZHANG et al., 2005).

Concomitante a esta diversificacdo mundial, o Brasil também tem uma
diversidade consideravel em quase todas as regides endémicas, onde 0s sorotipos
circulantes vieram diversificando-se ao longo da dltima década, com picos
epidémicos de mais de um sorotipo circulando no mesmo ano (Figura 13)
(BARBOZA, 2013; SILVA, 2013).
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Figura 13. Incidéncia de dengue com sinais alarme (FD) e dengue grave(FHD) no Brasil apés a
reintroducao viral em 1986.
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2.3. A Dengue

2.3.1. Classificacao

A dengue é caracterizada por quadro febril agudo, ocasionada pela presenca
de um dos cinco sorotipos virais existentes ao entrarem em contato com o
hospedeiro.Entretanto, o padrdo de infeccao do novo sorotipo(DENV-5)ainda é alvo
de estudos mais detalhados, uma vez que ndo se sabe exatamente quais sintomas
este novo padrdo viral pode manifestar em humanos (MUSTAFA et al., 2015).

O perfil infeccioso possui um amplo espectro clinico, variando desde uma
infeccao inaparente até um quadro classico febril, ou evoluindo para formas mais
graves da doenca (GUBLER, 1998; ROSS, 2010; WRIGHT;PITT, 2012).

A OMS seguia uma classificacao (1997) que dividia o quadro hemorragico em
quatro graus de gravidade: I, Il, lll e IV. No grau |, além dos sintomas iniciais, a prova
do lago é positiva. No grau Il estdo presentes as caracteristicas do grau anterior
acompanhadas de hemorragias espontaneas, como sangramento de pele, gengivas
entre outros. No grau lll, o quadro é agravado pelo colapso circulatério com pulso

fraco e rapido, hipotensao, pele pegajosa e fria, bem como inquietacdo. O grau IV
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além de apresentar todos os sintomas dos graus anteriores, ainda ha choque
profundo, com queda de pressao arterial e pulso imperceptivel (os dois ultimos graus
equivalem a sintomatologia de quadro choque), onde o paciente pode vir a 6bito de
12 a 24 horas ou ter recuperacao apos terapia (WHO, 1997; 2009; BRASIL, 2011).

Devido a algumas dificuldades na antiga classificacdo quanto a distincdo do
quadro simples a variabilidade das formas mais graves, a OMS realizou uma
mudanca modificando alguns critérios médicos e laboratoriais na definicdo da
doenca e suas variagdes. Com isso, foi desenvolvido um estudo multicéntrico com a
finalidade de promover uma nova classificacdo, gerando menos duvidas no
diagnéstico clinico do paciente acometido pelo virus (SRIKIATKHACHORN et al.,
2011). Enfim, em 2009 a OMS gerou uma nova proposta de classificacdo que é a
mais atual (Tabela 1) (WHO, 1997; 2009).

Em especial, no Brasil, utilizando a epidemiologia local e em resultados de
programas governamentais, como o Sentinela, qualquer caso de dengue nao € mais
enquadrado na antiga classificacao (WHO, 1997). Desde 01 de marco de 2014, o
Ministério da Saude incorporou dados da nova classificacdo no SINAN, embora
dados de 2013 precisassem ter sido inseridos/atualizados para esta nova
classificacao até 28 de fevereiro de 2014 (BRASIL, 2014).
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Tabela 1. Nova Classificagdo de dengue.Adaptado daOrganizacdo Mundial da Salde. Dengue:

guidelines for diagnosis, treatment, prevention and control.

Dengue provavel Com sinais de alarme*
o Morar ou viajar para area e Dor abdominal
endémica de dengue *  Vdmito persistente

® Febre com mais 2 dos seguintes e  Evidéncia clinica de acumulo

critérios: de fluido
v' N&useas/vomito ¢  Sangramento em mucosa
v Exantema e Letargia/irritabilidade
v Artralgia e mialgia ®  Aumento do figado >2cm
v" Prova do lago+ ®  Exame laboratorial
v' Leucopenia inespecifico:
v" Algum sinal de alarme MHematdcrito simultdneo com
v' Exame laboratorial (especifico) J Plaguetas

confirmado *Exige observagdo rigorosa e

intervengdo médica

Fonte: Modificado a partir de WHO/TDR, 2009.

2.3.2. Manifestacgdes clinicas da dengue

Os sintomas clinicos sao similares, mas de gravidade variavel, dependendo
do sorotipo presente e de seu poder de patogenicidade. Outros aspectos inerentes a
esta variabilidade sao o estado imunoldgico do paciente, a idade e a carga genética
do hospedeiro (GUBLER, 1998; TASSANEETRITHEP et al., 2003; MARTINS et al.,
2012).

De acordo com a literatura, a infeccdo causada por um sorotipo confere uma
mem©éria imunoldgica contra os outros sorotipos, parcial ou temporaria (trés a seis
meses), protegendo o paciente contra uma infeccao cruzada (MURREL et al., 2011).

Os fatores individuais tém sido alvo de estudos em diversos grupos
populacionais. Simmons (2007) reforca que criangas nascidas de maes que
contrariam o virus tem uma tendéncia de desenvolver a doenga grave em infec¢des
primarias. Outros pesquisadores afirmam que a raca negra tem uma protecao maior
que a raca caucasoide em situacdes epidémicas, como descritos em Cuba e na
Africa (GUZMAN et al., 2000). J4 Guha-Sapir; Schimmer (2005) suportam a ideia
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qgue o sexo feminino tem se mostrado mais suscetivel a desenvolver a forma grave

da doenga.

2.3.2.1. Sintomatologia da Dengue

Qualquer paciente suspeito de dengue pode apresentar doenga febril aguda,
com duracdo de até sete dias, acompanhada de pelo menos dois dos seguintes
sintomas: cefaleia, dor retro-orbitraria, mialgias, artralgia, prostracdo ou exantema

que podem estar vinculados ou ndo a presenca de hemorragias (BRASIL, 2011).

2.3.2.2. Dengue com sinais de alarme

Caracteriza-se por uma enfermidade aguda, com duracéo de 2 a 10 dias, com
médias de cinco dias. Além dos sintomas ja mencionados que podem se manifestar,
ainda podem ocorrer complicacées digestivas, como cdlicas e dores abdominais
(HENCHAL; PUTNAK, 1990; BRASIL, 2014).

Na infeccdo primaria, a manifestacdo mais comum € o exantema (Figura 14).
Pode vir acompanhada com erupg¢ado precoce, coincidindo com a fase virémica e
febril, estendendo-se do tronco até as extremidades, ou na erupg¢dao secundaria a
qual coincide com o reaparecimento da febre ou durante a defervescéncia. Este
sintoma é caracterizado por um eritema difuso, formado por ilhotas de pele sa ou por
uma erupcao morbiliforme (CAUMES et al., 1995; KAUTNER et al., 1997).

O diagnéstico é realizado laboratorialmente, através de critérios clinicos e/ou
epidemiol6gicos. No entanto, os primeiros casos a surgirem de uma epidemia numa
determinada area deverdo ter confirmagdo laboratorial (BRASIL, 2011).
Manifestacdes hemorragicas podem se apresentar neste tipo de situacao através de
sintomas como epistaxe, gengivorragia e hematuria (HENCHAL; PUTNAK, 1990,
BRASIL, 2014).
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Figura 14. Exantema petequial dos membros inferiores.

Fonte: Figura de paciente sobre relato de caso. Adaptado de
OLIVEIRA et al., 2010.

2.3.2.3. Dengue Grave

A partir do século XX, os cientistas tém observado que alguns individuos
herdaram caracteristicas as quais diferem em sua memdria imunolégica de acordo
com a suscetibilidade ou ndo a algumas doengas, principalmente em algumas
viroses.

Um dnico individuo pode ser acometido por todos os sorotipos virais,a partir
do aparecimento de infeccbes sequenciais e/ou coinfecgbes, culminando na
gravidade desta doenca. A explicacdo pode estar na interacao imunomediada de
resposta do hospedeiro no combate ao virus (WHITEHORN; SIMMONS, 2011), em
que a presenga de anticorpos ndo neutralizantes pode induzir ainda mais o0 processo
de adsorcao e sua replicagao viral. Este processo foi chamado por Halstead (1970)
de ADE, do inglés antibody-dependent enhancement, ou anticorpos
potencializadores da infec¢ao (Figura 15).
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Figura 15. Mecanismo de acdo de combateao virus da dengue através do sistema ADE
(Antibody-Dependent Enhanced).
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Fonte: Adaptado de The Scientist, 2013. The method to the dengue virus maddening
infectiousness.

A teoria prop6s que quando o paciente sofre uma segunda infec¢do por um
sorotipo viral diferente pode apresentar uma maior probabilidade de desenvolver
dengue grave. Halstead (1988) sugere que os anticorpos adquiridos de uma
infeccdo prévia, sejam de forma ativa ou passiva (através da placenta), nao
neutralizariam o segundo sorotipo infectante, aumentando a facilidade de uma
resposta cruzada com maior intensidade imunoldgica ou inflamatéria.

A resposta interativa antigeno/anticorpo ainda pode desencadear uma
resposta adaptativa e uma consequente permanéncia de células T de memoria,
aumentando a chance de internalizacao viral com consequente aumento de carga
viral e mais inflamagdo (MCBRIDE; BIELFELDT-OHMANN, 2000;
MONGKOLSAPAYA et al., 2003; MARTINS et al., 2012).Dentre outras teorias
existentes que tentaram explicar a gravidade da doenca, Rosen (1977) propds
associar a gravidade da doenca a viruléncia da cepa adquirida com a infeccao,
devido a mutagdes ocorrentes em seu genotipo.

Desde a Teoria de Halstead, varios pesquisadores tém buscado
compreender melhor os mecanismos moleculares que envolvem as respostas
imunolbégicas de acordo com a ethnia ou grupos populacionais, que reagem
diferentemente a diversos agentes infecciosos. Embora a biotecnologia e outras
areas tecnoldgicas tenham auxiliado a produzir novas ferramentas que possibilitem
analisar esta suscetibilidade, a maioria dos patégenos que estdo envolvidos
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diretamente ou indiretamente a alguns genes humanos ainda ndo se encontram
totalmente definidos (COFFEY et al., 2009).

A teoria mais atual, designada de multicasualidade apoia a ideia que a
gravidade do quadro hemorragico esteja relacionada nao apenas a viruléncia da
cepa, mas também ao hospedeiro e a fatores epidemiolégicos. A variacao viral esta
também relacionada com o sorotipo bem como a mutagdes no genétipo do virus. Por
sua vez, as caracteristicas do hospedeiro humano variam como idade, sexo, raca,
infeccdo secundaria e imunocompeténcia, além da alta densidade vetorial,
cocirculagdo de sorotipos diferentes e a hiperendemicidade intensificarem ainda
mais a gravidade do quadro (GUZMAN; KOURI, 2002).

A suspeita de agravamento da forma hemorragica ocorre entre o quarto e o
sexto dia de enfermidade, associado a dores abdominais, hipotensao, tonturas,
sangramento, entre outros (BRASIL, 2011). A confirmagao pode ser realizada apds o
acompanhamento da doenca por sete dias ou menos de febre, seguido da reducéo
do numero de plaquetas que podem desencadear a trombocitopenia
(<100.000/mm?) (BRASIL, 2011).

A dengue grave se da pela cascata de sinalizagdo através dos linfocitos T e
da exacerbacao da liberacao de citocinas, sobretudo as pro-inflamatérias, como as
IL-1, IL-2, IL-6 e TNF (Fator de Necrose Tumoral) e de citocinas anti-inflamatdrias,
como IL-4, IL-10 e IL-13 (MCBRIDE; BIELFELDT-OHMANN, 2000; OLIVEIRA,
2011). O efeito sinérgico das citocinas no endotélio pode facilitar o extravasamento
do plasma (Figura 16) (MCBRIDE; BIELFELDT-OHMANN, 2000).
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Figura 16. Mecanismo de imunopatogénese da doencga da dengue.
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Fonte: Adaptado de BOZZA et al., 2008.

E visto também que o agravamento da doenca ndo se da apenas com a
segunda infeccdo, uma vez que foi observado em pacientes com dengue grave
durante a infeccao primaria. Isto pode ser ocasionado pela evolugao genética do
virus, a qual desencadeia uma viruléncia maior em suas cepas, infectando mais
células e causando uma maior inflamacao alterando a resposta imunolégica do
hospedeiro (ROSEN, 1977;SINGHI et al., 2007).

Além dos sintomas ja citados,podem aparecer ainda alteracdes neurolégicas,
insuficiéncia hepatica, hemorragia digestiva volumosa, disfuncao cardiorrespiratoria,
derrame pleural, pericardico e ascite; indice de plaquetas inferior a 20.000/mm?® ou
de leucécitos menor ou igual a 1.000/mm* (BRASIL, 2011). Demais complicacdes
severas podem ocorrer com comprometimento grave dos 6rgaos, como: dano
hepéatico (AST e ALT>1000), sistema nervoso central (alteracdo de consciéncia),
coracao (miocardite), entre outros 6rgaos (BRASIL, 2014).
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2.3.3. Tipos de diagnéstico

2.3.3.1. Diagnéstico diferencial

A clinica da dengue tem uma gama de manifestacdes de sinais e sintomas, a
qual pode assemelhar-se a algumas viroses, como gripe, hepatites virais, rubéola,
sarampo, maléria, citomegalovirose, mononucleoses, entre outras. Nas formas mais
agressivas (dengue grave), podem manifestar-se similarmente como doenca de
Kawasaki, febre tifoide, hantavirose, febre amarela, leptospirose, septicemia,
meningite por influenza tipo B, miocardites, entre outras. (BRASIL, 2011). Por isso,
faz-se necessario o diagnéstico para servir de auxilio no tratamento mais adequado

para a doenga da dengue.

2.3.3.2. Diagnéstico laboratorial

Este diagnéstico para a dengue pode ser realizado através de técnicas
virologicas, sorolégicas e moleculares (GUZMAN; KOURI, 1996; SHU; HUANG,
2004; VELATHANTHIRIA et al., 2006).

O virus ap6s entrar em contato com o hospedeiro infecta o plasma, sangue e
tecidos, principalmente o sistema imune, entre 1-2 dias, e em até 5-7 dias, ingressa
no periodo compreendido da fase febril (WHO, 2009; GUZMAN; KOURI, 2002;
HALSTEAD, 2007).

Na fase inicial da doenca, o diagndstico pode ser realizado pelo isolamento
viral, genoma viral ou pela deteccao do antigeno. Ja na fase final da doenca, a
sorologia é a escolha mais utilizada no diagnéstico (Figura 17) (GUZMAN; KOURI,
2004;HALSTEAD, 2007; WHO, 2009).
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Figura 17. Progressao da doenca da dengue X métodos de diagndstico.
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Fonte: Adaptado de Halstead, 2007.

2.3.3.2.1. Isolamento viral

Esta técnica € realizada pela inoculacdo das amostras de soro em culturas
celulares do mosquito A. albopictus (C6/36), seguida de imunoflorescéncia indireta,
apresentando alta especificidade (GUZMAN; KOURI, 1996). A desvantagem é a
demora do resultado, necessitando de 1-2 semanas para que seja concluido (SHU;
HUANG, 2004; GUZMAN; KOURI, 2004).

2.3.3.2.2. Diagndstico molecular

Metodologias como RT-PCR ou PCR em tempo real, sdo largamente
utilizadas para a deteccao dos genes virais bem como a diferenciacdo dos sorotipos
em amostras de soro na fase aguda da doenca, acontecendo durante a viremia, nos
cinco primeiros dias de sintomas (GUZMAN;KOURI, 2002; SHU; HUANG, 2004). A
PCR ainda auxilia na andlise do genoma viral, utilizando-se ainda de enzimas de
restricdo e sequenciamento de regides deste genoma na finalidade de deteccéo de
cepas virais e até de subgrupos geograficos (VORNDAM, KUNO, 1997). Teste de
alta especificidade e sensibilidade, também tem um resultado rapido (entre 24 e
48h). A desvantagem é o alto custo dos equipamentos e reagentes, bem como de
experiéncia técnica a fim de ter 6timo controle de qualidade “zero” de contaminacao
(SHU; HUANG, 2004, HALSTEAD, 2007). A PCR em tempo Real permitiu a
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amplificacdo de regides genbmicas, através da deteccao do fragmento amplificado
por fluoréforos. A rapidez no diagndstico e 0 menor risco de contaminacao sdo as

principais vantagens encontradas nesta técnica (NIESTERS, 2001).
2.3.3.2.3. Diagndstico soroldgico

Ainda é o mais utilizado por ser mais barato e de facil execucao, comparado
com as técnicas citadas anteriormente (GUZMAN et al.,, 2010). Podem-se citar:
inibicdo de hemaglutinacdo (IH),afixacdo de complemento (FC) e o ensaio
imunoenzimatico (ELISA). A IH é realizada para diagnosticar uma infeccao a partir
de reacdes de amostras pareadas com a finalidade de inibir a aglutinagcdo de
eritrécitos pela neutralizacdo do virus com anticorpos presentes no soro do
paciente(GUZMAN; KOURI, 1996).

O método FC tem por finalidade detectar moléculas de complemento que séo
consumidas em uma reagado antigeno-anticorpo impedindo a lise de hemacias por
este complemento. Este teste €& mais especifico em infeccdes primarias,
colaborando na determinacao do sorotipo da dengue (GUBLER, 1998).

A deteccdo de anticorpos IgM pode ser realizada na primeira semana da
doenca, os quais persistem ainda durante dois meses. Ja os anticorpos IgG, séo
produzidos a partir do 4° dia apdés a infeccado, atingindo altos niveis em duas
semanas, mantendo-se detectaveis por décadas, os quais conferem imunidade para
toda a vida deste sorotipo (HALSTEAD, 1970; GUZMAN; KOURI, 2002; GUZMAN;
KOURI, 2004). Entretanto, a detecgdo pelo método em questdao € mais utilizada
quando a doenca esta em sua fase aguda e tardia (do 5° dia da sintomatologia em
diante) (GUBLER, 1998; GUZMAN; KOURI, 2004). Estes anticorpos séao
visualizados a partir do sétimo dia de infeccdo priméaria, embora seja detectado
antes desta data quando a infecgdo é recorrente (GUBLER, 1998).

Outro procedimento € a visualizagdo da presenca de antigenos virais, no
sangue, nos tecidos humanos ou no mosquito. O antigeno NS1 & uma glicoproteina
nao estrutural do virus altamente conservada, cuja expressao fica amplamente nitida
em células infectadas, desde o primeiro ao nono dia ap6s o aparecimento da febre
(fase aguda da infeccdo). E considerado um importante agente causador de reacdo
imunoldgica, estando presente em altas concentragcbes em soro de pacientes

infectados com o virus (ALCON et al., 2002). A técnica mais utilizada para sua
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deteccdo é a ELISA, possuindo alta sensibilidade, baixo custo e pouca
complexidade para realiza-la, e seu resultado sai relativamente rapido. Centros
especializados em saude, laboratérios publicos e hospitais sdo 0s que mais realizam
este procedimento (SILVA et al., 2011). A técnica de NS1 é realizada durante a
viremia, diferentemente dos outros métodos que podem ser realizados apds este

quadro virémico.
2.3.3.3. Diagnéstico inespecifico

Os métodos inespecificos sao utilizados com a finalidade de monitorar a
forma mais grave da doenca. Embora ainda se dé uma importancia coletiva maior
deste tipo de diagnéstico como forma de medida de controle e de tratamento diante
do perfil epidemiologico desta doenca(OLIVEIRA et al., 2009; BRASIL, 2011).

Hemograma

Os pacientes diagnosticados por dengue com complicacdes (DCC)
apresentam geralmente leucopenia, com observacdes de linfocitose com atipia
linfocitaria, bem como frequente presenca de trombocitopenia (plaguetas abaixo de
100.000/mm?) (VERONESI; FOCACCIA, 2010).

Os pacientes com quadro grave apresentam algumas diferengas, variando
desde uma leucopenia a uma leucocitose leve. A linfocitose com atipia linfocitaria é
presenca marcante nos exames destes pacientes. Ainda ha um aumento de 20% de
hematécrito do valor basal (valor de referéncia anterior a doenca), ou até valores
absolutos superiores a 38% em criancas, 40% em mulheres e 45% em homens, com
possibilidade de ocorréncia de trombocitopenia associada. A contagem de
plaquetas, o hematdcrito e a albumina séo utilizadas como marcadores de gravidade
(BRITO et al., 2007; VERONESI; FOCACCIA, 2010).

As transaminases e as aminotransferases sao enzimas necessdarias a
conversdo de aminodcidos. E um indicador de dano hepatocelular devido,
principalmente, a infecgdo viral. A ureia também sintetizada no figado a partir da
amodnia, também é outro indicador de gravidade, uma vez que quando a infeccao

esta presente, seus niveis estdo aumentados. A albumina e a creatinina também
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podem ser utilizadas para detectar a gravidade da infeccdo (NEMER; NEVES,
2010).

O coagulograma é outro exame que avalia os diferentes niveis de coagulacao
do sangue. E constituido pelo tempo de sangria, contagem de plaquetas, tempo de
protrombina e tempo parcial de tromboplastina ativado. O tempo de sangramento é
analisado através do método de lvy, queao se fazer uma incisdo na pele, as
plaquetas irdo agir no local da lesdo formando um codgulo através da adeséao,
agregacao e secrecao de substancias que auxiliam na manutengao do equilibrio do
sistema hemostatico do sangue, medindo qualitativamente as plaquetas do
individuo. O tempo de protrombina é a medida de tempo, em segundos, para que
haja a formacao de coagulo de fibrina ap6s a adicao de tromboplastina célcica, em
plasma citratado, para posteriormente determinar o tempo de formagao do coagulo
(WILLIAMSON; SNYDER, 2003). Estes parametros podem ter seus valores
aumentados consideravelmente na dengue (OLIVEIRA et al., 2009).

Prova do laco

A prova do lago (PL) deve ser realizada em todos os casos suspeitos de
dengue. Esta técnica é importante para triar pacientes suspeitos de dengue, pois € a
principal caracteristica hemorragica do quadro grave devido a fragilidade capilar. A
PL além de reforcar o diagndstico de dengue, deve servir de alarme ao médico a
realizar testes laboratoriais a fim de auxiliar no monitoramento de casos mais graves
da dengue. Verifica-se a pressao arterial (PA), medindo o valor médio, seguindo os
passos adiante: insufla 0 manguito até o valor médio obtido e se esperam 5 minutos
em adultos e 3 minutos em criancas. Posteriormente desenha-se um quadrado de
2,5 cm no antebraco do paciente e conta 0 numero de petéquias apresentadas
dentro da marca. Caso haja 20 ou mais petéquias, o resultado & positivo. Em

pessoas obesas, esta prova pode ser negativa durante o choque (BRASIL, 2011).
2.3.3.4. Tratamento da dengue
A dengue é uma doenca com graus variados de gravidade, o qual o paciente

pode evoluir rapidamente de um estagio para outro. O diagnéstico precoce dos

sinais de alarme, o monitoramento continuo e a reposicdo hidrica constante
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favorecem a reducéo dos graus de severidade, diminuindo o risco de ébito(BRASIL,
2011).

O tratamento sintomatico é através de antitérmicos e analgésicos, evitando-se
os salicilatos e os anti-inflamatérios ndo hormonais com o intuito de combater
manifestacbes hemorragicas e acidose. O paciente deve hidratar-se e ter repouso.
Desde 2002, o Brasil adota o estadiamento clinico, com a finalidade de induzir uma
intervencdo correta para cada sintomatologia, evitando a mortalidade do paciente
(SINGHI et al., 2007; BRASIL, 2011).

A conduta de tratamento para pacientes dos grupos A e B (com/sem sinais de
alarme) é realizada ambulatoriamente, adicionado de hidratacéo oral, antipiréticos e
analgésicos. Ja os pacientes dos grupos C e D (sinais de choque) devem ser
acompanhados em unidades de urgéncia e emergéncia, com supervisao médica

continua e hidratagdo venosa (Figura 18) (BRASIL, 2011).



Figura 18. Fluxograma de classificagéo de risco de dengue em unidades especificas
para tratamento e suas respectivas condutas clinicas.
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2.4. Resposta inflamatéria mediada pela dengue
2.4.1. Células Dendriticas

A ocorréncia da doenca surge através da infeccdo primaria e/ou secundaria
pelo virus da dengue. A resposta primaria acontece quando o individuo nunca foi
exposto ao virus e o combate ao mesmo da-se de forma lenta e graduada. Ja na
resposta secundaria, os anticorpos quantitativamente elevam-se rapidamente como
resposta de memdéria quanto ao virus acometido anteriormente (ABE ET AL.,
2012;GARCIA-MARQUEZ et al., 2013).

A competéncia das células dendriticas (CDs) na captura, processamento e
transporte de antigeno até os linfonodos é exequivel quando entra em contato com o
antigeno. Uma vez nos linfonodos, estas células irdo apresentar aos linfocitos T, via
complexo principal de histocompatibilidade (do inglés, Major Histocompatibility
Complex: MHC) de classe | ou I, os antigenos dos microrganismos invasores. E
através deste reconhecimento que é constituido a resposta imune adaptativa
(DEJNIRATTISAI et al., 2008).

A resposta imune inata é induzida rapidamente e atua como o primeiro
mecanismo de defesa até que a resposta imune adaptativa especifica comece a
produzir seu papel. De acordo com alguns estudos, foi demonstrado que existem
diferencas imunolégicas mediadas por anticorpos, por linfécitos T e por citocinas
através de pacientes infectados com DENV e suas associagbes (SENEVIRATNE;
MALAVIGE et al., 2006).

Ja as células imune adaptativas, incluem os linfocitos B e T(MAYER, 2014). O
processo de maturagdo dos linfocitos T envolve a expressao de um receptor de
célula T (do inglés, TCR- T cell receptor) funcional e das moléculas CD4 e
CD8.Estas moléculas sédo ativadas quando o antigeno € apresentado. Dentre as
formas existentes de respostas auxiliares (Th, sigla do inglés T helper) envolvidas
em processos infecciosos sao os do tipo 1 (Th1) e tipo 2 (Th2)(LORENZI et al.,
2012).

Alguns pesquisadores demonstraram que pacientes quando infectados por
DENV, as células Th elaboram uma resposta com padrdao Th1 no comeco da
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infeccdo e sustentam até o desenvolvimento da doenca.A manifestacdo € mais
branda do que as que mudam o padrdo para Th2 ao longo de sua infeccao,
apresentando um maior risco a evolugdo da gravidade da doenca (quadros
hemorragicos e choque) (LIBRATY et al., 2001).

O desenvolvimento diferenciado da sintomatologia da dengue pode estar
relacionado a diferenca morfofisioldgica das CDs em reprimir a infec¢do, fazendo
com que ocorra uma maior severidade a doenca. Outra forma de desenvolvimento
da doencga esta também associada no bloqueio da Interferon tipo | (INF-I,sigla em
inglés), desencadeando uma ativagao da replicacédo viral concomitantemente a uma
limitacdo do sistema imune inato em combater este virus (NAVARRO-SANCHEZ et
al., 2005).

As formas mais graves da doenca podem estar associadas tanto nas
infecgbes primarias como nas secundarias e devem-se ao fato de uma resposta
imune atipica de ativacao de linfécitos T, de producéo de citocinas e por problemas
homeostaticos (NAVARRO-SANCHEZ et al., 2005). Por exemplo, individuos com
dengue grave possuem macrdfagos totalmente infectados e com producdo de
viremia aumentada. O aumento das células de defesapode ocorrer através do
estimulo da proteina conhecida como Interferon-gama (IFN-y),que é ativada pelos
linfécitos tipo CD4" e CD8%ao entrarem em contato com os epitopos virais do
dengue. O intuito desta proteina é induzir a eliminagdo de macro6fagos infectados ou
aumentar a producao exacerbadamente de outras proteinas, como as citocinas.

Outro exemplo é a citocina conhecida como Fator de Necrose Tumoral-alfa
(TNF-a, sigla do inglés, Tumor Necrosis Factor), que em niveis altos, induz a
producdo de CXCL8 (precursora da Interleucina-8) e acaba afetando as células
endoteliais, liberando histamina dos baséfilos, bem como aumentando e contribuindo
com a trombocitopenia, através do aumento da permeabilidade vascular. Todo este
processo causa uma sindrome de extravasamento capilar sem destruicao endotelial,
causando hipotensao e graves hemorragias (FONSECA et al., 2006).

O DENV consegue ser um grande indutor de IFN-I, mediado pelo
reconhecimento viral via padrdo de reconhecimento dos receptores, combatendo,
com isso, o0 virus na fase aguda da doenca. Entretanto, algumas CDs néo
conseguem efetuar com éxito este processo, bloqueando a producao IFN-I pelo
DENV, e contribuindo com o agravamento da doenca (RODRIGUEZ-MADOZ et al.,
2010).
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As células Th1 e Th2, com atividades imunossupressoras especificas, sao
mediadas por citocinas. Estas sao proteinas soluveis secretadas pelas Th,
compreendidas em uma Unica cadeia polipeptidica. Sado controladas e liberadas por
inibidores e receptores, onde sado rapidamente secretadas. Estas ainda podem atuar
sobre as células que as produziram, autoestimulando sua propria producédo e
auxiliando na producéo de outras citocinas (ABBAS, 2012).

As Th1 produzem as citocinas IL-2, IFN-y e TNF-a, as quais sdo responsaveis
pela manutencao da resposta imune celular. A IL-2 ativa os receptores dos linfcitos
CD4*, estimulando a formacdo de células clonais, cuja responsabilidade é a
manutencdo da produgédo de citocinas e, paralelamente, exibe o aumento da
producéo das células NK (sigla em inglés, natural killer), potencializando a producao
de IFN-y. Este, por sua vez, aumenta a producdo de TNF-a, que maximiza a acéao
macrofagica, atuando através de um efeito sinérgico ciclico (ANTAS et al., 2004).

Ja as Th2 sao responsaveis pela sintese das IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e a IL-13,
estando associadas com a producao de anticorpos dos linfécitos B. Estas células
auxiliares estao ligadas a uma alta expressao de citocinas, enquanto as Th1 tém um
efeito de resposta mais retardado. Em infeccbes virais, como dengue, herpes
simples e influenza, a resposta Th1 estd mais ligada a recuperacao da viremia,
enquanto a Th2 esta associada a severidade da doenca (GUPTA; CHATUVERDI,
2009).

2.4.2. Citocinas

As citocinas sao subdivididas em pré-inflamatérias, aumentando a producgéo e
a atividade de outras citocinas na resposta inflamatéria, como IL-1, IL-2, IL-6 e TNF,
e as anti-inflamatérias, que atenuam esta resposta inflamatéria, como a IL-4, IL-10,
IL-13 e FTC-B (Fator transformador de crescimento ) (LIN et al., 2000).

Estas citocinas podem ser liberadas tanto de monécitos como de macréfagos
na infeccdo de DENV. As concentragdes séricas de TNF-a, IL-2, IL-6 e IFN-y sédo
muito elevados nos primeiros trés dias de infeccdo, enquanto IL-10, IL-4, IL-5
manifestam-se tardiamente. Contudo, foram vistos niveis de IL-13 e IL-18 mais altos
em estudos de individuos com dengue grave (MALAVIGE et al., 2004).

Entre estas citocinas, cinco foram selecionadas para o presente estudo pelos
seus respectivos genes (IL-18 -511C>T, IL-1RN 86 pb VNTR, IL-6 -174 G>C, IL-10 -
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819C>T e TNF-a -308G>A), sendo analisadas isoladamente e em associagdes

quanto ao risco de desenvolver a dengue nos pacientes inseridos na pesquisa.

2.4.2.1. Interleucina 1

A familia IL-1 €& constituida por citocinas multifuncionais atuando na
inflamacédo e na resposta imunolégica (TAYLOR et al., 2004). Sdo produzidas por
mondécitos, macréfagos e neutrédfilos, bem como células epiteliais, CDs,
queratindcitos da pele, fibroblastos gengivais e dérmicos, como também células B
(DELALEU; BICKEL, 2004).

E constituido por trés membros, sendo dois polipeptidios, IL-1a e IL-1B, e
sintetizados sob a forma de uma pré-proteina de 31 kDa, que posteriormente é
clivada por enzimas especificas em proteinas maduras e ativas com
aproximadamente 17 kDa (DELALEU; BICKEL, 2004). O terceiro membro da familia
€ denominado de antagonista do receptor IL-1 (IL-1Ra), proteina de 18kDa,e que
compete com os demais receptores das outras interleucinas, interferindo em suas
fungdes (BERDELLI et al., 2006).

O gene IL-1 estda presente no braco longo do cromossomo 2 humano,
formado por um peptideo precursor e pode ser ativado por processamento
proteolitico (Figura 19) (EL-OMAR et al., 2001; DINARELLO, 2009).

Figura 19. Sinalizacao e inibicao dos receptores da familia IL-1.
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A IL-1B é produzida por mondcitos, macrofagos e neutrédfilos, podendo
também ser produzida pelas células B e NK. Diferentemente da IL-71a, a IL-18 é

sintetizada na forma inativa e posteriormente ativada pela caspase-1 e secretada por
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via ndo convencional de proteina, agindo de forma paracrina ou sistémica (WEBER
et al., 2011).

Existe uma grande associacado de /L-18 em pacientes com febre na primeira
semana da doenca. Na severidade da doenca estes niveis mostram-se mais
elevados tanto desta IL, como TNF-a e IFN-a (FIGUEIREDO, 1999; CHATUVERDI;
NAGAR, 2009).

2.4.2.2. Interleucina de receptor antagonista de IL-1 (IL-1Ra)

E um receptor pré-inflamatério, produzida pelo gene IL-1RN, que se liga
competitivamente ao receptor da IL-1 impedindo a ativacao de células-alvo. Entao, a
proteina IL-1Ra produzida age modulando negativamente os efeitos dos IL-1aellL-1B
(AL-MOUNDHRI et al., 2006).

A IL-1Ra é produzida pelas mesmas células que sintetizam as outras
heteroformas da IL-1(Figura 19). A IL-1Ra apresenta trés isoformas intracelulares e
uma isoforma que é secretada (slL-1Ra). Esta inibe as respostas mediadas pelas IL-
1aelL-1B, atuando, com isso, como uma anti-inflamatéria (AREND, 2002).

Estudos afirmam que concentragdes plasmaticas de IL-1Ra em doencas
infecciosas sdo amplamente elevadas, chegando até 100 vezes do quantitativo da
IL-1B. A taxa de IL-1B/IL-1Ra é suportada de forma critica a fim de determinar a
gravidade da reacgao inflamatéria (SANTILLA et al., 1998).

2.4.2.3. Interleucina 6

A IL-6 é uma citocina pleiotrépica produzida pelas respostas imunes inata e
adaptativa dos linfécitos B e T, macréfagos, mondcitos, fibroblastos e células
endoteliais bem como entre células tumorais (VAN SNICK, 1990).

Esta IL ndo é constitutivamente expressa, embora ative a resposta de outras
citocinas inflamatorias, como IL-1 e TNF-a nas infecgdes virais.O gene que produz a
IL-6 esta presente no cromossomo 7p21(TERRY et al., 2000; JUFFRIE et al., 2001).

A atividade biolégica normal desta IL estd associada a respostas
imunoldgicas, hematopoese e reacdes de fase aguda. Falhas de expressao de IL-6
tém sido também associadas a mielomas, plasmocitomas e doencas inflamatérias
cronicas (NAKA et al., 2002).
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Esta € uma das citocinas que mais estimula a sintese de proteinas na fase
aguda da inflamacao, como a proteina C reativa, mesmo em resposta a diferentes
estimulos (GABAY; KUSHNER, 1999).

A IL-6 esta envolvida com outras citocinas pro-inflamatérias, potencializando o
processo de ativacdo da coagulacdo, e auxiliando na diminuicdo da expressao de
outras citocinas, como a TNF-a e seus receptores, como também induzindo a febre
(MARTINA et al., 2009). Tém sido encontradas altas concentragées desta IL no
extravasamento de plasma e no desenvolvimento de choque hipovolémico
(OGAWA; GRANT, 2007).

2.4.2.4. Interleucina 10

Esta IL também tem um efeito pleiotrépico, no que diz respeito a
imunorregulagéo e a inflamacao. Também pode ter uma fungdo imunossupressora
que pode ocasionar uma maior resisténcia ao bloqueio de IFN, demonstrando um
aumento na infeccéao e na febre aguda da dengue (TSAl et al., 2013).

O gene IL-10 esta presente no cromossomo 1931-32 e alguns estudos
relataram que os niveis de IL-10 sao elevados quando comparados em diferentes
idades (criangas, adultos e idosos), obtendo uma correlacdo positiva ao
agravamento da doenca da dengue (AZEREDO et al., 2001; LIN et al.,, 2003;
BUTTHEP et al., 2012).

Esta gravidade esta associada ao extravasamento de plasma e até
culminando em derrames pleurais, bem como a diminuicdo de plaguetas
ocasionando a trombocitopenia (GREEN et al.,, 1999; AZEREDO et al., 2001;
LIBRATY et al., 2002;BRASIER et al., 2012). Embora alguns casos tivessem sido
mais relatado sem estudos apds a viremia, o aumento da IL-10 auxilia também na
reducéo do quadro febril de alguns pacientes (LIBRATY et al., 2002).

O nivel de IL-10 é bem maior nas infeccoes secundarias do que em infeccoes
primarias, e devido ao fato de estar ligado diretamente a reinfeccoes, esta IL é
considerada um bom marcador para estudos de severidade da doenca da dengue
(BRASIER et al.; BUTTHEP et al., 2012).
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2.4.2.5. Fator de Necrose Tumoral (TNF)

A TNF é a citocina mais estudada em estudos de associacdo com doencas
infecciosas, sendo produzida pelos mondcitos, macréfagos ativados e células T
(HIRANO et al., 1989). O lécus é formado por quatro genes em tandem: Linfotoxina
alfa (LTA-a ou LTA), Linfotoxina beta (LT-B), Fator de Necrose Tumoral (TNF) e o
gene de transcricdo especifica de leucécitos (LSTT). O gene TNF encontra-se ainda
localizado na classe Ill do complexo principal de histocompatibilidade (MHC, do
inglés major histocompatibility complex) no braco curto do cromossomo 6, regiao 21
(Figura 23) (BAYLEY et al., 2004; VALENTE et al., 2009).

A TNF-a ¢é uma citocina pro-inflamatéria com  propriedades
imunomoduladoras, onde mediam resposta imunoldgica compartilhando iniUmeras
atividades biolégicas (MEENAGH et al., 2002). Sinergicamente, o TNF-a participa
com a IL-1 dos processos de inflamacdo aguda, de coagulagdo intravascular,
estimulo de adesao de neutréfilos e monécitos em células endoteliais, auxiliando na
formacao de trombos que ocorrem na atividade de pré-coagulante de TNF-a. Esta
inibe a proteina C e a proteina anticoagulante (trombomodulina), atingindo o
bloqueio de dissolugéo da fibrina (MANTOVANI et al., 1997).

Esta IL pode elevar seus niveis de expressao, uma vez que esta exacerbagao
pode desencadear um risco maior no desenvolvimento de doengas inflamatorias
graves ocasionando danos teciduais intensos (BOMBELL; MCGUIRE, 2008). No
entanto, ndo existe um padrao definido para qualificar niveis elevados de TNF, pois
em alguns casos depende da etnicidade e de associacdes com outras citocinas para
diagnosticar o grau de risco deste gene e suas respostas metabélicas (MEENAGH et
al., 2002).

Por isso, o TNF-a é crucial ao entendimento, diagnostico e suscetibilidade de
algumas doencas infecciosas como a dengue. Alguns pesquisadores também
demonstraram niveis elevados desta citocina e da LTA no plasma de individuos com
malaria grave, bem como a suscetibilidade a gravidade da dengue em pacientes de
diferentes grupos étnicos da Tailandia (BETHELL et al., 1998; GAGNON et al.,
2002;CLARK et al., 2009).
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2.4.3. Polimorfismos genéticos

A exposicdo ao virus da dengue gera uma variedade de respostas
imunolégicas controladas geneticamente no ser humano. Estudos recentes
confirmam que Polimorfismos de Nucleotideo Unico (do inglés, single nucleotide
polymorphism - SNP) de genes responsaveis pela imunomodulagdo e envolvidos
pela entrada e replicacdo viral podem ter um importante papel na suscetibilidade e
resisténcia a dengue ou levar a severidade da doenca (MOREIRA et al., 2008;
HARAPAN et al., 2013;XAVIER-CARVALHO et al., 2013).

Além desta doenca, outras arboviroses sao investigadas por SNPs, mas com
menor intensidade quando comparado com a dengue. Algumas citocinas foram
associadas ao risco de desenvolver doencas como a febre chikungunya, febre do
Nilo ocidental, encefalite japonesa, entre outras.Na grande maioria, 0 envolvimento
de alguns polimorfismos € maior em estudos de associacdes a severidade para
estas enfermidades (ARJONA et al., 2011; PUJHARI et al., 2012; CHIRATHAWORN
et al., 2013; LOEB, 2013; VENUGOPALAN et al., 2014)

Quando se trata de dengue, a presenca de alguns gendétipos de citocinas que
codificam moléculas envolvidas na resposta imune influencia diretamente no
combate a infecgcdo do DENV (STEPHENS, 2010; TUMANGGER; JAMIL, 2010). A
variagao polimorfica pode culminar na diferenciagdo sintomatoldgica da doenca,
demonstrando uma flexibilidade maior na resposta imune do hospedeiro
(SWAMINATHAN; KHANNA,2009).

Com isso, o estudo de SNPs associados a citocinas podem auxiliar no
desenvolvimento de praticas intervencionistas na terapia e na prevencao contra

doencas como a dengue em diversos paises endémicos, como no Brasil.
2.4.3.1. SNPs no gene cluster IL-18 e seu antagonista (/L-1RN)

O gene IL-18 apresenta dois SNPs bastante estudados na regidao promotora,
posicdao -511 e -31 (PEREZ-PEREZ et al., 2005). Apresentam ainda um forte
desequilibrio de ligacdo, embora tenham demonstrado resultados similares em
alguns estudos de associacao (SMITH; HUMPHRIES, 2009). Entre estes, o mais
estudado é o0 -511 (rs16944), onde o alelo T esta relacionado ao polimorfismo deste
gene e a produgao aumentada da proteina IL-1B (Figura 20) (MARTINA et al., 2009).
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Estudos como o de Sa-Ngasang e colaboradores (2014) investigando o gene
IL-18 (-31 C>T) associado ao gene IL-TRNVNTR de 86 pb (do inglés, VNTR-
Variable Number Tandem Repeal) em pacientes tailandeses com dengue,
encontraram risco de desenvolver dengue grave quando os pacientes portavam o

alelo C e o gendtipo heterozigoto *2/L.
Figura 20. Organizacédo génica da IL1A, IL18 e do IL-1RN e seus respectivos
SNPs.
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Fonte: Adaptado de Smith et al., 2004.

Por sua vez, o IL-1RN possui umas das regides polimérficas mais utilizadas
em estudos de associagéo. Esta localizado no intron 2, a qual tem numero variavel
em repeticbes em tandem (VNTR, sigla em inglés, Variable Number Tandem
Repeat) de 86 pb, onde cinco alelos foram relatados correspondente a 2, 3,4,5¢e 6
cépias de alelos.

O alelo com 2 repeticbes esta associado com o aumento de niveis
plasmaticos (TUMANGGER; JAMIL, 2010). Portanto, individuos com este
polimorfismo possui uma resposta pré-inflamatéria mais severa do que outro
polimorfismo deste mesmo gene. Alguns estudos ainda tém mostrado que o
polimorfismo com 2 alelos demonstra associagcdes negativas com doencas
infecciosas (Figura 21) (WITKIN et al., 2002).

Entretanto, em estudos realizados no Vietnd, n&do foi encontrado nenhuma
diferenga em alguma frequéncia alélica em relagdo a estes polimorfismos entre

pacientes com dengue grave e controle (LOKE et al., 2002).



Figura 21. Diagrama esquematico do gene /L1RN mostrando a

posicao do polimorfismo VNTR juntamente com vérios alelos.
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2.4.3.2. SNPs no gene IL-6
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O gene IL-6 é detentor de sete SNPs, onde quatro encontram-se em sua

regiao promotora (-597, -572, -373 e -174). Dentre estes polimorfismos, o ultimo é o

qgue se encontra mais associado a doengas infecciosas (Figura 22) (HOLLEGAARD;

BIDWELL, 2006).

Figura 22. Representagdo esquematica do IL-6
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Em alguns estudos, o IL-6 (-174G>C) tem sido observado em associacdes de
severidade da doenca (PINTO et al., 1999;RESTREPO et al., 2008; XAVIER-
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CARVALHO et al., 2013). Entretanto, alguns trabalhos envolveram este polimorfismo
como marcador de protecdo para dengue com complicagcbes (RESTREPO et al.,
2008;MOREIRA et al., 2008).Nao se sabe ainda como ocorre esta protecao contra a
doenca,visto que a prevaléncia é de associacao ao risco de desenvolver dengue ou
levar a sua severidade (PINTO et al., 1999;RESTREPO et al., 2008; PEREZ et al.,
2010; XAVIER-CARVALHO et al., 2013).

Niveis polimoérficos da IL-6 -174G>C também foram associados a diversas
doencas inflamatérias e outras doencas humanas (VISENTAINER et al.,, 2008),
como aterosclerose (LIMA, 2012), doencas cardiovasculares (HUMPHRIES et al.,
2001), doencas infecciosas (MOREIRA et al., 2008), canceres (COZEN et al., 2004),

dentre outras.

2.4.3.3. SNPsno gene IL-10

O genelL-10 possui varios polimorfismos descritos,principalmente os que
estdo na regido promotora (por exemplo, -1082, -819, -592), e entre estes o mais
associado a infecgdes virais € o -819 C>T, como também em alguns estudos
epidemiologicos (Figura 23) (AZEREDO et al., 2001; LIBRATY et al., 2002; LIN et al.,
2003; SOUSA, 2010; BUTTHEP et al., 2012; BRASIER et al., 2012).

Um destes estudos é o de Perez e colaborares (2010) onde encontraram o
alelo A do TNF-a (-308G>A) associado com diferentes haplétipos de trés
polimorfismos delL-10 (-1082G>A / -819C>T / -592C>A) e que foram relacionados

ao risco de desenvolver dengue grave em pacientes cubanos.

Figura 23. Polimorfismos existentes no gene /L-10 associados a doengas.
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2.4.3.4. SNPs no gene TNF-a

O gene TNF possui oito SNPs localizados na regido promotora deste gene
(Figura 24) e caracterizam-se, na sua grande maioria, pela substituicao de guanina
(G) por adenina (A) (KNIGHT, 2001). Dois destes polimorfismos influenciam os
niveis de producado desta citocina, a primeira compondo a troca de G>A na regiao
promotora do TNF (-308) e o outro de mesma troca, mas na posi¢ao intrénica do
gene LTA (+252) (MEENAGH et al., 2002).

Em muitos estudos, o alelo TNF-a -308¢é encontrado com menor frequéncia e
associado a uma elevada producao desta citocina, podendo aumentar em até seis
vezes seus produtos metabdlicos (WILSON et al., 1997). Por isso, algumas
pesquisas tém suportado que pacientes com genoétipo AA detém de niveis elevados
de TNF-a no plasma, e que geralmente podem conferir uma maior resisténcia a
infecgdes.

O SNP -308G>A é o mais estudado em dengue, embora a maioria em
pacientes com dengue grave (MOREIRA et al., 2008; PEREZ et al., 2010; XAVIER-
CARVALHO et al., 2013; SAM et al., 2015). Entretanto, Garcia-Trejo e colaborares
(2011)investigando a suscetibilidade em pacientes mexicanos nao encontraram
resultados significativos no -308G>A, mas evidenciaram um papel protetor na
presenca do alelo A do SNP -238G>Ano desenvolvimento da dengue.

Figura 24. Representagédo esquematica de localizagdo do TNF no interior do
complexo MHC, com seus principios polimorfismos da regiao promotora.
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3. OBJETIVOS

3.1. GERAL

Verificar os polimorfismos das citocinas selecionadas para o estudo (/L-18, IL-
1RN, IL-6, IL-10 e TNF-a) associados ao desenvolvimento da dengue.

3.2. ESPECIFICOS

- Confirmar através da sorologia se 0s pacientes selecionados com suspeita
de dengue estavam com a doenca;

- Identificar se os polimorfismos das/L-18, IL-1RN, IL-6, IL-10 e TNF-aestao
ligadosao risco de desenvolver a dengue;

- Detectar as frequéncias dos polimorfismos entre os pacientes detectados
com dengue e nao dengue (outras infeccdes);

- Associar as caracteristicas clinicas aos individuos portadores do alelo T do
gene IL-1B.
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Abstract

Dengue infection is one of the most important viral diseases, affecting millions of people
around the world. The infection may be asymptomatic, have warning signs and increase in
severity, leading to death. Host genetic factors may be relevant in predisposing individuals to
severity of infection. Several interleukins may be associated with the immunopathogenesis of
dengue. In this study, single nucleotide polymorphisms (SNP) of interleukin (IL) I -
511C>T, ILIRN VNTR 86 bp, IL6 -174G>C, IL10 -819C>T and TNFa -308G>A were
analyzed by PCR-RFLP in a group of 196 individuals with or without dengue. It was
demonstrated that the presence T allele ILI1S (p<0.05) was associated with susceptibility to
developing the disease. Other results also suggested that the polymorphism presence in
combinations IL6xILIS (C and T allele, respectively), ILIf (T allele) x ILIRN (*2/*2
genotype), IL6 (C allele) x TNFo (A allele), ILI0 (C/T genotype) x TNFa (A/A genotype)
(p<0.01, p=0.01, p<0.05 and p=0.03, respectively) were associated with predisposition to
developing the disease and its symptoms. In summary, the findings of this study in a Brazilian
population it points out the importance of studies combinations of polymorphisms in the
development of dengue, where can increase risk leading to symptoms dengue infection and

the disease severity.

Keywords: Dengue, Non-dengue infection, Interleukin polymorphism, Risk.
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Introduction

Dengue fever is an acute febrile disease transmitted by the female Aedes aegypti
mosquito; it is caused by dengue virus belonging to the genus Flavivirus of the family
Flaviviridae. Currently it is the main arbovirus in tropical and subtropical countries, and over
100 of these are endemic, affecting around 2.5 billion people [1].

There are four distinct but antigenically related serotypes of dengue virus, dengue
virus-1 (DENV-1), DENV-2, DENV-3 and DENV-4. According to the updated classification
of the World Health Organization (WHO [2]), the clinical manifestations of dengue are
divided into degrees of severity from 1-4. This system also divides cases into two categories:
1) dengue [with or without warning signs (DWS)] and 2) severe dengue (SD) [2]. The disease
leads to infection of a highly diversified form, from an asymptomatic infection to severe
forms [3].

Dengue host immune response is related primarily to the recognition of the virus by
the host cell and its antiviral response. Thl cells are mostly associated with uncomplicated
acute fever and Th2 cells are involved over the length of the infection and results in the
dysfunction of endothelial cells, causing plasma leakage [4].The subsequent activation of T
cells by infection is the cascade of cytokines, especially proinflammatory ones. In DENV
infection, cytokines can be released by both monocytes and macrophages. Serum
concentrations of tumor necrosis factor-o. (TNFa), interleukin 2 (IL2), IL6 and interferon-y
(IFNy) are very high in the first three days of infection, while IL10, IL4, IL5 are manifested
later [S]. Some associations between these cytokines can increase or decrease their
production, unleashing inflammatory processes and various infectious diseases [6].

Modulation of the inflammatory process seems important for the course of viral
infections [7] since genetic polymorphism in interleukin genes that alters their expression, has

been noted as one of the factors that drive different dengue outcomes [8,9]. However, few
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studies have focused on dengue susceptibility. Therefore, this study was designed to
investigate polymorphisms of five cytokines already described as being important for more
severe dengue (ILIRNVNTR 86bp, IL6 -174 G>C, IL10 -819 C>T and TNFa -308 G>A)and
one not yet studied (ILIf -511 C>T), and their associations with patients with dengue and

without dengue (other viruses).

Methods
Subjects

The study was approved by the Research Ethics Committee of Sdo José Infectious
Diseases Hospital, Fortaleza, Cearda, Brazil. The classification of dengue symptoms was
according to the WHO criteria of 2009. This study included 196 patients suspected of having
dengue infection admitted seen at the Sao José Infectious Diseases Hospital, a public referral
hospital for infectious diseases. Patients were enrolled during August 2011 to August 2013,
after they or their parent/guardian signed an informed consent form. Among the patients
assessed, 111 were confirmed having dengue infection, by clinical and laboratory parameters
[2] and designated the dengue group (DG). The control group consisted of the other cases (85
individuals), who had symptoms similar to dengue but were diagnosed another infection by
negative laboratory tests for dengue; these patients were designated the non-dengue group

(NDQG). For all patients, clinical epidemiological data were collected: sex, age and race.

Laboratory test for dengue diagnosis

The selected patients (DG and NDG) were subjected to analysis in the Public Health
Laboratory of the State of Ceard — LACEN/CE. Serum samples were used for four analyses

(IgM, NSI antigen, viral isolation and RT-PCR) to determine which of these suspected
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patients had been exposed to dengue virus. DG included patients with at least one positive
serology test. On the other hand, NDG consisted of patients with all serology tests negative.
The criteria for the collection of suspect patients followed the standards set by WHO [2] and
the Ministry of Health of Brazil [10], where blood and sera collected from patients up to the
fifth day of infection for viral isolation, RT-PCR and NS1 and by the sixth day for IgM
assays.
Genotyping

Genomic DNA was extracted from 5 mL of blood collected from all patients during
routine full blood examinations, using the salting-out method as previously described [11].
DNA quality was determined by 1% agarose gel electrophoresis and the amount was
determined using the NanoDrop 3300 fluorospectrometer (Wilmington, DE, USA).
Polymorphisms of interleukins

The genetic polymorphisms of ILIf (-511 C>T), IL6 (-174 G>C), IL10 (-819 C>T)
and TNFa (-308 G>A) were detected by PCR-RFLP and IL/RN VNTR 86 bp polymorphism
was detected by PCR (Table 1). PCR was done using Master Mix (1x) (Qiagen, USA) with

the specific primers described in the literature (Table 1) and 25 pg DNA samples.

Table 1. Series of PCR primers used for genotyping of polymorphic interleukins and TNF-a.

SNP Primer Sequence Annealing PCR Product Size Reference
C) (bp)

IL1p F 5°’TGG CAT TGA TCT GGT TCA TC3’ 55 304 12
(-511) R 5’GTT TAG GAA TCT TCC CACTT3’
ILIRN F 5°CTC AGC AAC ACT CCTAT 3’ 58 240, 326, 412, 484, 12
VNTR R 5° TCC TGG TCT GCA GGT AA3’ 498

IL6 F5 TTG TCA AGA CAT GCC AAA GTG 3’ 55 198 12
(-174) R 5 TCA GAC ATC TCC AGT CCT ATA 3’

IL10 F 5°’TCA TTC TAT GTG CTG GAG ATG G 3’ 56 209 13
(-819) R 5’TGG GGG AAG TGG GTA AGA GT3’

TNFo. F5 AGG CAA TAG GTT TTG AGG GCC AT 3’ 57 107 14
(-308) R 5 TCC TCC CTG CTC CGA TTC CG 3’

F - Forward; R - Reverse.
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The fragments were analysed by 1% agarose gel electrophoresis with ethidium
bromide staining. The VNTRILIRN fragments were visualized by 8% polyacrylamide gel
electrophoresis after PCR, and the restriction products were visualized by 6% polyacrylamide
gel electrophoresis. For all polymorphisms, 10% of samples were genotyped again on a

random basis to confirm the results.

Statistical analysis

Data were analyzed using the statistical software Epilnfo Version 7 and SNPStats
(http://bioinfo.inconcologia.net/snpstats/start.htm). Significant differences were evaluated
using the chi-square test (¥2), Fisher’s exact test and linkage disequilibrium. P< 0.05 was
considered significant and P< 0.01 was considered very significant.
Results

Demographic characteristics

The demographic data of all subjects are given in Table 2. DG patients had a median
age of 30.1 years old, ranging from 2 to 80 (31.2 + 10.0), and NDG patients, 28.9 years old,
ranging from 6 months to 83 years (31.0 £ 10.2). Significant differences were found for age,
sex and ethnicity (Table 2). Dengue was more frequent in patients 21 to 59 years old, and
there were significantly more women in NDG. Mulattos weresignificantly more frequent in

both groups, followed by Caucasians.
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Table 2. Demographic characteristics in dengue patients (cases) and non-dengue patients (control).

Patients with Patients without P
CHARACTERISTIC  TOTAL dengue dengue
N (%) N (%) N (%)
SEX 0.0027+
Male 69 (35.20) 49 (44.15) 20 (23.53)
Female 127 62 (55.85) 65 (76.47)
(64.80)
AGE
0to 20 44 (22.45) 05 (4.50) 39 (45.88) 0.0000+**
21 to 59 146 104 (93.69) 42 (49.41)
(74.48)
> 60 6 (3.07) 02 (1.81) 04 (4.71)
RACE
Caucasian 79 (40.31) 52 (46.85) 27 (31.76) 0.00004
0.0056+"
Brown 34 (17.35) 18 (16.22) 16 (18.83) 0.0057+
Mulatto 47 (23.98) 34 (30.63) 13 (15.29) 0.00002+*
0.0019#
Black 19 (9.69) 02 (1.80) 17 (20.00)
Unreported 17 (8.67) 05 (4.50) 12 (14.12)

+ P < 0.05 — statistically significant;
** Compared to the age group 21-59;
a, ¢ d - when compared to Black;

b, e - when compared to unreported.

Genotyping of IL1f -511C>T, ILIRN VNTR L>%*2, IL10-819 C>T, IL6 -174 G>C and
TNFa -308G>A polymorphisms

The distribution of the genotypes and alleles of all patients, and considering DG and
NDG, showed that all genotype frequencies were within Hardy—Weinberg equilibrium, except

INFo (P<0.05) (Table 3).
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Table 3. Association of the polymorphisms ILIS(-511C>T), ILIRN (VNTR L>*2), IL10 (-819 C>T), IL6 (-174 G>C) and TNFa (-308 G>A) between patients of dengue and non-dengue
groups.

Genotype DG  NDG OR (95% CI) P Genotype DG NDG OR (95% CI) P Genotype DG NDG OR (95% CI) P
IL1B (%) (%) ILIRN (%) (%) IL10 (%) (%)
CC 22 33 Reference LL 50 41 Reference CcC 21 13 Reference
(23.7)  (48.5) (60.2) (54.7) (25.3) (28.3)
Genotype CT 53 25 3.18 (1.55-6.53) 0.043+ L*2 29 30 0.79 (0.41-1.53) 0.78 CT 45 19 1.47 (0.61-3.52) 0.32
frequencies 57) (36.8) (34.9) (40) (54.2) (41.3)
TT 18 10 2.70 (1.05-6.93) *2%2 4 4 0.82 (0.19-3.48) TT 17 14 0.75 (0.28-2.02)
(19.4)  (14.7) “4.8)  (5.3) (20.6) (30.4)
C 97 89 L 129 112 C 87 45
Hequencies 52 @ s s1) 49)
T 91 45 *2 37 38 T 79 47
67) (33) (22) (25) (48) (51)
CcC 22 33 Reference LL 50 41 Reference CcC 21 13 Reference
Dominant (23.7)  (48.5) 60.2)  (54.7) (25.3) (28.3)
CT/TT 33 35 3.04 (1.55-5.97) 0.001+ L#*2/%2%2 33 34 0.80 (0.42-1.50) 0.48 CT/TT 62 33 1.16 (0.52-2.62) 0.72
(48.5) (51.5) (39.8) (45.3) (74.7) (71.7)
CC/CT 75 58 Reference LL/L*2 79 71 Reference CC/CT 66 32 Reference
(80.7) (85.3) (95.2) 94.7) (79.5) (69.6)
Recessive
TT 18 10 1.39 (0.60-3.24) 0.44 *2%2 4 4 0.90 (0.22-3.73) 0.88 TT 17 14 0.59 (0.26-1.34) 0.21
(19.4)  (14.7) “4.8)  (5.3) (20.5) (30.4)
CC/TT 40 43 Reference LL/*2%2 54 45 Reference CC/TT 38 27 Reference
(43) (63.2) 65.1)  (60%) (45.8) (58.7)
Overdominant cT 53 25 2.28 (1.20-4.33)/ 0.011+ L2 29 30 0.81 (0.42-1.54) 051 cT 45 19 1.68 (0.81-3.49) 0.16
57 (36.8) (34.9)  (40) (54.2) (41.3)

Additive --- - --- 1.88 (1.17-3.02) 0.007+ --- - - 0.84 (0.50-1.43) 0.52 --- - - 0.87 (0.52-1.45) 0.59
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(Cont.)
Genotype DG NDG OR (95% CI) P Genotype DG NDG OR (95% CI) P
I1L6 (%) (%) TNFa (%) (%)
GG 31(33.3) 33 (46.5) Reference GG 64 (65.3) 62 (77.5) Reference
GC 52(55.9) 34 (47.9) 1.63 (0.85-3.13) 0.17 GA 20 (20.4) 12 (15) 1.61 (0.73-3.58) 0.17
cCc 10 (10.8) 4(5.6) 2.66 (0.76-9.37) AA 14 (14.3) 6(7.5) 2.26 (0.82-6.26)
G 114 (61) 100 (7) G 148 (76) 136 (85)
C 72 (39) 42 A 48 (24) 24 (15)
3
GG 31(33.3) 33 (46.5) Reference GG 64 (65.3) 62 (77.5) Reference
CG/CC 62 (66.7) 38 (53.5) 1.74 (0.92-3.28) 0.088 GA/ AA 34 (34.7) 18 (22.5) 1.83 (0.94-3.57) 0.073
GG/GC 83 (89.2) 67 (94.4) Reference GG /GA 84 (85.7) 74 (92.5) Reference
cC 10 (10.8) 4(5.6) 2.02 (0.61-6.72) 0.24 AA 14 (14.3) 6 (1.5) 2.06 (0.75-5.62) 0.15
GG/CC 41 (44.1) 37 (52.1) Reference GG/ AA 78 (79.6) 68 (85) Reference
GC 52(55.9) 34 (47.9) 1.38 (0.74-2.57) 0.31 GA 20 (20.4) 12 (15) 1.45 (0.66-3.19) 0.35
1.63 (0.97-2.73) 0.059 - - - 1.53 (0.97-2.42) 0.062

+ P<0.05 —statistically significant;
DG - Dengue Group;
NDG - Non-dengue Group;

OR - Odds

Ratio

Dengue infection and interleukin polymorphisms

Table 3 shows the risk analysis for the all polymorphisms studied. In this analysis,
only ILIfshowed a significant result, where patients carrying the ILIf C/T genotype were
associated with risk of acquiring dengue [OR=3.18 (1.55-6.53); P= 0.043]. The importance of
the ILIS T allele was validated for dengue risk from the significant results in the dominant,
overdominant and additive model analysis.

Linkage disequilibrium (LD) analysis revealed that five SNPs displayed acceptable D,
D’ (linkage disequilibrium analysis), r”, 2, P-value and n. From the haplotype distributions,
we inferred a risk for dengue considering the polymorphism interaction. According to results,
IL6 concurrently inherited with /LIS and TNFa may increase the risk of people acquiring
dengue more than interactions with other interleukins (data not shown). Also, there was a

significant association between IL6, ILIf and TNFo (P=0.005 and 0.009, Figure 1).
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Interaction between IL6, IL1f and TNFa genotypes

On the basis of LD analysis, combinations of /L6, ILIfand TNFa genotypes were
analyzed. The association between IL6 and TNF«a is shown in Table 4, where it is possible to
observe a strong significant association between the /L6 genotypes (G/C and C/C) and at least
one TNFa polymorphic allele(A) for acquiring dengue. In other words, there are associations
between IL6andTNFa polymorphic alleles for risk of dengue. Besides, TNFa A allele also it
was associated with /L6 wild-type genotype. It is interesting to note that the presence of the

IL6 and TNFo homozygous polymorphic genotypes was not associated with risk.

Table 4. Genotypic distribution of polymorphisms of IL6(-174G>C) andTNF (-308G>A) in individuals with and without

dengue.
Genotypes Total number of Number of Number of OR P-value
patients DG NDG (95% CI)
N=196 (%) n=111(%) n=85 (%)
IL6-174 G>C +
TNFalpha-308G>A
G/G + G/G 42 (21.4) 16 (14.4) 26 (30.5) Reference -
G/G + G/A 11 (5.61) 7 (6.3) 4 4.7 2.84(0.71-11.2) 0.12
G/G + A/A 10 (5.1) 7(6.3) 33.5) 3.79 (0.85-16.8) 0.06
G/G + G/G + G/A 53 (27) 23 (20.7) 30 (35.3) 1.24 (0.54-2.84) 0.60
G/G + G/A + A/A 21 (10.7) 14 (12.6) 7(8.2) 3.25 (1.08-9.76) 0.03+
G/C + G/G 41(20.9) 16 (14.4) 25(29.4) 1.04 (0.42-2.51) 0.93
G/C + G/A 17 (8.67) 10 (9) 7 (8.2) 2.32(0.73-7.32) 0.14
G/C + A/A 8 (4.08) 6(54) 2(2.35) 4.87 (0.87-27.14) 0.05
G/C + G/G + G/A 76 (38.7) 44 (39.6) 32 (37.6) 2.23(1.03-4.83) 0.04+
G/C + G/A + A/IA 25 (12.7) 16 (14.4) 9 (10.6) 2.88 (1.03-8.06) 0.04+
C/C+ G/G 14 (7.14) 10 (9) 4(4.7) 4.06 (1.08-15.15) 0.03+
C/C + G/A 2 (1.02) 1(0.9) 1(1.17) 1.62 (0.09-27.83) 0.73
C/IC + A/A 2 (1.02) 1(0.9) 1(1.17) 1.62 (0.09-27.83) 0.73
C/IC+G/G+G/A 14 (7.14) 10 (9) 4 4.7 4.06 (1.08-15.15) 0.03+
C/IC + G/A + A/A 3(1.43) 2 (1.8) 1(1.17) 3.25(0.27-38.80) 0.32

+P< (.05 — statistically significant
DG - dengue group
NDG - non-dengue group
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The association between IL6 and ILIf is shown in Table 5. A very significant
association was observed between the polymorphic alleles of /L6 and ILIS. The presence of
the polymorphic allele (T) of ILIf -511 C>T seemed to be relevant since a risk was observed
in presence of this polymorphic allele, combined with the IL6 heterozygous genotype and

homozygous polymorphic.

Table 5. Genotypic distribution of polymorphisms of IL6(-174G>C) andILIS(-511C>T) in individuals with and

without dengue.

Genotypes Total number of Number of Number of OR P-value
patients DG NDG (95% CI)

n=196(%) n=111(%) n=85(%)
1L6-174 G>C
+ILIp-511 C>T
G/G + C/C 21 (10.7) 7 (6.3) 14 (16.4) Reference
G/G+C/T 36 (18.3) 15 (13.5) 11 (12.9) 2.72 (0.82-9.01) 0.09
G/G+T/T 15 (7.6) 8(7.2) 7(8.2) 2.28 (0.58-8.91) 0.23
G/G+C/IC+C/T 47 (23.9) 22 (19.8) 25(29.4) 1.76 (0.60-5.14) 0.29
G/G+C/T +T/T 41 (20.9) 23 (20.7) 18 (21.1) 2.55 (0.85-7.65) 0.08
G/C+C/C 27 (13.7) 11 (9.9) 16 (18.8) 1.37 (0.41-4.51) 0.59
G/C+C/T 40 (20.4) 29 (26.1) 11 (12.9) 5.27(1.68-16.5)  0.003++
G/IC+T/T 12 (6.1) 9 (8.1) 3@3.5) 6.00 (1.22-29.4) 0.02+
G/C+C/IC+C/T 67 (34.1) 40 (36) 27 31.7) 2.96 (1.05-8.30) 0.03+
G/C+C/T+T/T 52 (26.5) 38 (34.2) 14 (16.4) 542 (1.81-16.2)  0.001++
C/C+ C/C 6(3) 4(3.6) 2(2.3) 4.00 (0.58-27.4) 0.14
C/C+C/T 7(3.5) 6(54) 1(L.1) 12.00 (1.19-120) 0.01+
C/IC+T/T 2(1) 1(0.9) 1(L.1) 2.00 (0.10-36.95) 0.63
C/IC+C/IC+CIT 13 (6.6) 10 (9) 3@3.5) 6.66 (1.37-32.27) 0.01
C/IC+C/T+T/T 2() 1(0.9) 1(1.1) 2.00 (0.10-36.95) 0.63

+P< (.05 — statistically significant

++P< 0.01 — very statistically significant
DG - dengue group

GND - non-dengue group

Furthermore, IL10 and TNFo polymorphisms were also associated since the same
analyses found them both related to dengue risk, also /LS and ILRN due to the physiological
function between them. In both analyses the, heterozygous genotype of ILI0 and ILI1S (C/T

for both) were significantly associated with TNFo and ILIRNhomozygous polymorphic
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genotypes, respectively [C/T + A/A - OR: 8.40 (0.92-76.1), P=0.03; C/T + *2/*2 — OR: 2.02
(1.16-3.50), P=0.01, respectively].
Discussion

Currently, the development of dengue follows the same patterns at the demographic
level. The prevalence among women found in some studies in Asia and in South America
[15,16] was corroborated in our study, as well as the association with Caucasians”, and in our
study, there was also a high incidence in mulatto patients. In fact, the ethnic differences for
dengue predisposition suggested that genetic polymorphisms could be associated with the
development dengue.

Taking into account that cytokines play an important role in immune mechanisms in
different viral infections around the world [16], IL genetic polymorphisms are interesting
targets for understanding genetic susceptibility. Still, there is a lack of information about the
relation between development dengue and /L gene polymorphism, and also, most of studies
have focused on the severity of the disease. The present study focused on the development of
dengue considering ILIf -511 C>T, ILIRN VNTR 86 bp L>*2, IL6 -174 G>C, ILI0 -819
C>T and TNFo -308 G>A polymorphisms independently and in combination, where our
results supported the hypothesis of their association with genetic susceptibility to dengue.

Among the interleukins studied, only the polymorphic allele of ILIS was strongly
associated with development of dengue. The importance of this enzyme will be discussed
later in the context of associations between polymorphisms. According to the Hardy-
Weinberg results, the disequilibrium of 7NF-308 G>A polymorphism was probably due of
the genetic heterogeneity of the Brazilian population, as has been found in other admixed
populations. The allelic mixture came from African, Amerindian and European inheritance
[17,18]. All frequencies found in each interleukin studied in this paper corroborated the

frequency found in Brazilian studies of dengue infection [19, 20].
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The activity against dengue occurs through stimulation of Th1 immune response and
by IL-6 expression, which is greatly induced in the presence of bacterial or viral products and
in response to a number of other inflammatory stimuli such as IL1f and TNFo[21]. Given this
and linkage disequilibrium analysis, associations were carried out between /L6 and TNFa and
IL1p.

IL6 and TNFa are important mediators of the inflammation process, which play a
pleotropic role in the balance between pro-inflammatory and anti-inflammatory pathways
[22]. Both ILs are released in dengue infection and associated with the more severe clinical
manifestation of dengue [23]. The /L6 -174 G>C polymorphism modulates production; the C
allele has been associated with decreased IL6 expression, while the A allele of TNFa -308
G>A is associated with a sixfold increase in transcription [24]. In this study, the association of
the IL6 polymorphic allele (C) together with presence of TNF A allele showed risk
susceptibility to dengue infection. On the other hand, also has been found risk of developing
the disease in the presence of wild-type alleles in both SNPs.

Studies on association of dengue with the /L6 -174 G>C gene polymorphisms are rare
in the literature. Only three papers involved this polymorphism and just one by Moreira et al.
investigated dengue susceptibility in patients from southern Brazil [19]. This group suggested
a protective effect for dengue. The other two works focused on the severity of dengue and did
not find any significant association [3,20].

TNFo -308G>A is more studied in dengue, though mostly in patients with severe
dengue [18,19,20,25]. Garcia-trejo et al. involving susceptibility in Mexican patients did not
find a significant result regarding TNFa -308G>A, although they found a protective role in
the TNFa (-238G>A) A allele in the development of dengue [26].

On the other hand, in this study we found an increase in dengue susceptibility in the

presence of /L6 polymorphic allele combined with at least a polymorphic allele of TNFa,
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suggesting that the modulation of the inflammatory response is important to the success of
viral infection. Also, the presence of the C polymorphic allele (/L6) together with T
polymorphic allele (IL1f) showed a very significant susceptibility dengue virus (P<0.03). On
the other hand, with TNFa, the IL6 polymorphic allele showed significance to risk of
developing dengue with the dominant model(P=0.03). IL6 acts against microorganisms such
as dengue inducing increased expression, and stimulates other ILs, as IL15[21,27]. The IL6 -
174 G>C polymorphism also has the ability to modulate the expression of interleukin®*. There
are no studies in the literature with this polymorphism of /LIS (-511 C>T) or in combination
with IL6 (-174 G>C), which led to the analysis of ILIf with ILIRN which is the natural
antagonist of IL1f.

IL1 consists of three members: ILIA and ILIfS, which act as proinflammatory
cytokines, and the competitive ILI receptor antagonist (/L/RA) [28]. This antagonist also
appears in a few studies of dengue and none were combined with ILIS -511C>T. In this
study, we found a significant interaction of C/T with *2/*2 genotypes that resulted in risk
[OR=2.02, 95% CI (1.16 to 3.50), P = 0.01]. This result indicates that the /LIf response
pathway may not be effective for virus elimination.

Our data corroborate the studies of Sa-Ngasang et al., which despite investigating
another ILIf polymorphism (-31C>T) together with IL/RA in Thai patients with dengue,
found that patients carrying the /LI C allele and ILIRA *2/L genotype had a higher risk of
severe dengue [29]. Another study focus in /LIRN expression carried out in pediatric patients
in Indonesia, demonstrated that IL1RN levels were improved and might have been associated
with characteristics of more severe dengue [30]. In an IL1 review, Dinarello concludes that
IL1B contributes to the pathogenesis of severe dengue manifestations and that this
polymorphism can also affect the expression of other interleukins, such as IL/RN[28]. These

data added to the fact that in our study the only polymorphisms that were associated
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individually with risk of dengue, confirm that the presence of this interleukin is not only
effective in combating the virus but also helps ease disease severity, as reported by other
studies.

TNF (-308G>A) was also analyzed with IL10 (-819C>T). The results of this analysis
corroborate the importance of this association in dengue. Perez et al. found that the TNFa(-
308G>A)A allele associated with different haplotypes in three ILI/0 polymorphisms(-
1082G>A/-819C>T/-592C>A) were related to risk of developing severe dengue in Cuban
patients [18]. Our study showed a risk for dengue development in the presence of the
polymorphic allele of the /L10 and the TNFa polymorphic homozygote genotype [C/T + A/A,
OR: 8.40 95% CI(0.92-76.1), P=0.03].

In conclusion, this study showed that the additive effect of some interleukin
genotypes can increase dengue risk. Polymorphisms mainly in /LIS -511C>T, and
combinations between IL6 -174 G>C, ILIf -511C>T, TNFa -308G>A and also ILI0 (-
819C>T) were shown to be relevant in the development of dengue. Besides, the findings of
this study in a Brazilian population were similar to those of worldwide studies [19,20,31].
Also, it points out the importance of studies of combinations of polymorphisms in the
development of dengue.

Future studies involving a larger population is therefore relevant to studies of
haplotype interactions and their frequencies, helping to better understand the symptoms of

dengue patients in world.
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Abstract

Dengue is an important infectious disease that has high rates of morbidity and mortality in
most tropical and subtropical areas of the world. The diversity of the clinical manifestations
involved in the outcome of dengue virus (DENV) infection is affected by the relation between
serotype/genotype of the virus, host immune status, host genetic background and
environmental factors. Polymorphisms in interleukin genes have been associated with dengue
risk and therefore could also be associated with dengue symptoms. This study aimed to
determine the association of the SNP of interleukins (IL) /5 -511C>T,ILIRN 86 bp VNTR
and IL6 -174G>C with the clinical features of 198 individuals admitted to the Sdo José
Infectious Diseases Hospital with suspected dengue infection. Dengue was confirmed in 118
of the patients. The control group consisted of 80 other individuals without dengue. A higher
frequency of increased hematocrit (P=0.009), leukopenia (P=0.000007), neutropenia
(P=0.0004), lymphocytosis (P=0.00001), monocytosis (P=0.004), atypical lymphocytes
(P=0.03) and thrombocytopenia (P=0.0000009) was observed in the dengue patients. Among
the polymorphisms studied, only ILIf (-511C>T) T carriers were associated with dizziness,
(P=0.01), suggesting that /L1 may be related to hypotensive episodes and increased vascular
permeability. These results point out the importance of the ILIf (-511C>T) polymorphism
being involved in development of clinical symptoms of dengue symptomology. The
restriction of the association with the polymorphism studied can be due to the few patients
with severe symptoms included. More studies in this field must be conducted to determine
other associations that could be relevant for therapeutic approaches.

Keywords: Symptoms, Thrombocytopenia, Dengue, Brazilian cases.
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1. Introduction

Dengue is a disease caused by the arbovirus known as dengue virus (DENV), and it is
one of the most serious infectious diseases due to the high rates of morbidity and mortality in
most tropical and subtropical areas of the world'.The wide spectrum of dengue symptoms,
ranging from an undifferentiated fever to sudden onset of fever, severe headache, dizziness,
myalgia and arthralgia, leukopenia, thrombocytopenia and even bleeding®. Host immune
response resulting from DENV infection has been shown to be the major contributor in
disease pathogenesis, and the outcome of DENV infection is affected by the relation between
serotype/genotype of the virus, host immune status, host genetic background and
environmental factors. Some interleukin polymorphisms have been associated with dengue’,
and as a consequence, the diversity of clinical features could also be due to polymorphisms of
interleukins associated with this disease. This study was undertaken to evaluate clinical
laboratorysigns in symptomatic patients with and without (other infections)dengue,

considering the ILI1f (-511C>T), ILIRN 86bp VNTR and /L6 -174 G> C polymorphisms.

2. Patients and Methods
2.1.8ubjects

This study included 198 patients with suspected dengue infection who were admitted
to the Sao José Infectious Diseases Hospital, a public referral hospital for infectious diseases,
during August 2011 to August 2013. All patients or their parent/guardian signed an informed
consent form. Diagnosis of dengue infection based on clinical and laboratory parameters
according to WHO clinical classification’was confirmed in 118 of the patients, where 110
patients were classified as dengue without warning signs and 8 as dengue with warning signs.
These patients were designated the symptomatic group (SG) and included64 females and 54

males. The control group consisted of 80 other individuals who had symptoms similar to
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dengue but negative for dengue according to the laboratory tests. These patients were
designated the non-dengue group (NDG), which consisted of 43 females and 37 males.
Additional data were included as clinical information to evaluate the persistence of
clinical symptoms such as fever,headache, retro-ocular pain, languidness, exanthema,
petechiae, myalgia, arthralgia, asthenia, anorexia, dizziness or poor appetite, nausea,
vomiting, cough, dyspnea, chest pain, looseness, mucosal bleeding (vaginal bleeding, gum
bleeding), epistaxis, hematuria, and some medications used in these patients for susceptibility
to the disease. The study was approved by the Research Ethics Committee of Sdo José

Infectious Diseases Hospital, Fortaleza, Ceard, Brazil.

2.2. Laboratory tests

All patients had a CBC and differential count. The selected patients (SG+NDG)
underwent serological and molecular analysis in the Public Health Laboratory of the State of
Ceard — LACEN/CE. The peripheral blood samples of all patients were subjected to viral

isolation, RT-PCR and NS1 and IgM assays.

2.3. Genotype analysis

Genomic DNA was extracted from 5 mL blood, collected at the same time as the
hospital routine for blood analysis, using the salting-out method as previously described”.
DNA quality was determined by 1% agarose gel electrophoresis, and the amount was
determined using the NanoDrop 3300 fluorospectrometer (Wilmington, DE, USA).

The sequences of the PCR primers were as follows: 5’- TGG CAT TGA TCT GGT
TCA TC-3’ (sense) and 5’-GTT TAG GAA TCT TCC CACTT-3’ (antisense) for IL1f (-511

C>T); 5°- CTC AGC AAC ACT CCTAT - 3’(sense) and 5’ - TCC TGG TCT GCA GGT AA
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- 3’(antisense) for/L/IRN 86 bp VNTR; and 5’ - TTG TCA AGA CAT GCC AAA GTG - 3’
(sense) and 5°- TCA GAC ATC TCC AGT CCT ATA - 3’ (antisense) for IL6(-174 G>C).
The genetic polymorphisms of ILI1f (-511 C>T) andIL6 (-174 G>C) were evaluated by
PCR-RFLP and ILI/RN 86 bp VNTR polymorphism by PCR. PCR was performed using
Master Mix (1x) (Qiagen, USA) and 25 ng DNA.Restriction digestion of PCR products was
done using FastDigestAval restriction enzyme (Fermentas —Thermo, USA) for IL-1f (-
511C>T) and FastDigest SfaNI restriction enzyme for IL-6 (-174G>C). All PCR products
were analyzed by 1% agarose gel electrophoresis with ethidium bromide staining. After PCR,
the VNTRILIRN fragments were visualized by 8% polyacrylamide gel electrophoresis, and
the restriction products were visualized by 6% polyacrylamide gel electrophoresis. For all
polymorphisms, 10% of samples were genotyped again on a random basis to confirm the

results.

2.4. Statistical analysis
Data were analyzed using the statistical software Epilnfo version 7. Significant differences
were evaluated using the chi-square test (%2) and Fisher’s exact test. P< 0.05 was considered

significant, and P< 0.01 was considered very significant.

3. Results

3.1. Clinical characteristics

The main laboratory data of all subjects distributed according to the clinical
characteristics of dengue are given in Table 1. The median age of SG patients was28.7 years
old, ranging from 2 to 81 years (mean of 28.9 + 10.0), and the median age of NDG patients
was 26.7 years old, ranging from 1 to 83 years (mean of 29.8 + 10.2). No significant

differences were found for age, sex and ethnicity. The main laboratory data of the NDG and
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SG are given in Table 1. Almost all laboratory parameters, except leukocytosis and decreased
hemoglobin level, were statistically more frequent in the SG group, especially

thrombocytopenia. Also, no significant differences were found for other clinical findings (data

not shown).
Table 1. Clinical characteristics in symptomatic dengue and non-dengue patients.
NDG SG P
CHARACTERISTIC 80 (%) 118 (%)
Atypical lymphocytes 2(2.5) 13 (11.0) 0.03+
Increased hematocrit (Ht) 4(5.0) 23 (19.5) 0.009+
Decreased hemoglobin (Hb) 0(0.0) 2 (1.6) 0.24
Leukocytosis 0(0.0) 4(3.3) 0.10
Lymphocytosis 0(0.0) 30 (25.4) 0.00001+
Leukopenia 0(0.0) 45 (56.2) 0.000007+
Monocytosis 5(6.2) 29 (24.5) 0.004=+
Neutropenia 4 (5.0 34 (28,8) 0.0004+
Thrombocytopenia 3@3.7) 61 (51.6) 0.0000009+

+ P < 0.05 — statistically significant;
NDG - Non-Dengue Group;
SG - Symptomatic Group;

3.2. Clinical manifestations in symptomatic individuals and the SNP

According to the significant outcome of single-SNP analysis (data not shown),
onlyILIf (-511C>T) was associated with clinical symptoms. Table 2 displays the distribution
of symptomatic dengue manifestation in T carriers and non-T carriers. A total of 25 symptoms
were described in the symptomatic group, and of these, 22 symptoms had a higher prevalence

in T carriers with a significant difference observed for dizziness (P = 0.01).
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Table 2. Frequency of clinical and medication manifestations versus IL1/ genotype.

Frequency of IL1p genotypes (%)

Clinical manifestations Frequency T carriers Non-T carriers P
(symptoms) (%) (%)
Constitutional
Headache 80.8 83.3 75.9 0.67
Retro-orbital pain 60.5 65.7 50 0.23
Fever 89.5 92.6 83.3 0.58
Languidness 22.8 23.1 22.2 0.89
Dermatological
Exanthema 35.2 30.5 44.4 0.20
Petechiae 11.1 12 9.3 0.53
Gastrointestinal
Diarrhea 22.8 259 16.6 0.16
Vomiting 35.2 37 314 0.52
Nausea 53.7 58.3 44.4 0.25
Anorexia 0.61 1 0 0.31
Abdominal pain 3 3.7 1 0.18

Hemorrhagic manifestations

Mucosal bleeding 5.5 6.5 3.7 0.37
Metrorrhagia 1.2 1 1 1.00
Hematuria 1.2 1 1 1.00
Epistaxis 1.2 1 1 1.00
Musculoskeletal
Myalgia 62.3 63 61.1 0.88
Arthralgia 53 51.8 55.5 0.75
Neurological and behavioral
Dizziness 3.7 5.5 0 0.01%
Fainting 1.8 2.7 0 0.08
Respiratory
Cough 1.2 1.8 0 0.15
Dyspnea 0.6 1 0 0.31
Chest pain 0.6 1 0 0.31

Medications

Paracetamol 44 .4 47.2 38.8 0.47
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Dypyrone 26.5 25 29.6 0.55
Other medications 4.9 6.4 1 0.06

*p < 0.05

4. Discussion

Initial symptoms are common in all dengue manifestations and other viral infections,
making laboratory tests, along with a guided clinical examination, necessary to confirm a
diagnosis, especially in endemic areas. As expected, our data were in agreement with the
literature, showing a significantly higher frequency of increased hematocrit, leukopenia,
neutropenia, lymphocytosis, monocytosis, atypical lymphocytes and thrombocytopenia
(P<0.05)in the SG group and corroborating other studies involving DENV infection®. Other
more common symptoms such as joint pain, retro-orbital pain and itching were found with
higher significance in Indian patients with dengue fever. The lack of statistical significance
for hemorrhagic manifestations, particularly mucosal bleeding, was probably due to the small
number of patients with warning signs, in whom these symptoms are more common.

Some studies have reported a higher prevalence of leukopenia and thrombocytopenia
in non-severe cases of dengue7’8. Evidence suggests that leucopenia and thrombocytopenia
occur because of the destruction or growth-inhibition of myeloid progenitor cells, which may
cause peripheral destruction of platelets or only their reduced production, resulting from the
destruction of bone marrow megakaryocytes by the virus’. However, mechanisms underlying
thrombocytopenia in DENV infection are not yet fully understood. Several other hypotheses
have been suggested in the elucidation of mechanisms involving the immune response against
the virus'’. The virus may directly or indirectly inhibit the production of progenitor cells in
bone marrow or reduce reproductive capacity of hematopoietic cells. In addition, DENV
interferes with the platelet counts, destroying cells by apoptosis or lysis through the

complement system or by the involvement of antiplatelet antibodies'""'%.
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Dengue fever is associated with an imbalance of inflammation and risk of acquiring
the disease, and interleukin polymorphisms have been found to have an influence. Therefore,
it is reasonable to infer that such polymorphisms can be linked to clinical symptoms. We did
not find any significant results when the association of symptoms was studied only between
SG and NDG patients. An association was explored between IL-/fand clinical parameters
analyzed in the symptomatic group. There are no studies in the literature associating any of
the polymorphisms analyzed (ILIf -511C>T, ILIRN 86 bp VNTR and /L6 -174G>C) with
clinical findings of dengue patients. Our results showed that dizziness was significantly
associated with the group carrying the T allele (P=0.01). This association suggests that IL1B
may be related to hypotensive episodes and increased vascular permeability in patients
infected with dengue, triggering thrombocytopenia and other severe conditions. It is
reasonable to hypothesize that no other associations were found due to the fact that the
majority of cases had no warning signs.

In conclusion, this study showed that the polymorphic allele of /LIS -511C>T is
important in the development of dengue symptoms such as dizziness. This result reveals a

new potential marker for studies of susceptibility to dengue and host immune response.
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Apéndice A - FICHA DE COLETA DE DADOS DO PACIENTE

LILH0-

Data: / / N°Prontuario: Local coleta

| - IDENTIFICACAO:

Caodigo de Identificagao: Sexo: F[ IM[ 1]
Endereco: Tel: Distrito:

Naturalidade: Zona:[ Jurbana [ ]rural

Cor:[ ]caucasiano [ ]negro [ ]asiatico [ ]indio [ ]mulato:

Idade: Nasc: /| ABO: Profissao:

Grau de instrugao:
1I-HISTORICO FAMILIAR/PESSOAL:
Familiares com histéria de dengue classica

Familiares com histéria de dengue hemorragica

Habitos residenciais/circunvizinhos: [ ] objetos com agua parada [ ] terrenos baldios
. . [ ]casas fechadas [ ]casas abandonadas
Il —HISTORIA CLINICA DA DOENCA

Sinais e sintomas: [ ]febre[ ]cefaléia[ ]exantema| ]dor retro-orbitraria[ ] prostragdo[ ] mialgia

[ ]nauseas/vomitos [ ]artralgia[ ]diarréia[ ] outros:

Uso de medicamentos em casa quando apresentou o0s sintomas:

Manifestagdes hemorragicas: [ ] epistaxe [ ]hemataria [ ] gengivorragia [ ] sangramento gastrointestinal
[ ]metrorragia[ ]petéquias|[ ] prova de lago positiva
Caso de dengue com complicacdes: [ ] alteragdes neurolégicas [ ] disfungao cardiorrespiratéria [ ] insuficiéncia hepatica

[ ]plaquetas < 50.000 mm®[ ] hemorragia digestiva [ ] leucometria < 1000
[ ]derrames cavitarios[ ] nao se enquadra nos critérios de FHD

Casos de FHD/SCD especificar:[ ]Graul[ ]Graull[ ]Graulll[ ]GraulV

Ocorreu internacdo:[ ]sim[ ]ndo Data dainternagao: / /

IV - DADOS LABORATORIAIS RELATIVOS AO PACIENTE

HEMOGRAMA 1° exame 2° exame 3° exame Ultimo exame

Hemacias milhdes/mm?

Hemoglobina: g/dL

Hematécrito: %
Neutrofilos:_ /
Eosindfilos:_ /
Linfécitos:_ /
Monécitos:~ /
Baséfilos: /

Dosagem de albumina:

Transaminases (AST/ALT):

3

N¢ de plaquetas: mm

Diagnostico final: [ ] dengue classica [ ] dengue-complicagdes [ ] febre HD [ ] sindrome do choque de dengue — SCD
Critério de confirmacdo/descarte: [ ] Laboratério [ ] clinico-epidemiolégico

Evolucdo do caso: [ ] Cura[ ] ébito por dengue [ ] ébito por outras causas [ ]ignorado -Data do 6bito: / /

Médico responsavel pelo atendimento/acompanhamento

Pesquisador Responsavel pela Coleta:




Anexo A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sdo José de

Doengas Infecciosas

| GOVERNO DO ESTADO DO CEARA
. SECRETARIA DA SAUDE

Fortaleza, 20 de setembro de 2011

COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEP-HSJ)

PROTOCOLO: 010/2011 C.A.A.E: 0013.0.042.000-11
TiTULO DO PROJETO: ‘Andlise investigativa de genes polimorficos ligados a
sciso;?bilidaéa da infeccdo da dengue cléssica & hemorrégica em pacientes do estado do
a 3
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Dra. Silvia Helena Barem Rabenhorst
! . INSTITUICOES ENVOLVIDAS: Hospital S&o José de Doengas Infecciosas — HSJ
Universidade Federal do Ceara-UFC

é PARECER CONSUBSTANCIADO

Analisamos o projeto em quest&o na reunido ordindria de 19 de setembro de 2011 e
entendemos que as pendéncias elencadas pelo parecer CEP/HSJ. datado em 27 de agosio
do corrente ano foram todas resolvidas. Trata-se de um estudo prospective-a ser fealizado
no Hospital S0 José de Doengas Infecciosas, € no Hospital Santo Indcio em Juazeiro do
Norte-HSN, referéncia na regido metropolitana do Cariri, utilizado-se de dados clinicos
epidemiclégicos e laboratoriais. A triagem dos pacientes serd realizada pelos médicos
infectologistas envolvidos no projeto em estudo com pacientes, que chegarem zos citados
hospitais.

Os Pesguisadores assumem compromisso formal quanio ao cumprimento da resolugéo
196/96 e tem uma revisdo de literatura adequada ao assunto.

CONCLUSAO: APROVADO.

Lembramos a necessidade de envio de relatério anual do andamento do projeto e de
14 relatério final quando de sua conclusdo, além de gque qualquer mudanga na propesta de
estudo, devera passar por uma prévia avaliagio deste comité. Outrossim, comunicamos
que, mensalmente, o CEP-HSJ esta monitorando pesquisas em execugao no Hospital Séo
José de Doengas Infecciosas escolhidas aleatoriamente.

Dra. Wes Feijdo
Vice Coordenadora do CEP-HSJ

Rua Nestor Barbosa, 315 - Parqueldndia Fortateza / Ceard
CEP 60.455-610 PABX {85) 3101.2363/2352 FAX (85) 3101.2319
e-maif: hsj@hsj.ce.gov.br
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