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RESUMO
DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL

Victor Edgar Fiestas Sol6rzano

A dengue se tornou a arbovirose mais difundida no mundo, atingindo mais de 100
paises. O sorotipo DENV-4 foi reintroduzido no Brasil em 2010, se espalhou para as
diferentes regides brasileiras sendo responsavel por uma das maiores epidemias de
dengue relatadas no pais em 2013. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil
clinico-laboratorial, citocinas/quimiocinas inflamatorias e mediadores da coagulacéo
em pacientes infectados pelo DENV durante esta epidemia. Para isto, foram
avaliados 265 casos confirmados de dengue atendidos nos centros de saude dos
estados do RJ e MS no ano de 2013. Os pacientes foram classificados de acordo
com a nova classificacdo da OMS, 2009 nos grupos: 158 (70,2%) dengue sem sinais
de alarme (DSSA), 65 (28,9%) dengue com sinais de alarme (DCSA) e 2 (0,9%)
dengue grave. Os sinais de alarme mais frequentes foram dor abdominal persistente
(61,5%) e sangramento de mucosas (32,3%). O DENV-4 foi o sorotipo de maior
incidéncia e 85,2% dos pacientes apresentaram infeccdo secundaria. Pacientes
DCSA/DG apresentaram baixa contagem de leucdcitos totais, de plaquetas e altos
niveis séricos de AST/TGO e ALT/TGP quando comparados aos pacientes DSSA e
aqueles ODF (outras doencas febris). A quantificacdo dos mediadores inflamatdrios
por ensaios imunoenzimaticos indicou: (i) niveis aumentados de citocinas (TNF-a, IL-
6 e IL-10) e quimiocinas (IL-8/CXCL8, IP-10/CXCL10 e MCP-1/CCL2) nos pacientes
DSSA e DCSA/DG quando comparados com o grupo controle; (i) niveis
aumentados de IL-10 e IL-6 nos pacientes DCSA/DG enquanto que IL-8/CXCLS8 foi
maior nos pacientes DSSA; Em relacdo aos parametros de coagulacao: (i) Os
pacientes DSSA e DCSA/DG apresentaram menores niveis do fator tecidual (TF) e
maiores niveis do inibidor fisiolégico da via do TF (TFPI) quando comparados com o
grupo controle; (iv) Baixos niveis de fibrinogénio foram encontrados nos pacientes
DCSA/DG e niveis elevados de trombomodulina foram encontrados nos pacientes
entre 4-7 dias de doenca. As andlises de correlacdo demonstraram correlacao
inversa entre os niveis circulantes de IP-10/CXCL10 e IL-10 com a contagem de
plaquetas e leucdcitos totais e correlacdo positiva com niveis séricos de AST/TGO.
Além disso, IL-10 foi associada diretamente com relacdo albumina/globulina. As
analises de correlacdo demonstraram que os nhiveis de TF estavam diretamente
correlacionados com os niveis do TFPI, que por sua vez foi associado inversamente
com a contagem de plaguetas. Estes resultados sugerem mecanismos de regulagéo
da cascata da coagulacdo durante a infec¢cdo pelo DENV. Apesar dos altos niveis
circulantes de IL-10 encontrados nos pacientes DCSA/DG, a analise da curva sob a
area ROC ndo encontrou bom valor preditivo na discriminagcdo entre DSSA e
DCSA/DG e, portanto a IL-10 ndo se mostrou adequada para 0 uso como um
biomarcador nesta populacgéo.
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ABSTRACT
MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL

Victor Edgar Fiestas Sol6rzano

Dengue has become the most widespread arbovirus in the world, reaching more than
100 countries. The DENV-4 serotype was reintroduced in Brazil in 2010, and spread
to the different Brazilian regions being responsible for one of the largest epidemics of
dengue reported in the country in 2013. The objective of this study was to evaluate
the clinical and laboratory profile, and inflammatory cytokines/chemokines and
coagulation mediators in patients infected with DENV during this epidemic. For this,
were evaluated 265 confirmed cases of dengue attended at health centers in the
states of RJ and MS in the year 2013. Patients were classified according to the new
WHO classification, 2009 in groups: 158 (70.2%) dengue without warning signs
(DwoWS), 65 (28.9%) dengue with warning signs (DWWS) and 2 (0.9%) severe
dengue (SD). The most frequent warning signals were persistent abdominal pain
(61.5%) and mucosal bleeding (32.3%). The DENV-4 was the most prevalent
serotype and 85,2% of dengue patients showed secondary infection. DWWS/SD
patients showed lower white blood cell and platelet counts, and higher AST and ALT
serum levels compared to DwoWS and other febrile illnesses patients. Quantification
of inflammatory mediators by immunoassays indicated: (i) increased levels of
cytokines (TNF-q, IL-6 and IL-10) and chemokines (IL-8/CXCL8, IP-10/CXCL10 and
MCP-1/CCL2) in DWoWS and DWWS patients compared with healthy individuals; (ii)
increased levels of IL-10 and IL-6 in DWWS/SD patients while IL-8/CXCL8 was
increased in DSSA patients; In respect to coagulation parameters: (iii) DwoWS and
DWWS/SD patients showed lower levels of sSTF and higher of TFPI compared with
the control group; (iv) Lower levels of fibrinogen were found in DWWS/SD patients
and higher levels of thrombomodulin in patients between 4-7 days of illness;
Correlation analysis showed an inverse correlation between circulating levels of IP-
10/CXCL10 and IL-10 with the total amount of platelets and leukocytes and positive
correlation with serum levels of AST. Furthermore, IL-10 was directly associated with
albumin/globulin ratio. Correlation analysis showed that TF levels were directly
correlated with TFPI levels, which in turn was inversely related with platelets counts.
These results suggest mechanisms involving regulation of the coagulation cascade
during DENV infection. Despite higher circulating levels of IL-10 found in DWW S/SD
patients, analysis of the area under the ROC curve, did not showed a good predictive
value in discriminating those who were likely to develop DWWS/SD and therefore IL-
10 was not suitable for use as a biomarker in this population.
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1 INTRODUCAO

A dengue é uma doenca aguda causada pelo virus Dengue (DENV)
pertencente a familia Flaviviridae e género Flavivirus com quatro sorotipos
antigénicamente distintos chamados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (1).
Noticias recentes relataram a suspeita da existéncia de um quinto sorotipo viral,
entretanto, registros cientificos ainda ndo estao disponibilizados a respeito deste
novo achado (2). E a arbovirose (“arthropod-borne virus”, doenca transmitida por
artropodes) mais difundida no mundo, atingindo mais de 100 paises das areas
tropicais e subtropicais (Figura 1.1).

A incidéncia da dengue aumentou dramaticamente nas ultimas décadas (3) e,
atualmente, quase 3 bilhdes de pessoas (mais de 40% da populagdo mundial) estao
em risco de adquirir a doenga, ocorrendo anualmente entre 50-100 milhdes de
infeccbes no mundo. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a
cada ano 500.000 pessoas com dengue grave necessitam de hospitalizacao, e cerca
de 2,5% dos casos evoluem para o 0bito (4). O custo anual da dengue nas Américas
estd estimado em aproximadamente dois bilhdes de dollares e cerca de 60%

correspondem aos custos indiretos, principalmente perda de produtividade (5).
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Figura 1.1 Distribuicdo de paises e/ou areas de risco de transmissédo da dengue
no mundo, 2013 [OMS, 2014 (6)]



1.1 Histérico e Epidemiologia

Os primeiros relatos sugerindo a doenca foram documentados na
enciclopédia chinesa publicada durante a dinastia Chin (265 a 420 D.C.), e foi
chamada pelos chineses de “veneno da agua”, porque entenderam que a doenca
tinha alguma relacdo com insetos voadores e agua (revisto por Gubler, 1998) (7).

A origem da palavra dengue ndo é clara, sendo atribuida aos diferentes
nomes recebidos nas regifes geograficas afetadas pela doenca. Provavelmente, o
termo dengue originou-se da frase suaili "ki-dinga pepo”, que significava "subito
tremor ou caibras causado por um espirito maligno”, fazendo referéncia ao estado
de moleza e prostracdo dos pacientes durante uma epidemia de doenca febril
(provavel Chikungunya) que afetou a Africa Oriental nos anos 1823 e 1827. Outros
termos também foram usados para descrever alguma doenca febril semelhante, tais
como: “Coup de Barre” nas indias Francesas do Oeste (1635), “Fiebre quebranta
huesos” em Porto Rico (1771), “Mal de Genoux” no Egito (1780), “Knokkelkoorts” em
Jacarta (1779), “La Piadosa” na Espanha (1784-86), “Dandy fever’ em Sao Tomas -
indias Ocidentais (1827), “Febre Polca” no Brasil (1845-49) (8). Além disso, existe
evidéncia que a palavra espanhola “dengue” que significava “melindre” ja era
utilizada na Espanha desde 1801 para descrever uma doenca semelhante.
Posteriormente, com o comércio de escravos africanos, a doenca se espalhou para
o Caribe junto com seu nome suaili. Assim, em Cuba a frase suaili foi popularmente
identificada com a palavra espanhola. Finalmente, apos o surto de 1828 em Cuba, o
termo dengue entrou em uso geral na literatura médica, continuando até hoje (9, 10).

Provavelmente, a infeccdo teve sua origem na Asia, onde foi demonstrada a
circulacdo dos quatro sorotipos do DENV nos ciclos silvestres de forma endémica,
com baixa patogenicidade. O Aedes albopictus era o principal vetor que transmitia o
virus para primatas ndo humanos e, ocasionalmente, para humanos (11). No
entanto, o Aedes aegypti de origem africana se adaptou ao homem, utilizando seus
reservatorios de agua junto as moradias para postura e, consequentemente, passou
a utiliza-lo como principal fonte de repasto sanguineo. Assim, o Aedes aegypti
acompanhou as grandes migracdes para Asia e 0 comércio de escravos favoreceu a
chegada deste vetor as Américas (12).

Definitivamente, a presenca de um vetor em grande quantidade e proximo ao
homem permitiu a rapida circulagdo dos DENV na Asia, e a partir do século XVIII

comecaram a surgir surtos epidémicos esporadicos. Durante a Segunda Guerra
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Mundial (1939-1945), o deslocamento de refugiados, destruicdo de cidades e
mudanca de ecossistemas com a criacdo de criadouros artificiais, como pneus e
materiais de guerra abandonados, e a urbanizacdo desordenada no pds-guerra
criaram condicfOes favoraveis para a infestacdo do vetor. Nesse periodo, muitos
paises na Asia tornaram-se hiperendémicos para dengue com a circulagdo dos
quatro sorotipos e uma nova forma clinica da dengue foi descrita, a Febre
Hemorrégica por Dengue / Sindrome de Choque por Dengue (FHD/SCD) que atingiu
principalmente as criangas com taxas elevadas de letalidade. A primeira epidemia de
FHD na Asia ocorreu em Manila, Filipinas (1953-1954). Posteriormente, outros
paises também reportaram epidemias de FHD, como Tailandia (1958), Cingapura,
Malésia e Vietnd (1960s), Indonésia e Myanmar (3, 13).

Apenas nove paises tinham experimentado epidemias de FHD até 1970.
Posteriormente, a incidéncia da doenca aumentou dramaticamente, tornando-se
endémica em mais de 100 paises (4).

Em 2010, mais de 2,3 milhGes de casos foram registrados nas Americas,
Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental. Além disso, existe evidéncia de disseminacéo
da dengue para novas areas. Em 2010, foi relatada pela primeira vez transmissao
local na Franca e na Croacia. Em 2012, um surto de dengue nas ilhas Madeira, em
Portugal, resultou em mais de 2000 casos e foram detectados casos importados em
outros 10 paises europeus. Em 2013, foram reportados casos no estado da Flérida

(Estados Unidos da América - EUA) e na provincia de Yunnan (China) (4).

1.1.1 Dengue nas Ameéricas

Nas Américas, epidemias de dengue ou doencas muito semelhantes foram
descritas desde o século XVII, principalmente nas regifes costeiras, onde a
introducéo do vetor estava associada ao transporte maritimo. Assim, o0 primeiro surto
foi descrito na Filadélfia, EUA, por Benjamin Rush em 1780. Nos séculos XIX e XX,
sucessivos surtos e epidemias foram relatados, especialmente no Caribe e nos EUA
(20).

Em 1901, William Gorgas iniciou uma campanha de eliminacdo do Aedes
aegypti em Cuba para o controle da febre amarela, esta iniciativa foi seguida por um
programa semelhante da Fundacdo Rockefeller no Brasil (1923-1940) conseguindo
eliminar o vetor em vastas areas do pais. Resultados semelhantes foram também
obtidos em outros paises como Bolivia, Coldmbia, Equador, Paraguai e Peru (14,

15). Em 1947 foi aprovado o Programa Continental de Erradicacao do Aedes aegypti
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para controle da febre amarela urbana pela Organizacdo Pan-Americana da Saude
(OPAS), que teve sucesso demonstrado em 1962, quando 18 paises do continente e
uma série de ilhas do Caribe tinham alcancado a erradicacdo do vetor. Contudo, a
deterioracdo do programa no final da década de 60 levou a reintroducéo do vetor a
partir das areas onde ndo havia sido eliminado, resultando em surtos subsequentes
causados pelos diferentes sorotipos do DENV nos paises do continente americano
(10).

No inicio da década de 1980, o numero de casos notificados aumentou
consideravelmente, e esta tendéncia manteve-se durante as décadas seguintes
(Figura 1.2). Em 1977, o DENV-1 foi relatado pela primeira vez nas Ameéricas,
causando uma epidemia na Jamaica que se espalhou para o resto do Caribe,
México, América Central e norte da Ameérica do Sul (16). Em 1981, ocorreu em Cuba
a primeira epidemia de FHD nas Américas causada pela entrada do DENV-2, quatro
anos depois da epidemia pelo DENV-1. Foram reportados 344.203 casos, incluindo
10.312 casos de FHD e 158 mortes (101 criangas) e foi considerada uma das piores
epidemias nesse periodo em Cuba (17). Além disso, em 1981 o DENV-4 foi
introduzido no Caribe (18) e, posteriormente, se espalhou na regido das Américas e
esteve associado com doenca branda e casos esporadicos de FHD (19-23).

Apesar do numero crescente de casos na regido durante a década de 1980, a
incidéncia de FHD permaneceu baixa até 1989, quando uma segunda grande
epidemia de FHD, associada principalmente ao DENV-2, foi relatada na Venezuela
(1989-1990) com mais de 6.000 casos e 73 mortes (16). Por ultimo, o DENV-3 foi
reintroduzido nas Américas em 1994, causando uma epidemia na Nicaragua com
20.469 casos, incluindo 1.247 casos de FHD (24).

No periodo de 2000 a 2013 foi relatado um aumento sem precedentes no
namero de casos de dengue nas Américas com a circulacdo dos quatro sorotipos.
Em 2013, ocorreu a maior epidemia da histéria do continente, com mais de 2,3
milhdes de casos, 37.705 casos graves e 1.289 mortes. Porém, apesar do aumento
da incidéncia de dengue, a taxa de mortalidade caiu de 0,07% para 0,05% nos
tltimos trés anos (25). Em 2014, até a semana epidemioldgica (SE) numero 14, a
regido das Américas relatou um total de 275.787 casos, 2.494 casos graves e 63
mortes no continente. Em seis paises (Brasil, Guatemala, México, Nicaragua, Peru e

Venezuela) foi confirmada a circulacdo simultdnea dos quatro sorotipos (26).
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Figura 1.2 Evolucéao do numero de casos de dengue nas Américas, 1980-2010
[Adaptado de Brathwaite, 2012 (10)]

1.1.2 Dengue no Brasil

A primeira referéncia sobre provavel surto de dengue no Brasil data de 1846,
no Rio de Janeiro, e foi conhecida como “febre polca”. Posteriormente, outros surtos
foram relatados em Curitiba (1896), Sdo Paulo (1916), Rio Grande do Sul (1917),
Niter6i, no Rio de Janeiro (1923) (27). A primeira epidemia confirmada
laboratorialmente ocorreu em Boa Vista, Roraima (1981-1982), com o isolamento do
DENV-1 e DENV-4 na regido (28).

A reinfestac&o do vetor em 1976 resultou em uma rapida dispersdo do DENV
pelo pais e, consequentemente, na ocorréncia de epidemias. Em 1986, identificou-
se a introducdo do DENV-1 no estado do RJ, o qual espalhou-se para outros
estados brasileiros (29). Em 1990, a situacéo foi agravada pela introducdo do DENV-
2 no RJ, com o aparecimento dos primeiros casos de FHD associados a infeccao
secundaria. Com a dispersdo do vetor e a disseminacdo do DENV-1 e DENV-2,
varias epidemias foram registradas durante a década de 1990, inicialmente nos
grandes centros urbanos das regides Sudeste e Nordeste e alcancando depois as
regides Centro-Oeste e Norte. Em 1998 foi observada a maior incidéncia daquela
década, com mais de 500.000 casos notificados (figura 1.2) (10, 30, 31). No final do
ano 2000, ocorreu a introducdo do DENV-3, mais uma vez pelo estado do RJ, e este
novo sorotipo disseminou-se rapidamente ocasionando grandes epidemias
simultaneas nas regides Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste. Em 2002 foram
notificados 780.644 casos, correspondendo a maior taxa de incidéncia ao estado do
RJ (32, 33).



Nos anos 2007-2008, a emergéncia do DENV-2 (gendtipo Asiatico/
Americano) esteve relacionada com casos de FHD (34, 35). Em 2007, foram
registrados um total de 496.923 casos, incluindo 1896 casos graves e 148 obitos. No
ano seguinte, 632.680 casos foram registrados, incluindo 4.455 casos graves e 259
Obitos (36).

Em 2010, havendo circulacdo do DENV-2 e reemergéncia do DENV-1 (35,
37), foram registrados um total de 1.011.548 casos, 3.700 casos graves e 300 6bitos
(36). Neste mesmo ano ainda foi marcado pela reemergéncia do DENV-4 no estado
de Roraima (38). Estudos filogenéticos evidenciaram no Brasil, a co-circulagdo dos
gendtipos | e Il do DENV-4 (39).

Em 2013, houve um predominio da circulagdo do DENV-4 e ocorreu a maior
epidemia registrada no Brasil com aproximadamente 2 milhdes de casos notificados
(40). A regido Sudeste teve 0 maior numero de casos (926.595 casos; 63,0%),
seguida pela regido Centro-Oeste (270.797 casos; 18,4%), regido Nordeste (152.466
casos; 10,4%), regido Sul (69.456 casos; 4,7%) e regiao Norte (51.173 casos; 3,5%).
Foram também registrados 213 oObitos (36). Neste ano (2014), o Brasil comecou a
adotar a nova classificacdo de casos de dengue da OMS. Até a SE 27 foram
registrados 659.051 casos de dengue no pais, incluindo 5.413 casos com sinais de

alarme, 387 casos de dengue grave e 249 obitos (41).

1.2 O Virus Dengue: Caracteristicas estruturais e ciclo replicativo

1.2.1 O Virus Dengue

O DENV pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus. Este género
abrange mais de 70 virus, dentre estes 56 incluem o grupo arbovirus (“arthropod-
borne virus”), cuja transmissao é feita por carrapatos ou mosquitos. Em geral, 0s
flavivirus sdo mantidos na natureza em reservatérios animais (zoonoses). No
entanto, o DENV tém se adaptado completamente aos seres humanos e séao
mantidos em grandes areas urbanas nas regifes tropicais e subtropicais, em ciclos
de transmissdo homem-mosquito-homem, mas 0s reservatorios animais ainda séo
mantidos na selva da Africa e sudeste da Asia em ciclos de transmissdo mosquito-

macaco-mosquito (42).



1.2.2 Estrutura do virus

O DENV tem forma esférica com um diametro entre 50-60 nandmetros (nm), o
seu genoma € composto de uma fita de ARN (&cido ribonucleico) simples com
polaridade positiva (sSSRNA+). O ARN esta protegido por um nucleocapsideo de
simetria icosaédrica, composto por uma Unica poliproteina, a proteina C (capsideo),
circundado por uma bicamada lipidica associada a proteina E (envelope) e a
proteina M (membrana) que também pode ser encontrada em sua forma nédo
processada prM (pré-membrana). O genoma tem um comprimento aproximado de
11 Kb (11.000 nucleotideos) com uma unica sequéncia de leitura aberta (“open
reading frame — ORF”) codificando uma poliproteina que é posteriormente clivada
em trés proteinas estruturais (C, prM, M e E) e sete nado-estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (Figura 1.3) (43).

DENV imaturo
Proteina PrM-E
Bicamada lipidica

Nucleocapside icosaédrico

o0.nm ssRNA +

Estrutural N3ao estrutural

5 rprm_)( 1 | 2a|s] 3 aadhuesnd ss“)‘ ¥

DENV maturo

Proteina Envelope
Bicamada lipidica
Nucleocapside icosaédrico

sSRNA +

Figura 1.3 Caracteristicas estruturais e genémicas do DENV

O ARN gendmico codifica 10 proteinas virais: trés proteinas estruturais (C, prM e E)
e sete proteinas ndo estruturais (NS1, NS2a, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Os
virions imaturos apresentam a proteina prM-E em formas de espiculas. Os virions
maduros apresentam os dimeros de proteina M-E na forma lisa. C: capsideo; E:
envelope; prM: pré-membrana; ssRNA+: ARN fita simples com polaridade positiva
[Adaptado de Herrero, 2013 (44)].



As proteinas estruturais E e prM s&o os principais alvos da resposta de
anticorpos na infeccao pelo DENV (45).

A proteina E € responséavel pela adsorcdo e penetracdo do virus na célula
alvo, esta proteina estd composta por trés dominios, DI, DIl e DIll. O dominio DI
contém a regido central, o dominio DIl € o local de dimerizacdo da proteina E que
esta envolvido na fusdo da membrana mediada pelo virus e, por fim, o dominio DIl
contém uma regido de interacdo com receptores presentes na superficie das células
hospedeiras e apresenta epitopos que se ligam aos anticorpos neutralizantes.
Enquanto os anticorpos dirigidos contra os dominios DI e DIl da proteina E
apresentam reacgdo-cruzada entre os diferentes sorotipos do DENV e outros
flavivirus, os anticorpos dirigidos contra o dominio DIll sdo em geral do tipo
neutralizante e sorotipo especifico (46).

As proteinas nao-estruturais estdo envolvidas na traducdo, transcricdo e
replicacédo viral (47). Dentre as proteinas nao-estruturais (NS), a proteina NS1 (46
kDa) pode ser encontrada em trés formas: intracelular, membranar e na forma
soluvel. Uma vez que circula em niveis elevados no sangue, a NS1 é um importante
alvo no diagnéstico da dengue. Lin e colaboradores demonstraram que 0sS
anticorpos contra proteina NS1 apresentam reacdo-cruzada contra as células
endoteliais induzindo ativacao de células inflamatérias e, consequentemente, leséo
das células endoteliais (48). Além disso, altos niveis circulantes de NS1 foram
associados com doenca grave (49).

As proteinas NS2A, NS4A e NS4B foram identificadas como potenciais
antagonistas da via de sinalizacéo dos interferons (50). A proteina NS3 é encontrada
no citoplasma, agindo como helicase de ARN, e sua por¢cao N-terminal atua como
protease para algumas proteinas virais durante a traducédo, tendo como cofator a
NS2B (47). Finalmente a proteina NS5 (103 kDa) € uma proteina multifuncional
exibindo atividade de polimerase dependente de RNA (51). Estudo demonstrou que
a proteina NS5 foi capaz de induzir a expressao e secrecdo da interleucina-8
(IL-8/CXCL8) (52). Da mesma forma que as proteinas NS2A, NS4A e NS4B, a

proteina NS5 foi identificada como um potente antagonista dos IFN tipo | (53).

1.2.3 Replicacéao viral e Células Alvo

O principal vetor do DENV é o Aedes aegypti, uma espécie antropofilica e
endofilica. A transmissdo do DENV se faz pela picada dos mosquitos Aedes aegypti,

no ciclo homem-vetor-homem. Apos a infecdo da fémea do vetor durante o repasto
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sanguineo, o virus se multiplica no intestino do inseto e, em seguida, migra para as
glandulas salivares. Quando um mosquito infectado se alimenta numa pessoa
saudavel, o virus é inoculado pela via subcutanea (54). Assim, durante a infeccao
natural, o DENV é inoculado pelo vetor no espaco subcutaneo ou no espaco
intradérmico. A replicagdo viral ocorre no local, nas células reticulo-endoteliais ou
nas células de Langerhans, que se encarregam de levar o virus até os linfonodos
regionais, favorecendo sua disseminacdo, preferencialmente, nas células
mononucleares do sangue periférico (55). O DENV ja foi encontrado em hepatdcitos,
pneumdcitos tipo |l, fibras cardiacas, células dendriticas, células endoteliais
teciduais e plaguetas (56-59).

O ciclo de replicacao inicia-se com a adsorcdo do virus nas principais células
alvo (mondcitos, macrofagos e células dendriticas), através de receptores celulares
expressos na membrana plasmatica. Varias moléculas vém sendo propostas como
receptores do virus. Dentre estas, glicosaminoglinas, sulfato de heparan e o receptor
de manose (60). Alguns estudos sugerem fortemente o DC-SIGN (“Dendritic cell-
specific intercellular adhesion molecule-3 grabbing non-integrin®” — CD209) como
indispensavel para a infeccdo do DENV nos humanos. Neste contexto, a infeccdo do
DENV nas células dendriticas é mediada através do DC-SIGN expresso nestas
células (61-63).

O DENV entra na célula hospedeira via endocitose mediada por receptor.
Apos a ligacao do virus ao receptor na superficie celular, o virus é entdo endocitado
num processo mediado por clatrinas (64). Uma vez dentro da célula, a acidificacéo
da vesicula endocitica leva ao rearranjo da glicoproteina E, fusdo do envelope viral
com a membrana endossomal e liberacdo do ssRNA viral no citoplasma (65). Em
seguida, o ssRNA viral é traduzido na membrana do reticulo endoplasmatico rugoso
(RER), produzindo inicialmente uma poliproteina que é subsequentemente clivada
em proteinas individuais (estruturais e ndo estruturais), enquanto o ssRNA viral é
replicado mediante um complexo de replicacdo viral. Posteriormente, ocorre a
montagem do virus imaturo com a participacdo da proteina E, PrM, C e 0 RNA
recém-sintetizado, através de um mecanismo denominado brotamento ("budding”)
(66). Finalmente, a protedlise da membrana precursora viral (prM) ocorre na rede
trans-Golgi, mediada pela enzima furina do hospedeiro, ativando o rearranjo da
homodimerizacéo da proteina E e formac&o de novas particulas virais maduras que

sao liberadas da célula do hospedeiro (67). (Figura 1.4)
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Figura 1.4 Ciclo de replicacdo do DENV

1) O virus entra nas células do hospedeiro via endocitose mediada por receptor;

2) Acidificacao da vesicula endocitica e rearranjo da proteina prM/M e proteina E;

3) Liberacédo do RNA viral no citoplasma e migracéo ao reticulo endoplasmatico
rugoso; 4) Traducao, replicacdo e montagem do virus; 5) Transporte ao Complexo
de Golgi; 6) Clivagem da proteina PrM e maturacao do virus; 7) Liberacdo dos novos
virions [Adaptado de Green, 2014 (67)]

1.3 Manifestacdes clinicas

1.3.1 Fases clinicas

Depois do periodo de incubacao de 3-10 dias apds a picada do mosquito, a
doenca comeca abruptamente e pode apresentar trés fases (68):

Fase febril: Caraterizada por febre alta de inicio subito com duracdo de 2 a 7
dias, acompanhada de eritema, mal estar geral, mialgia, artralgia, dor retroorbitaria e
cefaleia (69). Nesta fase, anorexia, nauseas e vomitos sdo comuns, sendo dificil
distinguir dengue de outras doencas febris agudas, mas uma prova do lago positiva

pode reforcar a suspeita de dengue (70-72). Podem também ser observadas
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manifestacbes hemorragicas brandas tais como petéquias e equimoses na pele.
Leucopenia acentuada pode também sugerir o diagnéstico (73).

Fase critica: Caracterizada pelas manifestacfes clinico-laboratoriais de
disfuncdo endotelial promovida pela infeccdo viral, com o aumento da
permeabilidade capilar e extravasamento de plasma para o espaco extravascular.
Esta fase pode durar 24-48 horas, sendo marcada pela queda abrupta da
temperatura (defervescéncia), alteraces circulatérias e perfusionais (hipotenséo e
choque, de inicio hipovolémico), derrames serosos (pleural e ascite) e disfuncdes
organicas, tais como: insuficiéncia hepética, encefalite, miocardite e disturbios de
coagulacado. Leucopenia progressiva com linfocitose e queda abrupta da contagem
plaquetaria precedem o extravasamento plasmatico, e a elevacdo progressiva do
hematocrito refletird a magnitude da perda de volume para o terceiro-espago (70).
Derrame pleural e ascite podem ser detectaveis clinicamente ou por exames
complementares (radiografia de térax e ultrassonografia abdominal) na dependéncia
do grau de extravasamento plasméatico e do volume da reposi¢ao volémica (74, 75).
Dosagem de albumina sérica também pode ser (til na deteccdo de aumento da
permeabilidade vascular (76).

Fase de recuperacao: Apos 24-48 horas da fase critica, comeca a ocorrer
reabsorcdo do fluido extravascular, estabilizacdo do hematdcrito e recuperacao
progressiva das plaquetas nas 48-72 horas subsequentes. Pode aparecer um
exantema do tipo “ilhas brancas em um mar vermelho”. Em geral, ha melhora do
malestar, mas podem acontecer disturbios respiratorios, edema pulmonar ou
insuficiéncia cardiaca congestiva caso tenham sido administrados fluidos

intravenosos em excesso durante a fase critica (68).

1.3.2 Classificacao clinica, OMS 1997

A infeccdo pelo DENV causa uma doenca de espectro clinico amplo, incluindo
desde formas assintomaticas ou oligossintomaticas até quadros com hemorragia e
choque, podendo evoluir para o ébito.

Devido ao grande espectro da apresentacdo clinica da dengue, em 1997, a
OMS classificou as infec¢cbes sintomaticas em trés categorias: Febre indiferenciada,
Dengue classica (DC), Febre Hemorragica por Dengue (FHD) e Sindrome do
Choque de Dengue (SCD) (Figura 1.5) (77).
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Dengue classica (DC): pacientes com doenca febril aguda com duracéo de
até 7 dias, acompanhada de cefaléia, prostracdo, dor retrorbitaria, artralgia,
exantema e mialgia. Incluia também manifesta¢cdes hemorragicas (77).

Febre hemorragica por dengue (FHD): requeria os seguintes 4 critérios:
1) febre ou historia de febre nos Ultimos sete dias; 2) manifestagcbes hemorragicas
(evidenciado por prova do lago positiva, petéquias, equimoses ou purpura,
sangramento de mucosa do trato gastrintestinal ou outros 6rgaos);
3) trombocitopenia (plaquetas < 100.000/mm?); e 4) evidéncia de extravasamento de
plasma (evidenciado por um aumento do valor do hematdcrito = 20% sobre o basal
na admissao, queda do valor do hematdcrito = 20% apdés o tratamento adequado,
presenca de derrame pleural, ascite ou hipoproteinemia). Por udltimo, a FHD foi
classificada em quatro graus (I-1V), correspondendo os graus Ill e IV as formas mais

graves com evolucédo para o choque (SCD) (77).

Infecgao por * Prova do lago +
Dengue Graul )

¢ Hemorragias espontaneas leves,
Graull epistaxe, gengivorragia e outros

¢ Insuficiéncia circulatéria
Grau lll

¢ Choque
Grau IV

Febre
Hemorragica por
dengue (FHD)

Febre
indiferenciada

Dengue Cléassico

Sem Com
manifestagoes manifestagoes
hemorragicas hemorragicas

Sem choque CoTs%rg)que

Figura 1.5 Classificacdo clinica da Dengue [OMS 1997 (77)]

Esta classificacdo foi baseada principalmente na experiéncia clinica na
Tailandia, e sua adocdo generalizada juntamente com a implementacdo de guias
para o0 manejo do paciente, contribuiu para a queda da sua taxa de letalidade. No
entanto, apds a expansao global da dengue, varios investigadores relataram uma
grande preocupacéo em relacdo a exigéncia dos quatro critérios para sustentar um
diagnéstico de FHD e, como resultado, os termos "dengue classica com
manifestagcbes hemorragicas" e "dengue classico com sinais de choque" foram
introduzidas (78-81).
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1.3.3 Classificacéo clinica, OMS 2009

Baseado nos resultados do estudo multicéntrico DENCO (Dengue control)
realizado em pacientes de todas as faixas etérias do Sudeste Asiatico e da América
Latina (82), a OMS propos em 2009 uma nova classificagdo baseada na avaliagao
clinica e exames laboratoriais amplamente disponiveis, que inclui trés categorias
(Figura 1.6) (68):

Dengue sem sinais de alarme: presenca de sintomas que correspondem a
fase febril aguda, caracterizada por mialgias, cefaleia, artralgia, exantemas em
variados graus de intensidade.

Dengue com sinais de alarme: definida pelo inicio da fase critica e inclui
qualquer um dos seguintes sinais: dor abdominal intensa e continua, vOmitos
persistentes, sinal de acumulo de liquido (derrame pleural, ascite, derrame
pericardico), sangramento de mucosa, letargia ou irritabilidade, hepatomegalia,
aumento do hematocrito acompanhado de diminuicdo das plaquetas. O manejo
adequado dos pacientes vai depender do reconhecimento precoce destes sinais.

Dengue grave: definida pela fase critica na sua maior intensidade e pode
incluir grave extravasamento de plasma que leva ao choque ou insuficiéncia
respiratéria, sangramento grave ou evolucdo para disfuncdo organica (figado,

sistema nervoso central, coracao e outros).

DENGUE # sinais de alarme DENGUE GRAVE

\ " 1. Extravasamento plasmatico grave
2. Hemorragia grave

Sem sinais

de alarme 3. Envolvimento orgénico grave

Suspeito de Dengue Sinais de alarme* 1. Extravasamento plasmatico grave

* Febre e Dor abdominal levando ao:

* Anorexia e nduseas ¢ Vomito persistente e Choque

* Exantema ¢ Sinal de acimulo de fluido ¢ Acumulo de fluido com desconforto

* Dor continua ¢ Sangramento de mucosa respiratdrio

* Mialgia e artralgia e Letargia / irritabilidade 2. Hemorragia grave

* Prova do laco ¢ Hepatomegalia >2cm * Avaliada pelo médico

* Leucopenia ¢ Laboratério: Aumento do 3. Envolvimento grave dos érgdos

* Histdria de dengue na hematdcrito e rapida queda * Figado: AST ou ALT 2 1000 Ul/ml
vizinhanga ou de na contagem das plaquetas * SNC: Alterag¢do da consciéncia
viagem em area * Coragdo e outro 6rgaos

endémica de dengue

* Requer observagdo rigorosa e intervengdo médica

Figura 1.6 Classificagdo clinica da Dengue [OMS 2009 (68)]
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Esta nova classificagdo tem demonstrado vantagens em relacdo a
classificacao anterior no manejo dos pacientes e na vigilancia da doenca (83-88).

Finalmente, é necessario ter em conta que o diagnostico diferencial € amplo e
varia conforme evolugdo da doenca, podendo incluir outras arboviroses, influenza,
enterovirus ou doencgas exantematicas (sarampo, rubéola, etc.). Doencas como
febre tifoide, malaria, leptospirose, hepatite viral, rickettsiose e sepse bacteriana
também devem ser consideradas dependendo do quadro clinico e das informacdes

epidemioldgicas locais (1).

1.4 Aspectos imunopatogénicos na dengue

Os mecanismos patogénicos pelos quais o DENV causa doenca grave ainda
nao estdo completamente esclarecidos, contudo, acredita-se que a patogénese da
doenca seja multifatorial (89). A inexisténcia de um modelo animal que reproduza
todas as manifestacdes clinicas da doenca tem dificultado a compreensdo da
patogenia da dengue (90). Na atualidade, camundongos humanizados (quimera
camundongo-humano) e camundongos geneticamente modificados e susceptiveis a
infeccdo pelo DENV estao sendo utilizados no estudo dos mecanismos patogénicos

e desenvolvimento de vacinas (91, 92).

1.4.1 Viruléncia viral

O DENV, quando submetido a uma presséao seletiva apropriada, desenvolve
variacfes genéticas que conferem aumento na sua viruléncia e no seu potencial
epidémico (93).

Estudos epidemioldgicos e filogenéticos associaram o DENV-2 gendtipo
Sudeste Asiatico / Americano com FHD, enquanto que o gendtipo Americano foi
associado com DC (94-96). Estudo prospectivo realizado em criancas na Asia
demonstrou que as infeccbes secundéarias com os sorotipos DENV-2 seguido pelo
DENV-3 tiveram um risco duas vezes maior no desenvolvimento da FHD quando
comparado com a infec¢cdo sequencial pelo DENV-4 (97). Por outro lado, estudos
realizados na populacado tailandesa demostraram que as infec¢des priméarias com
DENV-1 ou DENV-3 causaram FHD, enquanto DENV-2 ou DENV-4 foram

associados com FHD em infec¢gBes secundarias (98, 99).
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No Brasil, analise filogenética das cepas de DENV-2 isoladas na epidemia
ocorrida no ano de 2008 demonstrou que, apesar destes virus serem do mesmo
genotipo que circulou anteriormente, pertencem a uma linhagem especifica que
forma um grupo monofilético distinto (100). Neste sentido, a reintroducao do DENV-
2, associada a evolucdo viral e & emergéncia de novas linhagens, aparentemente
mais virulentas, causou uma das mais graves epidemias de dengue registrada no
pais até entdo, com um maior numero de hospitalizacbes e Obitos em criancas e
adultos (101).

1.4.2 Facilitacao dependente de anticorpos ou imuno-amplificagao

dainfeccao

A resposta imune humoral durante a infeccdo pelo DENV consiste na
producéo de anticorpos dirigidos principalmente contra a proteina E. Durante a
infeccdo primaria ocorre uma resposta lenta e com baixos titulos de anticorpos da
classe IgM. A maioria dos pacientes apresentam niveis detectaveis de IgM no quinto
dia de doenca e apenas 8% ja se encontram positivo nos primeiros dias de doenca
(102). Ja os anticorpos da classe IgG comecam a aparecer a partir do quinto dia de
doenca na infeccdo primaria e permanecem detectaveis por quase toda a vida do
individuo. Durante a infeccdo secundaria os niveis séricos do anticorpo IgG séo
detectados precocemente ja na fase aguda. No entanto, os niveis séricos de IgM na
infeccdo secundaria sdo mais baixos se comparados a primaria. Assim, a relacao
entre os titulos de IgM e de IgG e a especificidade dos anticorpos tem sido usados
na caracterizacao das respostas primarias e secundarias (68).

A infeccdo com um sorotipo confere imunidade protetora de longo prazo
contra esse sorotipo, mas pode induzir imunidade de curto prazo contra infecdo por
outros sorotipos (103). Qualquer um dos quatro sorotipos podem causar doenca
grave e morte (104). Um cenario de hiperendemicidade com varios sorotipos tem
sido demostrado como um fator muito importante para o desenvolvimento de
guadros graves da doenca. Assim, varios estudos epidemioldgicos retrospectivos e
prospectivos revelaram que a infec¢do secundaria com um sorotipo heterélogo € um
fator de risco para o desenvolvimento de FHD/SCD (105-109)

Segundo o fenémeno ADE (“antibody-dependent enhancement’), os
anticorpos heterdlogos subneutralizantes preexistentes reconhecem o virus
infectante, formam um complexo antigeno-anticorpo cuja ligacdo ao receptor Fcy

(FcyR) na célula alvo resulta no aumento da infecgdo (110). O ADE na infeccao
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sequencial, pela facilitacdo da entrada do virus também influenciaria os mecanismos
da resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro, favorecendo a replicacdo do
DENV (111).

A epidemia de FHD ocorrida em Cuba em 1981, causada pela introducao do
DENV-2 quatro anos depois de uma epidemia pelo DENV-1, forneceu dados
importantes para corroborar esta teoria (17, 112). Posteriormente, analise dos dados
da epidemia em 1997 pelo DENV-2, continuou apoiando esta teoria (107). No
entanto, varios estudos ndo encontraram associacdo entre infeccdo secundaria e
gravidade (113, 114). Posteriormente, outro estudo sugere que os efeitos do
fenbmeno ADE podem ser influenciados pelo polimorfismo genético do hospedeiro
(115).

1.4.3 “Pecado Antigénico Original”

De acordo com este mecanismo, durante uma infeccado secundaria as células
B e T de memoria induzidas pela exposi¢cao prévia por outro sorotipo responderiam
mais rapidamente do que as células ativadas pelo sorotipo viral infectante. Essas
células de memoria teriam baixa avidez para os epitopos do sorotipo infectante.
Assim, as células T de memodria ativadas seriam menos efetivas na eliminacgao viral,
mas teriam alta capacidade de producao de citocinas pro-inflamatérias, como TNF-q,
IL-1B, IL-6, que resultariam numa resposta inflamatéria exacerbada (116, 117). Esta
ineficacia da resposta celular e humoral nas infeccdes secundarias contribuiria para

o desenvolvimento da forma grave (45).

1.4.4 Mimetismo molecular

Propde uma resposta de reacdo cruzada em consequéncia da semelhanca
das proteinas do virus com proteinas do hospedeiro. Estudos em pacientes com
FHD/SCD demonstraram que os anticorpos dirigidos contra as proteinas E, NS1 e
prM apresentaram reatividade cruzada com plasminogénio (118-120), fatores da
coagulacao Xl, X, IX, VIII, 11 (121), plaquetas (122) e células endoteliais (123). Esta
teoria vem sendo questionada pelo fato de que trombocitopenia e permeabilidade
vascular sdo fenbmenos transitérios na dengue, enquanto que 0S anticorpos

causadores da resposta autoimune poderiam perdurar por anos (124).
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1.4.5 Polimorfismo genético

Baseia-se nas caracteristicas individuais e genéticas que influenciariam a
susceptibilidade a infeccdo e a modulacéo da resposta imunoldgica do paciente.

Estudos realizados em paises hiperendémicos como Haiti, sugerem que
individuos de etnia negra teriam maior resisténcia a FHD (125). Estudos
encontraram que variantes dos genes do complexo de histocompatibilidade principal
(“Major  Histocompatibility = Complex” - MHC) estdao relacionadas a
resisténcia/susceptibilidade a dengue. Assim, os alelos de classe |, HLA-A*0203 e
HLA-A*33 foram associados a protecdo, enquanto que os alelos HLA-A*0207 e HLA-
A*24 foram associados com a susceptibilidade a FHD em populacfes asiaticas (126,
127). Estudo realizado no Brasil evidenciou que o alelo de classe Il, HLA-DQ1,
esteve associado com maior susceptibilidade a gravidade (128). Além desses, 0
alelo TNF-308A esteve associado com niveis elevados de TNF-a em pacientes
venezuelanos com FHD (129). Enquanto polimorfismos de nucleotideo unico (“single

nucleotide polymorphism” — SNP) 1801274 do receptor FcyRlla e 4804803 do DC-

SIGN, foram associados com protecdo na populacdo mexicana (130).

1.4.6 Interacao Multifatorial

A combinacdo de fatores do hospedeiro (idade, sexo, etnia, condicdes
nutricionais, antecedente de infeccdo e resposta imunologica), fatores virais
(viruléncia da cepa, sorotipo e genotipo) e fatores epidemiolégicos (populagcéo
suscetivel, densidade vetorial, circulacdo do virus e hiperendemicidade) estariam

envolvidos no desfecho clinico (131, 132).

1.5 Respostaimune inata e inflamacao

A resposta imune inata constitui a primeira linha de defesa contra patégenos.
Células que compbem o sistema imune inato [mondcitos, células NK (“Natural Killer
cells”-NKs), células dendriticas (“Dendritic cells”-DCs) e células dendriticas
plasmocitoides (“Plasmocitoid Dendritic Cells’-pDCs)] possuem 0s receptores de
reconhecimento padrdo (“Pattern Recognition Receptors”-PRRs) codificados no
hospedeiro e que sdo expressos no citoplasma, membranas plasmaticas ou
endossomais. Os PRRs reconhecem estruturas chamadas de padrbes moleculares

associados aos patégenos (“Pathogen-associated molecular patterns”-PAMPS) que
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sdo estruturas presentes nos patdgenos e essenciais a sua sobrevivéncia (133).
Atualmente, existem quatro classes de PRRs identificados: Receptores semelhantes
ao Toll (“Toll-like receptor”-TLR), Receptores de Lectina tipo C (“C-type lectin
receptors”-CLR), os Receptores semelhantes ao RIG-1 (“Retinoic acid-inducible
gene 1”-RLR) e Receptores semelhantes ao NOD (“NOD-like receptor’-NLR) (134).

Durante infeccbes virais, a resposta imune inata € ativada pelo
reconhecimento de acidos nucleicos virais através dos PRRs, levando a ativacao
das células da imunidade inata. A acdo efetora dessas células resulta principalmente
numa resposta antiviral com producéo dos interferons do tipo | (a, B) e na inducéao da
resposta inflamatéria com a producdo das citocinas e mediadores inflamatdérios.
Desta forma, a ativacao de respostas antivirais e inflamatérias constituem funcdes
primordiais do sistema imune inato (135)

As citocinas sdo uma classe de proteinas intracelulares com papel crucial nos
processos inflamatérios e na manutencdo e regulacdo da resposta imunologica.
Agem como mensageiros dentro do sistema imune e também dentro de outros
sistemas, formando uma rede integrada altamente envolvida na regulacdo da
resposta imune (136).

A inflamacdo é uma resposta protetora do organismo para assegurar a
remocao dos estimulos prejudiciais bem como um processo de reparo para 0S
tecidos lesionados. A inflamacédo pode ser causada por varios fatores como, por
exemplo, infeccdes e lesdo tecidual. Classicamente, a inflamacédo € caracterizada
por sintomas como inchaco, calor, dor e perda da funcdo do tecido. Esses sinais
macroscopicos refletem o aumento da permeabilidade vascular, seguido de
extravasamento de componentes séricos e/ou celulares. Em geral, a resposta
inflamatoria leva ao reparo tecidual e, portanto, finaliza-se rapidamente (137). No
entanto, uma exacerbacdo desta resposta, através da producdo exagerada de
citocinas pelas células imunolégicas, pode ser extremamente prejudicial para o
hospedeiro e até mesmo fatal.

O sistema imune inato € o principal agente indutor da inflamacdo aguda
induzida por infecgcdes microbianas. A resposta inflamatéria € orquestrada pelas
citocinas pro-inflamatérias TNF-a (“Tumor necrose fator a”), IL-6 (“interleukin”) e
IL-18 que modulam efeitos sistémicos como a febre e a sintese de “proteinas de
fase aguda” pelo figado (137).

A magnitude e duragao das respostas inatas sdo reguladas por mecanismos

inibitérios com intuito de prevenir lesdo tecidual. Neste contexto, a IL-10 é uma
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citocina imunoreguladora capaz de inibir a producdo de vérias citocinas

inflamatdrias, incluindo IL-18, TNF-a e IL-12 pelos macréfagos e DCs ativadas (138).

1.5.1 Resposta imune inata na dengue: citocinas e mediadores

inflamatorios

Durante o repasto sanguineo pelo vetor, as primeiras células infectadas pelo
DENV sao as DCs imaturas presentes na pele (57). De fato, as DCs iniciam a
producéao dos interferons tipo | (a, B) nos estagios iniciais da infeccdo pelo DENV. As
células DCs mieloides e as pDCs sao fundamentais na resposta imune inata e
direcionam as respostas adaptativas. As pDCs produzem interferons tipo | em
resposta aos acidos nucleicos virais, através do reconhecimento pelos TLR, TLR7 e
TLR9, e sdo importantes mediadoras das respostas antivirais (139). Neste sentido, a
inducéo dos interferon tipo | na fase febril em pacientes com dengue refletiria a
ativacdo da resposta imune inata (140). Da mesma forma, trabalho recente
demonstrou aumento significativo de pDC, além de niveis circulantes aumentados
de IFN-a, nos casos brandos de dengue (141). Interessantemente, Sun e
colaboradores (2009) demonstraram que as pDCs infectadas com DENV in vitro
produziram IFN-a e expressaram altos niveis de TLR7, mostrando o envolvimento
deste receptor no reconhecimento de antigenos virais do DENV (142).

O fendmeno conhecido como “tempestade de citocinas” (“cytokine storm”),
resultado de uma intensa resposta inflamatoria, € proposto na dengue como um
mecanismo que contribui de forma importante para o desenvolvimento de formas
graves (143). Desta forma, niveis circulantes elevados de citocinas sdo detectados
durante a infeccdo pelo DENV. As interleucinas (IL) 1, 2, 4, 6, 7, 8, 10, 13, 15, 18,
assim como o IFN-y (“interferon gamma”) foram detectadas diferencialmente no
sangue de pacientes com diferentes formas clinicas da doenca (quadro 1.1).
Algumas citocinas pro-inflamatoérias e que induzem o aumento da permeabilidade
vascular, como TNF-a e IL-8/CXCL8 foram associadas a gravidade, embora o
envolvimento destas no extravasamento plasmatico ainda néo esteja completamente
elucidado (revisto por Srikiatkhachorn and Green, 2010)(143).

Quimiocinas sao citocinas quimiotaticas que controlam o padrdo de migracao
e posicionamento das células do sistema imune. Inicialmente, foram destacadas
como importantes mediadores da inflamacao aguda, mas agora sabemos que este

complexo sistema de aproximadamente 50 ligantes enddgenos e 20 receptores sao
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fundamentais na geracao das respostas adaptativas. Recentes estudos demonstram
importantes papeis deste sistema na ativacdo das células T virgens, na
diferenciacdo em células T efetoras e de memoria, e na funcdo das células T
reguladoras. As citocinas secretadas durante a resposta imune inata induzem a
producdo local das quimiocinas, que resulta no recrutamento dos neutroéfilos,
mondocitos e linfécitos para os tecidos gerando uma amplificacdo da resposta
inflamatdria (144).

As quimiocinas também apresentam importante papel na patogénese da
infecdo. Niveis circulantes aumentados das quimiocinas IP-10/CXCL10 e MCP-
1/CCL2 foram encontrados em pacientes graves (145, 146), enquanto que

MIP1B/CCL4 foi associada com um bom progndstico (147).

Quadro 1.1 Niveis de citocinas e quimiocinas em pacientes com dengue e controles

Fator soltvel Comparagao Referéncia

IFN-y Graves > brandos (147)
N3o diferenca entre DC e FHD (149, 152)
DC > controles (148)

IL-10 FHD > DC (153)
DC, FHD > controles (148)
FHD > DC (156, 157)

MCP-1/CCL2 SSD > controles (158)
DC > controles (160)
DSSA, DCSA > controles (161)

RANTES DC < controles (160)
DG, DSSA, DCSA > controles (161, 163)

IL-15 DC > controles (164)

FHD: febre hemorragica por dengue, DC: dengue classica, DSSA: Dengue com
sinais de alarme, DSSA: Dengue sem sinais de alarme, DG: Dengue grave
[Adaptado de Srikiatkhachorn e colaboradores, 2010 (143)].
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1.6 Hemostasia

A hemostasia é um processo dinamico regulado por varios mecanismos para
prevenir hemorragia, e inclui dois processos: hemostasia primaria que envolve a
constricao vascular, ativacdo e agregacao plaquetéaria; e hemostasia secundaria que
envolve a ativacdo dos mecanismos da coagulacdo, formagcdo do codgulo, e sua
posterior dissolucéo por fibrindlise (166).

O modelo classico da cascata da coagulacéo esta constituido por duas vias:
intrinseca (via de ativacdo por contato) e extrinseca (via do “Tissue fator” - TF), que
€ a principal. Ambas as vias convergem na ativacdo do fator X (FXa) para ativar a
protrombina em trombina, que converte o fibrinogénio numa rede de fibrina.
Posteriormente, a fibrindlise é desencadeada pela ativagdo do plasminogénio em
plasmina pelo ativador do plasminogénio tecidual (tPA) ou uroquinase para prevenir
a trombose. Em condi¢cdes normais, coagulacdo e fibrindlise encontram-se em
equilibrio dinamico, e a ativacdo excessiva da fibrindlise levara ao sangramento,
enquanto que a inibicdo da fibrindlise resultara em trombose (166).

Observacdes experimentais e clinicas mais recentes demonstram que o
modelo da cascata da coagulacdo nado reflete completamente os eventos da
hemostasia in vivo (167). Assim, novo modelo baseado em superficies celulares foi
criado, no qual a hemostasia requer substéncias procoagulantes ativadas que
permanecam localizadas no sitio da leséo para a formacao de tampéao plaquetario e
de fibrina neste local. Neste modelo, o processo de hemostasia € descrito com trés
fases sobrepostas: iniciacdo, amplificacdo e propagacéo (figura 1.7) (167, 168).

Iniciacdo

O processo de coagulacdo sanguinea se inicia quando as células que
expressam o TF em sua superficie sdo expostas ao fluxo sanguineo no local da
lesdo. O TF é constitutivamente expresso na superficie das células que circundam a
vasculatura (fibroblastos e células musculares), formando um envelope hemostatico
gue previne hemorragias excessivas apos uma lesao vascular. (169). Os monécitos
e macréfagos normalmente ndo expressam o TF, mas podem ser estimulados a
expressa-lo em condicBes patoldgicas (170) e na presenca de estimulos tais como
LPS (lipopolisacarideo) e citocinas (TNF-a e IL-18) (171). O TF liga-se ao fator VII
presente no sangue e rapidamente o ativa formando o complexo TF/Vlla,
responsavel pela ativacdo de pequenas quantidades do fator X e também do fator

IX. O fator Xa associa-se com o0 seu cofator, o fator Va, formando um complexo
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denominado protrombinase na superficie das células que expressam TF,
responsavel da conversao de pequenas quantidades de protrombina (fator II) em
trombina, proteina fundamental na fase de amplificacao (167).

Amplificacao

A pequena quantidade de trombina gerada na fase de iniciagdo amplifica o
processo da coagulacdo proporcionando ativacado de mais plaquetas, aumentando a
adesao das plaquetas e ativando os fatores V, VIl e XI. Plaquetas ativadas liberam
fator V na sua forma parcialmente ativada que € entdo completamente ativada pela
trombina ou fator Xa. O fator de vonWillebrand é clivado pela trombina para liberar o
fator Vllla. Plaquetas ativadas tém agora fatores ativados Va, Vllla e 1Xa em sua
superficie (167).

Propagacéo

A fase de propagacdo é caracterizada pelo recrutamento de um grande
numero de plaquetas para o sitio da leséo e pela produgcéo dos complexos tenase e
protrombinase na superficie das plaquetas ativadas. O fator IXa se liga ao FVllla na
superficie das plaquetas formando o complexo tenase que ativa o fator X. Além
disso, o complexo protrombinase intensifica em muito a producédo de trombina que
converte o fibrinogénio solivel em fibrina e também ativa o fator XlII (estabilizador

da fibrina) para formar o coagulo de fibrina hemostatico (167).

1.6.1 Mecanismos reguladores da coagulacao

Para controlar a disseminacdo da ativacdo da coagulacdo intervém quatro
anticoagulantes naturais: 1) Inibidor do TF (“Tissue Factor Pathway Inhibitor”-TFPI),
2) Proteina C (PC), 3) Proteina S (PS), 4) Antitrombina (AT) (172).

O TFPI é uma proteina secretada pelas células endoteliais que forma um
complexo TF/VIla/FXa/TFPI para impedir que a producdo de trombina escape do
controle (173).

A proteina C é ativada pela trombina que se liga a trombomodulina expressa
na superficie das células endoteliais, apos a ligacdo ao receptor EPCR (endothelial
protein C receptor-EPCR) (174-176). A proteina C ativada age juntamente com seu
cofator, a proteina S para degradar os cofatores de coagulacéo Va e Vllla (177).

A antitrombina inibe atividade da trombina e de outras proteases, como 0s
fatores IXa, Xa, Xla e Xlla (178).
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Figura 1.7 Modelo da coagulacédo baseado em superficies celulares

1.7 Fatores de Coagulacéo e Resposta Inflamatéria

[Adaptado de Vine, 2009 (179, 180)]

Os fatores de coagulacdo possuem importantes funcdes biolégicas nédo

apenas na hemostasia, mas também na gestacéo, reparo tecidual e nas respostas

inflamatorias relacionadas a infec¢do ou doencas. O TF, a trombina e o fibrinogénio

apresentam importantes fun¢cdes no desenvolvimento das respostas inflamatérias

(169, 181).
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Além do papel pro-coagulante, o TF exerce uma atividade pré-inflamatoria
ativando receptores de membrana sensiveis a proteases da coagulacdo, como o
Fator Vlla, Fator Xa e trombina. Estes receptores, denominados PAR (“Protease
Activated Receptors”-PAR), sao expressos em diversos tecidos e estdo envolvidos
em uma série de fendmenos biolégicos de natureza fisioldgica ou patoldgica (182).
O complexo TF/Vila pode ativar o receptor PAR-2, promovendo aumento da
resposta inflamatéria em macrofagos, o que aumenta a producdo de espécies
reativas de oxigénio, expressdo de moléculas de adesdao e de citocinas
préinflamatérias e também a migracdo de neutréfilos. O Fator X pode se ligar ao
complexo TF/Vlla, formando o complexo ternario TF/Vlla/Xa, capaz de ativar os
receptores PAR-1 e PAR-2, possivelmente potencializando a inflamacgéao (183, 184)
(Figura 1.7) . A ativacdo do PAR-1 pode levar a mdltiplas vias de sinalizacéo,
incluindo a ativacéo da PI3 quinase, da familia Src de tirosina quinases e da via das
ERK e MAP quinases. A ativacdo do PAR-2 promove a liberacdo de inositol trifosfato
(IP3) e de diacilglicerol (DAG) e o subsequente aumento intracelular de calcio.
Assim, diversas vias podem ser ativadas, como a proteina quinase C e a cascata
das ERK e MAP quinases. A mobilizacdo intracelular de calcio foi determinante na
sinalizacdo do NF-kB, promovida pela ativacdo do JNK e p38 e mediada pelo PAR-2
em queratindcitos humanos (185).

A liberacdo de algumas citocinas, como o TNF-a e a IL-6 pode levar a
ativacdo da cascata da coagulacdo pela via do TF (183, 186). Os fatores de
coagulacdo gerados ativam os receptores PAR, amplificando o aumento da
producdo de citocinas proé-inflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8/CXCL8, MCP-
1/CCL2) e da migracdo dos leucécitos para o sitio da infeccdo. Portanto, os
processos de coagulacdo e inflamacdo estdo estritamente relacionados. A
coagulacado afeta a inflamacdo que subseqientemente modula a coagulacdo. Esta
relacéo bidirecional € mediada pela ativacao dos receptores do tipo PAR (183-185).

Fibroblastos e células endoteliais produzem MCP-1/CCL2 (“monocyte
chemotactic protein 1”), TNF-a, IL1-f e IL-6 em resposta a trombina e induzem
migracdo de leucdcitos (187). Muitas dessas funcdes sdo mediadas via receptores
PAR, especialmente, o PAR-1 expresso nas plaquetas, células endoteliais
vasculares e leucécitos (188). O fibrinogénio é uma proteina solavel (340 kDa)
sintetizada pelos hepatdcitos, seus niveis plasmaticos aumentam durante infeccao
e/ou em processos inflamatorios, sendo considerado um marcador de inflamagéo
aguda (189).
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Figura 1.8 Visao geral da relacdo do TF com os receptores PAR e inibidores da
coagulacéo.

A) Funcdes do TF durante a inflamacdo. O complexo TF/Vlla ativa 0 PAR-2 e esta
via de sinalizacao parece ser importante na regulacédo da migracéo celular. Quando
células expressando o TF sdo expostas ao sangue, o fator X € convertido em Xa
formando o complexo ternario TF/VIla/Xa. Neste complexo, sinais gerados via
PAR-1 e PAR-2 direcionam a resposta inflamatoria. Apos liberacdo do fator Xa, a
coagulacao é iniciada com geracdo de trombina, formacao de fibrina e ativacédo das
plaquetas. Todos esses trés processos contribuem para a inflamacéo intravascular;
B) O complexo TF/Vlla/Xa é alvo de inibicdo pelo seu inibidor fisiologico, TFPI
[Adaptado de Ruf, 2004 (184)].

1.8 Disturbios da coagulacédo na dengue

As infeccOes virais sdo frequentemente associadas com desordens na
cascata da coagulacdo e, consequentemente, todos os aspectos da cascata da
coagulacdo, como a hemostasia primaria, coagulacdo e a fibrindlise podem ser
afetados (190). Alteracbes na hemostasia e na biologia vascular em febres
hemorragicas causadas por diversos virus sao descritas na literatura. Essas
alteracdes estariam associadas ao desenvolvimento de uma forma mais grave da
doenca (186).

As plaguetas sdo componentes chaves na hemostasia e a trombocitopenia
ocorre frequentemente durante as infecgdes virais, especialmente durante a dengue.
Manifestacbes hemorragicas, como petéquias, gengivorragias, epistaxe sdo comuns

e hemorragias podem também ocorrer nos casos graves. Durante a infeccdo pelo
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DENV, ocorre um desequilibrio do sistema hemostético, através da ativagdo dos
sistemas de coagulagdo e de fibrindlise (191). Esta ativacdo ocorre precocemente
(192), podendo levar a alteracdes no endotélio e a ativacao de células leucocitarias
e endoteliais (“endothelial cells’-ECs), que resultam no aumento da permeabilidade
vascular e nas manifestacdes hemorragicas observadas nos pacientes.

Existe uma ativacdo de ambos os sistemas (coagulacdo e fibrindlise) na
dengue. Vérios trabalhos demonstraram um ligeiro aumento do Tempo de
Tromboplastina Parcial ativado (TTPa), Tempo de Protrombina (TP) e Tempo de
Trombina (TT) na fase febril em comparacdo com a fase de convalescéncia (193-
195). Uma variavel diminuicdo dos mediadores da coagulacdo, incluindo
protrombina, fatores V, VII, VIII, IX, X, antitrombina e a-2 antiplasmina também foram
demonstradas durante a fase aguda da FHD (191, 195). E importante ressaltar que o
TF foi significativamente maior durante a fase febril, especialmente em pacientes
com SCD, seguido de uma normalizagao gradual durante a fase de convalescenca
(196). As alteracOes dos fatores de coagulacdo provavelmente contribuem para o
envolvimento hepatico na doenca (197).

A expressao aumentada do TF foi detectada em mondcitos/macréfagos de
primatas infetados pelo virus Ebola, o que contribuiria de forma importante para o
desenvolvimento de disturbios da coagulacao (198). De fato, a inibicdo do TF atenua
a letalidade em modelos experimentais de infeccao por esse virus, com reducdo dos
processos de coagulacdo e inflamacdo (199). A ideia de que o aumento na
expressdo do TF tenha papel importante na patogénese da dengue é reforcada
pelas evidéncias do aumento de seus niveis no plasma de pacientes infectados pelo
DENV (196) e aumento de sua expressdao em mondcitos de pacientes na forma
grave da doenca (200).

Além disso, estudos mostraram que as células endoteliais de veia umbilical
humana (“human umbilical vein endotelial cell” - HUVEC) infectadas pelo DENV
experimentam um aumento na expressdo do RNAm para o TF e uma concomitante
reducdo na expressdo do RNAm do TFPI e, consequentemente, da coagulacao
(201).
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1.9 Justificativa

Em 2010, o DENV-4 reemergiu no estado de Roraima, mas 0s primeiros
casos decorrentes da dispersdo do virus foram detectados somente a partir de
janeiro de 2011 no Amazonas e Pard (Regido Norte). O Brasil viveu em 2013 a
maior epidemia em numero de casos com aproximadamente 2 milhdes de casos
notificados e predominancia do DENV-4. Todos os sorotipos do DENV séo capazes
de causar a doenca, inclusive as forma graves, no entanto o DENV-4 parece induzir
manifestacbes clinicas mais brandas em comparacdo com 0s demais sorotipos.
Existem poucos estudos publicados sobre a infeccao humana pelo DENV-4. Este é o
primeiro trabalho abordando mediadores inflamatérios e marcadores de coagulacéo
na infecgcdo natural pelo DENV-4 em pacientes brasileiros utilizando a nova
classificacéo clinica da OMS (2009).

Na atualidade, o0os mecanismos patogénicos na dengue nédo estao
completamente esclarecidos. Desta forma, o conhecimento da associagdo entre
marcadores inflamatorios e de coagulacdo como indicadores potenciais de evolucéo
clinica de acordo com a nova classificacdo € de extrema importancia. Um melhor
entendimento da inter-relacdo dos processos inflamatorios e sangramento poderiam
contribuir no direcionamento de novas estratégias terapéuticas.

Além disso, este e outros estudos poderdo contribuir na identificacdo de
biomarcadores, que permitam identificar pacientes com risco de desenvolver a forma

grave da doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar mediadores inflamatoérios e de coagulacdo na infeccédo natural pelo
DENV em pacientes originarios da epidemia ocorrida em 2013 no Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

e Analisar as caracteristicas clinicas e laboratoriais (hematoldgicas e
bioquimicas) dos casos confirmados de dengue segundo a classificacao
da OMS 2009;

e Quantificar marcadores inflamatorios como citocinas IFN-y, TNF-a, IL1B3 e
IL-6, IL-10, e quimiocinas MCP-1/CCL2, IP-10/CXCL10, IL-8/CXCLS;

e Quantificar mediadores envolvidos na coagulacédo através de dosagens
plasmaticas do fator tecidual solavel (sTF), trombomodulina (TM), inibidor
fisiol6gico da via do sTF (TFPI) e fibrinogénio;

e Avaliar correlacdes dos marcadores inflamatérios e de coagulacdo com os
parametros laboratoriais;

e |dentificar possiveis biomarcadores de gravidade.
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3 MATERIAL E METODOS

Foi realizado estudo observacional transversal para avaliar caracteristicas
clinicas, laboratoriais além de mediadores inflamatérios e parametros de coagulacéo

em pacientes infectados pelo DENV originarios da epidemia de 2013.

3.1 Estudo populacional

O Laboratério de Imunologia Viral (LIV) mantém colabora¢des com diferentes
centros regionais especializados no atendimento e tratamento de pacientes com
dengue: 1) Nucleo do Hospital Universitario/Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (UFMS), em Campo Grande no estado do Mato Grosso do Sul (MS) com o Dr
Rivaldo Venancio da Cunha; 2) Hospital Rio-Laranjeiras, Rio de Janeiro (RJ), com o
Dr. Paulo Vieira Damasco; 3) Hospital Plantadores de Cana/Centro de Referéncia
em Dengue, Campos dos Goytacazes, RJ, com o Dr Luis José de Souza.

Participaram no estudo 333 casos suspeitos de dengue atendidos nestes
centros colaboradores: 162 no Centro de Doencas Infecto-Parasitarias (CEDIP),
Posto de Saude Guanandi e Nucleo do Hospital Universitario/Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (UFMS), em Campo Grande no estado do Mato Grosso do
Sul (MS); 65 no Hospital Rio-Laranjeiras no RJ; e 105 no Hospital Plantadores de
Cana / Centro de Referéncia em Dengue, Campos dos Goytacazes, no RJ, durante
o periodo de janeiro a marco de 2013.

O levantamento dos dados demograficos (idade, sexo, comorbidade) e
clinicos (dias de doenca, sinais clinicos) foi realizado através do preenchimento de
uma ficha clinica previamente elaborada para o projeto (Anexo A). Informacdes dos
resultados de exames laboratoriais (hematologicos e bioquimicos) foram também
analisadas através da consulta dos prontuarios com a devida autorizacdo do chefe
do servico de atendimento médico.

Adicionalmente, foram analisadas amostras de doadores saudaveis
(controles), que nao apresentaram episédios febris nos dltimos trés meses ou
histérico de outras doencas. As amostras negativas para dengue coletadas durante
o0 periodo de estudo foram consideradas como um grupo acometido por outras
doencas febris (ODF).
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Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC) segundo o protocolo de aprovacéo
N° 13318113.7.0000.5248 (Anexo B). O termo de consentimento livre e esclarecido
foi obtido de cada individuo antes da participagao na pesquisa (Anexo C).

3.2 Defini¢cdes de caso de dengue

3.2.1 Caso suspeito de dengue

Para a identificacdo dos casos suspeitos de dengue foram utilizados os
critérios relatados no guia do Ministério da Saude, 2010 (101). Desta forma, os
casos suspeitos de dengue foram todos 0s pacientes que apresentaram doenca
febril aguda, com duracdo maxima de sete dias, acompanhada de pelo menos dois
dos sinais ou sintomas como cefaleia, dor retroorbitaria, mialgia, artralgia, prostracéo
ou exantema, associados ou nao a presenca de sangramentos ou hemorragias, com

historia epidemioldgica positiva para dengue.

3.2.2 Caso confirmado de dengue

O diagnostico de dengue foi confirmado pela positividade de pelo menos um
dos seguintes métodos, no Laboratério de Flavivirus, IOC-Fiocruz:

a) Deteccdo do antigeno viral NS1 pelo kit Platelia™ Dengue NS1 Ag (Bio-
Rad Laboratories, Marnes La Coquette, Franca);

b) Deteccdo de anticorpos IgM anti-dengue pelo kit Panbio® Dengue IgM
capture ELISA (Panbio Inc., Columbia, Maryland, EUA);

c) Deteccdo do RNA viral por RT-PCR.

3.2.3 Classificagéao clinica dos casos

Apdés a confirmacao laboratorial, os pacientes foram agrupados segundo a
classificacdo da OMS 2009 em: Dengue sem sinais de alarme (DSSA), Dengue com
sinais de alarme (DCSA) e Dengue grave (DG).

Dengue sem sinais de alarme (DSSA)

Paciente com quadro clinico suspeito ndo apresentando sinais de alarmes ou
demais critérios de gravidade.

Dengue com sinais de alarme (DCSA)
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Paciente com quadro clinico suspeito que apresente qualquer um dos
seguintes sinais de alarme:

e Dor abdominal intensa e continua,

e VOmitos persistentes,

e Sinal de acumulacéo de liquido (derrame pleural, ascite, etc),

e Sangramento de mucosa,

e Letargia ou irritabilidade,

e Hepatomegalia,

e Aumento do hematdcrito com rapida queda das plaquetas.

Dengue Grave (DG)

Os casos graves de dengue foram definidos por apresentar pelo menos um
dos seguintes critérios:

e Extravasamento de plasma grave que leva ao choque ou insuficiéncia

respiratoria,
e Sangramento grave
e Evidéncia de disfuncéo organica grave (figado, sistema nervoso central,

coragdo ou outros).

3.2.4 Infecdo primaria e secundaria

A analise de anticorpos IgG especificos foi realizada a fim de determinar se a
infeccdo era primaria ou secundaria utilizando o kit Dengue Virus IgG DxSelect
(EL1500G, Focus Diagnostics, Cypress, CA, EUA). O padrédo de resposta primaria
ou secundaria de cada paciente DENV+ foi determinado baseado no conjunto dos
testes de IgM especifico, NS1 e/ou RT-PCR, IgG especifico, e utilizamos a taxa
IgM/IgG, sugerida pela OMS, como ferramenta para avaliar o tipo de infeccao (68).
Essa avaliacao foi baseado no trabalho de Souza e colaboradores, 2007 (202). De
acordo com a positividade de IgG e a taxa de IgM/IgG os pacientes foram
classificados:

Infeccdo primaria: pacientes com confirmacédo para NS1 e/ou identificacao
do sorotipo viral por RT-PCR e/ou IgM. Mas IgG negativos ou taxas de IgM/IgG >2.0.

Infeccdo secundaria: pacientes com resultados NS1 e/ou identificagdo do

sorotipo viral por RT-PCR e/ou IgM. Mas IgG positivos ou taxas de IgM/1gG<2.0.
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3.3 Exames hematoldgicos e bioquimicos

Os parametros laboratoriais hematologicos (contagem de plaquetas,
leucécitos, mondcitos, linfocitos totais) e bioquimicos (AST/TGO, ALT/TGP e
Proteina C reativa) foram avaliados entres os diferentes grupos de estudo (DSSA,

DCSA/DG e ODF). Esses parametros nao foram avaliados nos controles.

3.4 Ensaios para avaliacado dos mediadores inflamatorios

3.4.1 Quantificacdo dos fatores soluveis citocinas e quimiocinas
por Luminex®: TNF-a, IL-18, IL-10, IL-8/CXCLS8

Os fatores soluveis TNF-q, IL-183, IL-10 e IL-8/CXCL8 foram quantificados no
soro dos pacientes (n=180) e controles (n=10) por tecnologia Luminex® de acordo
com as especificacdes do fabricante (kit R&D Systems, MN, EUA). O imunoensaio
de deteccdo multiplex Luminex® consiste na deteccdo de varias citocinas
simultaneamente numa Unica amostra de soro utilizando microesferas especificas
para cada citocina. Assim, microesferas de propriedades espectrais definidas séo
conjugadas aos anticorpos de captura especificos da citocina. Brevemente,
microesferas, padrdes, controles fornecidos pelo kit e as amostras dos pacientes
foram plagueadas em placa de 96 pocos, com filtro no fundo de cada poco, seguido
de incubacdo por 3 horas sob agitacdo. Apds incubacdo, a placa foi lavada
utilizando-se um sistema a vacuo e adicionado em cada poco uma mistura de
anticorpos biotinilados de deteccao para cada microesfera e incubacdo de 1 hora a
temperatura ambiente. ApoOs varias lavagens, a reacao foi seguida adicionando
estreptavidina conjugada a ficoeritrina (PE) em cada poco e incubacao por 30 min.
As microesferas foram ressuspendidas em tampao fornecido pelo kit e a leitura da
placa foi realizada no aparelho Luminex® Instrumentation System (Luminex, Austin,
TX, EUA). O aparelho Luminex® determina a propriedade espectral da microesfera e
a quantidade de fluorescéncia associada a PE e, assim, a concentracdo das
citocinas presentes nas amostras de soro. A média de intensidade de fluorescéncia

€ medida pelo aparelho e as concentragdes de citocinas foram calculadas em pg/ml.
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3.4.2 Quantificacdo dos fatores sollveis citocinas e quimiocinas
por ELISA

MCP1/CCL2 e IFN-y

Para a quantificagcdo da quimiocina MCP-1/CCL2 (n=64) e da citocina IFN-y
(n=28) nos pacientes, 100 ul do anticorpo de captura a concentragédo de 0,25 ug/mL
para MCP1/CCL2 e 1 ug/mL para o IFN-y diluidos em PBS pH 7,2 foram adicionados
aos pocos em placa de 96 pocos (Falcon-BD) seguido de incubacéo por 18 horas a
temperatura ambiente (TA). Ao final da incubacé&o, foram feitas quatro lavagens com
solucao de lavagem (Tween-20 0,05% em PBS pH 7,2) e entdo adicionados 200 uL
de solucédo de bloqueio (BSA 5% em PBS pH 7,2) por poco. Apdés 2 horas de
incubacdo a temperatura ambiente, foram realizadas 4 lavagens com tampéo de
lavagem. Curvas padrbes foram preparadas através de diluicbes seriadas do
respectivo padrao fornecido pelo fabricante (tabela 3.1). As amostras de plasma dos
pacientes e controles foram diluidas 10 vezes para a dosagem de MCP1/CCL2 em
solucédo diluente (Tween-20 0,05%,BSA 0,1% em PBS pH7,2). Para a dosagem
plasmatica do IFN-y as amostras nao foram diluidas. Foram adicionados 100 pL das
amostras de plasma e das diluicbes da curva padrdo aos pocos da placa, que foi
incubada por 2 horas a TA. Ao final da incubacéo, a placa foi lavada 4 vezes com
tampéo de lavagem e, em seguida, adicionados 100 uL do anticorpo de detecg¢ao na
concentragéo de 0,25 pg/mL para o MCP1/CCL2 e 1 ug/mL para IFN-y. Apos 2
horas de incubacdo a TA, foram feitas 4 lavagens com tampéo de lavagem e,
posteriormente, adicionados 100 pyL do conjugado Avidina-HRP (“horseradish
peroxidase”) por poco, diluido 1/2000 em diluente, e entéo incubado por 30 minutos
a TA. Finalmente, 100 pL do substrato 3,3°5,5 -Tetrametilbenzedina (TMB)(Sigma)
foram adicionados em cada poco da placa. A leitura da densidade O6ptica das
amostras e diluicbes da curva padrao foi realizada no espectrofotbmetro Expert Plus
a 620 nm.

IP-10/CXCL10

Para a quantificacdo da quimiocina IP-10/CXCL10 nos pacientes (n=66), 100
Ml do anticorpo de captura a concentracdo de 0,25 pg/mL diluidos em PBS pH 7,2
foram adicionados aos poc¢os numa placa de 96 pocos (Falcon-BD) e incubados por
18 horas a TA. Ao final da incubacgédo, foram feitas quatro lavagens com solucédo de

lavagem (Tween-20 0,05% em PBS pH 7,2) e entdo adicionados 200 pL de solugao
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de bloqueio (BSA 5% em PBS pH 7,2) por poco. ApGs 2 horas de incubacédo a TA,
foram realizadas 4 lavagens com tampao de lavagem. Curvas padrdoes foram
preparadas através de diluicbes seriadas do respectivo padrdo fornecido pelo
fabricante (tabela 3.1). As amostras de plasma dos pacientes e controles foram
diluidas 10 vezes em solucéo diluente (Tween-20 0,05%,BSA 0,1% em PBS pH7,2).
Foram adicionados 100 pyL das amostras de plasma e das dilui¢des da curva padrao
aos pocos da placa, que foi incubada por 2 horas a TA. Ao final da incubacéo, a
placa foi lavada 4 vezes com tampéao de lavagem e, em seguida, foram adicionados
100 pL do anticorpo de detecc¢do na concentragao de 0,25 ug/mL. Apds 2 horas de
incubacao a TA, foram feitas 4 lavagens com tampéo de lavagem e, posteriormente,
adicionados 100 pyL do conjugado Avidina—HRP por poco, diluido 1/2000 em
diluente, e entdo incubado por 30 minutos a TA. Finalmente, 100 yL do substrato
TMB (Sigma) foram adicionados a placa por poco. A leitura da densidade Optica das
amostras e diluicbes da curva padrao foi realizada no espectrofotbmetro Expert Plus
a 620 nm.

IL-6

Para a quantificacdo da citocina IL-6 nos pacientes (n=66), 100 ul do
anticorpo de captura a concentracao de 2.5 ug/mL diliidos em PBS pH 7,2 foram
adicionados aos pocos numa placa de 96 pogos (Falcon-BD) e incubados a 4°C por
18 horas. Ao final da incubacao, foi feita uma lavagem com solucdo de lavagem
(Tween-20 0,5% em PBS pH 7,2) e entdo adicionados 250 pL de solugéo de
bloqueio (BSA 5% em PBS pH 7,2) por poco. Apés 2 horas de incubacdo a
temperatura ambiente, foram realizadas 2 lavagens com tampao de lavagem.
Curvas padrbes foram preparadas através de diluicbes seriadas do respectivo
padrao fornecido pelo fabricante (tabela 3.1). Foram adicionados 50 uL das
amostras de plasma e das diluicbes da curva padrao aos pocos da placa, que foi
incubada por 2 horas a TA. Ao final da incubacédo, a placa foi lavada 4 vezes com
tampéo de lavagem e, em seguida, adicionados 50 yL do anticorpo de deteccéo na
concentragdo de 0,25 pg/mL. Apds 2 horas de incubacdo a TA, foram feitas 4
lavagens com tampdo de lavagem e, posteriormente, adicionados 100 uL do
conjugado streptavidina—HRP por poco, diluido 1/5000 em diluente, e entdo
incubado por 30 minutos a TA. Finalmente, 100 yL do substrato TMB (Sigma) foram
adicionados a placa por poco. A leitura da densidade Optica das amostras e diluicbes

da curva padrao foi realizada no espectrofotometro Expert Plus a 620 nm.
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3.5 Ensaios para avaliacdo dos parametros de coagulacéao

3.5.1 Quantificacdo dos parametros de coagulacao por ELISA
Fator tecidual soluvel (sTF)

Para a dosagem de sTF, as amostras de plasma de pacientes (n=68) foram
diluidas previamente duas vezes em diluente fornecido pelo kit. Cem pl do diluente
foram adicionados a todos os pocos da placa de 96 pocos ja sensibilizada, seguido
da adicdo de 100 pl das amostras dos pacientes diluidas e curva padrdo. A curva
padréo foi feita a partir de diluicdes seriadas de um padrdo também fornecido pelo
kit. Seguiu-se uma incubacédo por 2 horas a temperatura ambiente em agitador e ao
final da incubacédo, os pocos foram lavados 4 vezes com tampao de lavagem. Em
seguida, 200 ul de anticorpo policlonal especifico para TF conjugado a peroxidase
(HRP) foram adicionados em todos os pocos e incubados por 2 horas a TA em
agitador. A placa foi novamente lavada por quatro vezes com tampao de lavagem e
200 pl do substrato TMB foram adicionados aos po¢os. Seguiu-se nova incubacéo
por 30 minutos a temperatura ambiente. A reacéao foi finalizada pela adicdo de 50 pl
da solucdo de bloqueio (acido sulfurico 2 N) e leitura das densidades Opticas no

espectrofotdmetro Expert Plus a 450nm.
Inibidor do TF (TFPI)

Para a dosagem de TFPI, as amostras de plasma de pacientes (n=63) foram
diluidas previamente 100 vezes em diluente fornecido pelo kit. Cem pl do diluente
foram adicionados a todos os pocos da placa de 96 pocos ja sensibilizada, seguido
da adicdo de 50 ul das amostras dos pacientes diluidas e curva padrao. A curva
padrao foi feita a partir de diluicbes seriadas de um padréo também fornecido pelo
kit. Seguiu-se uma incubacéo por 2 horas a temperatura ambiente em agitador e ao
final da incubacédo, os pocos foram lavados com tampé&o de lavagem. Em seguida,
200 pl de anticorpo policlonal especifico para TFPI conjugado a peroxidase (HRP)
foram adicionados em todos 0s pocos e incubados por 1 hora a temperatura
ambiente em agitador. A placa foi, em seguida, lavada por trés vezes com tampao
de lavagem e 100 pl de substrato TMB foram adicionados aos pog¢os. Seguiu-se
nova incubagédo por 30 minutos a TA. A reacao foi finalizada pela adi¢cdo de 50 pl da
solucdo de bloqueio (acido sulfarico 2 N) e leitura das densidades O6pticas no

espectrofotdmetro Expert Plus a 450nm.
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Trombomodulina (TM)

Por fim, para a dosagem de Trombomodulina, as amostras de plasma de
pacientes (n=65) foram diluidas previamente 10 vezes em diluente fornecido pelo kit.
Cem pl do diluente foram adicionados a todos os poc¢os da placa de 96 pocos ja
sensibilizada, seguido da adicdo de 50 pl das amostras dos pacientes diluidas e
curva padrdo. A curva padrao foi feita a partir de diluicdes seriadas de um padrao
também fornecido pelo kit. Seguiu-se uma incubacéo por 2 horas a TA em agitador
e, ao final da incubacao, os pogos foram lavados 4 vezes com tampao de lavagem.
Em seguida, 200 ul de anticorpo policlonal especifico para trombomodulina
conjugado a peroxidase (HRP) foram adicionados em todos os pogos e incubados
por 2 horas a temperatura ambiente em agitador. A placa foi novamente lavada por
quatro vezes com tampao de lavagem e 200 ul de substrato TMB foram adicionados
aos pocos. Seguiu-se nova incubacao por 30 minutos a TA ambiente. A reacédo foi
finalizada pela adigdo de 50 ul da solugao de bloqueio (acido sulfarico 2 N) e leitura
das densidades 6pticas no espectrofotdmetro Expert Plus a 450nm.

Quadro 3.1 Referencias dos Kits de ELISA utilizados

Curvapadrdo  Ngmero do

Molécula , Fabricante
(pg/ml) catélogo

ritiman TFPY 2000-31,2 DTFP10  R&D Systems
Immunoassay
Human
thrombomodulin/BDCA-3 40000 -62,5 DTHBDO R&D Systems
immunoassay
Human Coagulation
Factor Ill/Tissue Factor 5000 -7,8 DCF300 R&D Systems
Imunoassay
MCP-1/CCL2 1000-15,62 900-k31 Peprotech
IP-10/CXCL10 1000-10 900-K39 Peprotech
IL-6 100-1,56 BMS213/2MST eBiocience
IFN-y 1000-21,8 900-K27 Peprotech

3.5.2 Dosagem do Fibrinogénio

A dosagem do fibrinogénio plasmatico foi realizada em 104 pacientes DENV+
no servico de hematologia do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG) em

colaboracdo com o Dr. Professor Adilson José de Almeida.
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3.6 Analise estatistica

Todos os dados clinicos e laboratoriais foram registrados num banco de
dados no programa EpiData Versao 3.1.

Na analise estatistica de variaveis qualitativas foi utilizado o teste exato de

Fisher.

Uma vez que os dados do estudo ndo apresentaram distribuicdo normal, as
diferencas das médias foram comparadas utilizando o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney U para dois grupos e o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, com
0 pos-teste de comparacdo de Dunn ou o pos-teste de tendéncia linear, na

comparacao de trés 0 mais grupos.

O teste de Spearman foi utilizado na analise das correlacdes das citocinas,
guimiocinas e parametros de coagulacdo estudados com os dados laboratoriais

(hematolégicos e bioquimicos).

Finalmente, para avaliar a capacidade discriminatéria na predicdo da
gravidade dos biomarcadores selecionados foi utilizada a area sob a curva ROC
(“Receiver Operating Characteristic”), que é um gréafico de sensibilidade (ou taxa de
verdadeiros positivos) versus taxa de falsos positivos (1 — especificidade) com
valores de AUC (“area under curve”) de: 0,97-1,0 (6timo), 0,9-0,97 (muito bom),
0,75-0,9 (bom), 0,6-0,75 (regular) e 0,5-0,6 (ruim).

Em todas as analises foi utilizado o programa GraphPad Prism versao 5.0 .
Valores de *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4 RESULTADOS

No ano de 2013 foram coletadas 333 amostras de sangue de pacientes com
suspeita clinica de infeccdo pelo DENV. Dos 333 casos, 227 pacientes (68,2%)
apresentaram diagnéstico de infeccdo pelo DENV e foram incluidos no estudo.
Noventa e um (27%) pacientes foram negativos constituindo o grupo ODF, e 15

(4,5%) apresentaram diagndstico inconclusivo e foram excluidos da analise.

4.1 Caracteristicas clinicas e demograficas dos casos confirmados

de dengue

Segundo a classificacdo clinica da OMS 2009, os casos confirmados de
dengue foram organizados em grupos: 158 pacientes (70,2%) foram classificados
como dengue sem sinais de alarme (DSSA), 65 pacientes (28,9%) foram
classificados como dengue com sinais de alarme (DCSA) e apenas dois pacientes
(0.9%) foram classificados como dengue grave (DG). Dois pacientes foram excluidos
devido a auséncia de informacéo nas fichas de estudo (fig. 4.1).

Todos os pacientes, incluindo os ODF, encontraram-se entre 1°-10° dias de

doenca, contados a partir do aparecimento dos primeiros sintomas.

DG
0.9%

Figura 4.1 Classificacdo dos casos confirmados de dengue, RJ e MS 2013

Os sinais de alarme mais frequentes nos pacientes DCSA foram: dor
abdominal persistente (40; 61,5%), sangramento de mucosas (21; 32,3%), aumento
do hematdcrito com rapida queda da contagem das plaquetas (18; 27,7%) e sinais
de acumulo de fluido (6; 9,2%). Os sangramentos de mucosa identificados foram

epistaxe (6; 24%), gengivorragia (6; 24%), metrorragia (4; 19%), hemorragia
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digestiva (4; 19%) e hematuria (2; 10%). Os sinais de acumulo de fluido identificados
foram ascite (5; 83,3%) e derrame pleural (3; 50%).

Em relacdo aos casos de dengue grave, um paciente apresentou Sindrome
de Guillain-Barré e outro hepatite grave (AST/TGO e ALT/TGP > 1000 Ul/l). Os dois
pacientes graves foram incluidos na analise em conjunto com os pacientes DCSA
(DCSA/DG).

Na avaliacdo dos dados demogréaficos, 57,8% foram mulheres e 42,2%
homens; a mediana da idade é de 36 anos; 49,8% dos casos sdo provenientes do
RJ e 50,2% do MS; 31,1% apresentaram comorbidade, sendo hipertensédo arterial a
mais frequente (18,2%), com mediana de cinco dias de doenca, contados a partir do
inicio de sintomas (tabela 4.1).

Entre os grupos DSSA e DCSA, nao foram observadas diferencas
significativas em relacdo as variaveis idade, sexo, procedéncia e presenca de
comorbidade. Observamos diferenca significativa em relacdo aos dias de doenca
com mediana de quatro dias nos pacientes DSSA e seis dias nos pacientes
DCSA/DG (p<0.001) (tabela 4.1).

Tabela 4.1 Dados demograficos dos casos confirmados de dengue segundo

classificacao clinica, RJ e MS 2013

DSSA DCSA + DG Total
(n=158) (n=67) (n=225)
Idade
média + DP 38.7+15.7 38.9+17.9 0.932 38.8+16.3
Sexo
F 57.3% 58.8% 0.769 57.8%
M 42.7% 41.2% 42.2%
Procedéncia
RJ 48.7% 52.2% 0.664 49.8%
MS 51.3% 47.8% 50.2%
Comorbidade 30.4% 32.8% 0.876 31.1%
Hipertensao arterial 17.7% 19.4% 0.850 18.2%
Diabetes mellitus 3.2% 4.5% 0.698 3.6%
Outras 11.4% 13.4% 0.826 12.0%
Dias de doenga
média + DP 49+27 6.4+29 <0.001 5.4+3.7

Na andlise estatistica foi utilizado o teste exato de Fisher para variaveis qualitativas
e o teste de Mann-Whitney para variaveis quantitativas. Valores de p<0.05 foram
considerados estatisticamente significativos.
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4.2 Caracteristicas laboratoriais dos casos confirmados de dengue

Em relagcdo aos testes diagndsticos confirmatorios utilizados, resposta de
anticorpos IgM foi detectada em 55,1% dos pacientes, deteccdo do antigeno NS1
em 44,4% e deteccdo do RNA viral através da RT-PCR em 37,8%. O teste ELISA
IgM demonstrou maior confirmacédo nos pacientes DCSA/DG (80,6%) enquanto 0s
testes ELISA AgNS1 e RT-PCR demonstraram maior confirmagcdo nos pacientes
DSSA (tabela 4.2). Em relacdo com o numero de dias de doenca, 36,1% dos
pacientes DSSA e apenas 11,9% dos pacientes DCSA/DG tiveram uma coleta de

sangue nos primeiros trés dias de doenca (tabela 4.3).

Tabela 4.2 Distribuicdo dos casos confirmados de dengue segundo teste diagndstico

e classificacao clinica, RJ e MS 2013

DSSA DCSA + DG Total
Teste diagnéstico* (n=158) (n=67) (n=225)
n (%) n (%) n (%)
ELISA IgM 70 (44.3%) 54 (80.6%) 124 (55.1%)
ELISA AgNS1 77 (48.7%) 23 (34.3%) 100 (44.4%)
RT-PCR 70  (44.3%) 15 (22.4%) 85 (37.8%)

(*) O diagndstico foi confirmado pela positividade de pelo menos um dos trés testes

Tabela 4.3 Distribuicdo dos casos confirmados de dengue segundo dias de doenca
até coleta da amostra, RJ e MS 2013

. DSSA DCSA/DG Total
Dias de doenga

(n=158) (n=67) (n=225)
1-3 dias 36.1% 11.9% 28.9%
4-7 dias 50.0% 62.7% 53.8%
> 7 dias 13.9% 25.4% 17.3%

4.3 Tipagem dos sorotipos do DENV

A tipagem dos DENV através da RT-PCR identificou os seguintes sorotipos:
DENV-4 (95,3%), DENV-1 (3,5%) e DENV-2 (1,2%). No Campos dos Goytacazes
apenas o sorotipo DENV-4 foi identificado (34; 100%); no Hospital Rio Laranjeiras
foram encontrados os sorotipos DENV-1 (2; 10%) e DENV-4 (18; 90%); e no Campo
Grande, MS, foram encontrados os sorotipos DENV-1 (1; 3,2%), DENV-2 (1; 3,2%) e
DENV-4 (29; 93,5 %). O sorotipo DENV-4 foi predominante com 95,3% de
positividade entre os diferentes centros regionais estudados (tabela 4.4).
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Tabela 4.4 Distribuicdo dos sorotipos segundo procedéncia, RJ e MS 2013

o DENV-1 DENV-2 DENV-4
Procedéncia

(n=3) (n=1) (n=81)
Hospital Rio Laranjeiras, RJ 10.0% 0.0% 90.0%
Campo de Goytacazes, RJ 0.0% 0.0% 100.0%
Campo Grande, MS 3.2% 3.2% 93.5%
Total 3.5% 1.2% 95.3%

4.4 Caracterizacéo da infeccao primaria e secundaria

Na avaliacdo do tipo de infeccdo, 14,8% dos pacientes foram classificados
como infeccdo primaria e 85,2% como infeccdo secundaria. Os resultados
demonstraram que a maioria dos pacientes DCSA/DG apresentou infeccao
secundaria em comparagdo com 0s pacientes DSSA, proporcao estatisticamente
significativa (p=0.013) (tabela 4.5).

Tabela 4.5 Distribuicdo dos casos confirmados de dengue segundo tipo de infec¢éo

primaria ou secundaria, RJ e MS 2013

Tipo de infecgao DSSA DCSA/DG p* Total
Infecgao primaria 19.2% 5.3% 0.013 14.8%
Infecgao secundaria 80.8% 94.7% ' 85.2%
Total 100.0% 100.0% 100.0%

(*) Na analise estatistica foi utilizado o teste exato de Fisher. Valores de p<0.05
foram considerados estatisticamente significativos.

4.5 Andlise dos parametros hematolégicos e bioquimicos

Em relacdo aos parametros hematologicos, observamos que 0s pacientes
DCSA/DG apresentaram contagens significativamente mais baixas de leucdcitos,
neutrofilos, linfocitos, mondcitos e plaquetas, quando comparados com 0s pacientes
com DSSA e o grupo ODF. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre
0s trés grupos em relacao aos valores do hematdcrito (tabela 4.6).

Encontramos que 24% dos casos confirmados de dengue apresentaram
trombocitopenia. Assim, 10,7% dos pacientes DSSA e 54% dos pacientes DCSA/DG
apresentaram contagem <100.000 plaquetas/mm?. Além disso, 27% dos pacientes

DCSA/DG apresentaram contagem <50.000 plaquetas/mm>.
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Tabela 4.6 Parametros hematoldgicos nos grupos ODF, DSSA e DCSA/DG

Parametros

hematolégicos* ODF DSSA DCSA/DG P
Hematécrito 42.4+0.4 41.9+0.3 43.1+0.6 NS
(max) % (n=78) (n=139) (n=62)

Leucdcitos 6242 + 3455 4440+ 187.6 3671+211.7 <0.0001
(min) cél/mm? (n=78) (n=139) (n=62)

Neutroéfilos 3787 £350.2 2450+ 135.9 1836+ 168.7 0.0001
(min) cél/mm® (n=56) (n = 109) (n=51) :
Linfécitos 1629+ 73.3 1470 £ 90.6 1223 + 83.5 0.0005
(min) cél/mm? (n=71) (n=134) (n =59) '
Mondcitos 511 +29.1 446 £19.1 374 £ 36.2 0.0009
(min) cél/mm? (n=71) (n=133) (n=56) '
Plaquetas 188 + 8.0 172 +5.5 109+9.4 <0.0001
(min) x 10%/mm? (n=78) (n = 140) (n = 63) '

(*) Valores expressos como média + SEM, n: numero de pacientes, ODF: outras
doencas febris, max: valores maximos, min: valores minimos, NS: n&do significativo.
Na analise estatistica dos grupos ODF, DSSA e DCSA/DG foi utilizado o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis com o pds-teste de comparacdo de Dunn. Valores de
p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

A andlise dos parametros hematologicos segundo dias de doenca
demonstrou um incremento significativo dos valores de hematocrito e uma
diminuicdo na contagem de plaquetas nos pacientes entre 4-7 dias de doenca em
relacdo aos pacientes entre 1-3 dias de doenca; além disso, 0s pacientes entre 4-7
dias de doenca apresentaram uma contagem de leucdcitos significativa abaixo do

valor normal em relacéo aos pacientes com mais de 7 dias de doenca (fig. 4.2).
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Figura 4.2 Parametros hematologicos dos casos confirmados de dengue
segundo dias de doenca

A) Dosagem do hematocrito, B) Contagem de plaquetas, C) Contagem de
leucocitos. Na analise estatistica dos grupos segundo dias de doenca foi utilizado o
teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com o pds-teste de comparagcao de Dunn.
Valores de *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 foram considerados estatisticamente

significativos.

Em relacdo aos parametros bioquimicos, os pacientes com dengue (DSSA e
DCSA/DG) apresentaram niveis significativamente elevados de transaminases
guando comparadas com o grupo ODF. Além disso, os pacientes com DCSA/DG
apresentaram niveis significativamente mais elevados das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) / transaminase glutamico oxalacética (TGO) (p<0.0001) e
alanina aminotransferase (ALT) / transaminase glutamico pirtvica (TGP) (p=0.002)
em relacdo aos pacientes com DSSA (tabela 4.7).

De acordo com a tabela 4.8, observamos que 63,5% e 69,8% dos pacientes
apresentaram niveis acima do valor normal de AST/TGO e ALT/TGP,
respectivamente. Niveis elevados de AST/TGO foram encontrados em 50% dos
pacientes DSSA e 80,4% dos pacientes DCSA/DG; além disso, cinco pacientes
DCSA/DG apresentaram aumento superior a 10 vezes do valor normal. Em relagcéo a
ALT/TGP, 64% dos pacientes DSSA e 71,7% dos pacientes DCSA/DG
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apresentaram niveis acima do valor normal, e dois pacientes DCSA/DG

apresentaram aumento superior a 10 vezes do valor normal.

Tabela 4.7 Parametros bioquimicos nos grupos ODF, DSSA e DCSA/DG

Parametros ODF DSSA DCSA/DG p
bioquimicos*
+ + t
TGO max (UI/I) 3741+36  53%41 180£344 5 0001
(n=44) (n=86) (n=46)
TGP max (Ul/1) 48.14+3.9 65£4.9 10311 4 0001
(n=44) (n=86) (n=46)
Proteina C reativa 6.825+2.9 17.3+5.1 39.8+11.8 0.185
(mg/di) (n=8) (n = 26) (n = 16) '

(*) Valores expressos como meédia £+ SEM, n: numero de pacientes, ODF: outras
doencas febris, max: valores maximos, NS: ndo significativo. Na analise estatistica
dos grupos ODF, DSSA e DCSA/DG foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis com o pos-teste de comparacdo de Dunn. Valores de p<0.05 foram
considerados estatisticamente significativos.

Tabela 4.8 Classificacdo dos casos de dengue segundo os niveis de transaminases

Niveis de DSSA DCSA/DG Total
transaminases (n=86) (n=46) (n=126)
AST/TGO, n (%)

VN 43 (50.0%) 9 (19.6%) 52 (41.3%)
>VN 43 (50.0%) 37 (80.4%) 80 (63.5%)
>10X VN 0 (0.0%) 5 (10.9%) 5 (4.0%)
ALT/TGP, n (%)

VN 31 (36.0%) 13 (28.3%) 44 (34.9%)
>VN 55 (64.0%) 33 (71.7%) 88 (69.8%)
>10X VN 0 (0.0%) 2 (4.3%) 2 (1.6%)

Para a andlise, foi considerado como limite superior do valor normal (VN) para
AST/TGO: 39 Ul/l (homem), 37 Ul/l (mulher) e para ALT/TGP: 45 Ul/l (homem), 37
Ul/l (mulher). >10X VN: aumento maior a 10 vezes do valor normal

Na analise dos niveis circulantes da proteina C reativa, ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes DSSA (n=26),
DCSA (n=16) e ODF (n=8) (tabela 4.7). No entanto, encontramos uma tendéncia de

incremento nos niveis séricos da proteina C reativa nos pacientes ODF, DSSA e
DCSA/DG (tendéncia linear, p=0.025) (fig. 4.3).
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Figura 4.3 Dosagem da Proteina C reativa nos grupos ODF, DSSA, DCSA

Na andlise estatistica dos grupos ODF, DSSA e DCSA foi utilizado o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis com o pos-teste de tendéncia linear. Valores de
p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

Ao analisarmos o0s niveis circulantes da albumina em 18 pacientes com
dengue (2 pacientes DSSA, 15 pacientes DCSA e um paciente DG), encontramos
uma correlacdo positiva entre 0s niveis sericos de albumina e a contagem de
plaquetas (r=0.472, p=0.048).

Finalmente, a analise dos parametros hematologicos e bioquimicos de acordo
com o tipo de infeccao, evidenciou uma menor contagem de plaquetas (p=0.001) e
niveis circulantes elevados de AST/TGO (p=0.015) nos pacientes apresentando
infeccdo secundaria (tabela 4.9). N&o foi observada diferenca estatistica em relacéo

aos outros parametros hematologicos e/ou bioquimicos estudados.

Tabela 4.9 Parametros hematologicos e bioquimicos vs infeccéo primaria/secundaria

A Infeccao Infec¢ao
Parametro .. . . P
primdria Secundaria
+ +
Plaquetas 199.6 + 15.4 141.4+59 0.001
(n=23) (n=145)
45.4 + 8.8 105.1 £ 15.2
AST/TGO 0.015
(n=16) (n=114)

Valores expressos como meédia = SEM, n: numero de pacientes. Na andlise
estatistica foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, Valores de p<0.05
foram considerados estatisticamente significativos.
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4.6 Andlise dos mediadores inflamatdrios (citocinas e quimiocinas)

na infeccao pelo DENV

Embora tenhamos encontrado grande variabilidade na producgéo das citocinas
IFN-y e IL-1B8, ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos de pacientes
DSSA e DCSA/DG e os controles. No entanto, ambos os grupos de pacientes com
dengue (DSSA e DCSA/DG) apresentaram niveis elevados de TNF-a e IL-10
Pacientes DCSA/DG

apresentaram niveis plasmaticos significativamente mais elevados de IL-6 e IL-10

guando comparados com o0s controles (p<0.0001).

guando comparados aos pacientes DSSA (tabela 4.10).

Tabela 4.10 Dosagem das citocinas nos controles e casos confirmados de dengue

segundo classificacao clinica

Citocinas
Controle DSSA DCSA/DG p
(pg/ml)
3.827 £0.5 21.83+£4.8 21.23+7.7
TNF-a <0.0001
(n=15) (n=125) (n=53)
0.533+0.1 5.568 £ 0.9 8.875+1.9
IL-10 <0.0001
(n=15) (n=125) (n=53)
5.511+1.6 10.06 £ 0.9 56.52 +40.7
IL-6 0.005
(n=4) (n=45) (n=21)
0.7695+0.1 11.17+£7.0 18.38 £ 12.2
IL-1B NS
(n=15) (n=125) (n=53)
217.4+116.8 324.0+73.8 204.3 £ 34.9
IFN-y NS
(n=5) (n=17) (n=11)

Valores expressos como média + SEM, n: numero de pacientes, NS: néo
significativo. Na analise estatistica dos grupos Controle, DSSA e DCSA/DG foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com o pds-teste de comparacao
de Dunn. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

Em seguida os niveis plasmaticos das quimiocinas IL-8/CXCL8, MCP1/CCL2
e IP-10/CXCL10 foram avaliados. De acordo com a tabela 4.11, podemos observar
niveis plasmaticos de MCP-1/CCL2, IP-10/CXCL10 e IL-8/CXCLS8 significativamente
mais elevados em ambos os grupos de pacientes com dengue (DSSA e DCSA/DG)
guando comparados aos controles; além disso, pacientes DSSA apresentaram
niveis significativamente mais elevados de IL-8/CXCL8 quando comparados com 0s
pacientes DCSA/DG.
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Tabela 4.11 Dosagem das quimiocinas nos controles e casos confirmados de
dengue segundo classificagdo clinica

Quimiocinas

Controles DSSA DCSA/DG p
(pg/ml)
3.320 £ 0.692 78.55 + 22.68 74.61 + 39.81
IL-8/CXCL8 <0.0001
(n=15) (n=125) (n=53)
147.1 £ 40.62 778.1 £84.8 717.4+110.4
MCP-1/CCL2 0.0003
(n=28) (n=44) (n=20)
76.05 + 16.58 571.5 + 66.36 946.4 + 255.3
IP-10/CXCL10 0.001
(n=28) (n=46) (n=20)

Valores expressos como meédia + SEM, n: numero de pacientes, NS: né&o
significativo. Na andlise estatistica dos grupos Controle, DSSA e DCSA/DG foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com o p6s-teste de comparacéo
de Dunn. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

A dosagem/quantificacdo das citocinas e quimiocinas segundo dias de
doenca também foi avaliada nos pacientes infectados pelo DENV. Niveis
significativamente mais elevados de IL-1B foram encontrados nos pacientes nos
primeiros dias de doenca (1-3 dias: 3.792 £ 1.395 pg/ml versus 4-7 dias: 0.706 %
0.070 pg/ml; p=0.0075). Por outro lado, pacientes entre 4-7 dias de doenca
apresentaram niveis plasmaticos significativamente mais elevados de IL-10 (quando
comparados 4-7 dias: 9.043 + 1.421 pg/ml versus 1-3 dias: 4.607 + 1.395 pg/ml;
p=0.0004 e versus >7 dias: 2.298 + 0.580 pg/ml; p<0.0001) (figura 4.4). Nao foi
observada diferenca estatistica quanto a producdo das citocinas TNF-q, IL-6 e IFN-y
nos diferentes dias de doenca (figura 4.4).

Em relacdo as quimiocinas, niveis significativamente mais elevados de
IL-8/CXCL8 foram encontrados nos pacientes nos primeiros dias de doenca (1-3
dias: 74.53 + 27.31 pg/ml versus 4-7 dias: 46.34 + 22.03; p=0.033). Por outro lado,
0s pacientes entre 4-7 dias de doenca apresentaram niveis plasmaticos
significativamente mais elevados de IP-10/CXCL10 (4-7 dias: 789.8 + 138.1 pg/ml
versus >7 dias: 152.1 + 38.8 pg/ml; p<0.0001). Em relacdo a dosagem de
MCP-1/CCL2, ndo encontramos diferenca estatistica entre os grupos por dias de
doenca, no entanto encontramos uma tendéncia significativa de diminuicdo na sua
producéo (1-3 dias: 1082 + 177.6 pg/ml; 4-7 dias: 711 + 59.0 pg/ml; >7 dias: 307.4 +
31.5 pg/ml; tendéncia linear, p<0.0001) (figura 4.4).

N&o houve diferenca estatistica em relacdo a dosagem das citocinas e

guimiocinas e o tipo de infec¢do primaria ou secundaria.
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Figura 4.4 Dosagem de citocinas e quimiocinas dos casos confirmados
de dengue segundo dias de doenca.

A) Dosagem de IL-1B, B) Dosagem de IL-10, C) Dosagem de IL-8/CXCL8, D)
Dosagem de MCP-1/CCL2, E) Dosagem de IP-10/CXCL10. Na andlise estatistica foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis com o pés-teste de comparacdo de Dunn e o poés-
teste de tendéncia linear. Valores de *p<0.05, **p<0.01 e **p<0.001 foram
considerados estatisticamente significativos.
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4.7 Andlise dos parametros de coagulacéo

Conforme apresentado na tabela 4.12, nossos resultados demonstraram que
0os pacientes DCSA/DG apresentaram niveis significativamente menores de
fibrinogénio quando comparados com pacientes DSSA.

Os niveis plasméticos do sTF, proteina que inicia o processo de ativacdo da
cascata de coagulacao, foram determinados conforme demonstrado na tabela 4.12 e
na figura 4.5, ambos os grupos de pacientes com dengue (DSSA e DCSA/DG)
apresentaram niveis plasméaticos significativamente mais baixos do sTF em relagdo
aos controles. Essa tendéncia também foi observada entre os dias de doenca, em
gue os valores comegam a diminuir entre 4-7 dias de doencga (1-3 dias: 16.58 + 3.1
pg/ml; 4-7 dias: 10.71 = 0.7 pg/ml; > 7 dias 10.85 + 0.8 pg/ml; tendéncia linear,
p=0.04).

Contrariamente ao que foi observado para o sTF, niveis significativamente
elevados do TFPI (inibidor fisiologico do TF) foram encontrados nos grupos de
pacientes com dengue (DSSA e DCSA/DG) quando comparados com os controles
(tabela 4.12 e figura 4.5). Nao encontramos diferencas significativas dos niveis do
TFPI em relacao aos dias de doenca.

Em relacdo com trombomodulina, ndo encontramos diferenca estatistica entre
0s grupos de pacientes e o0s controles (tabela 4.12). No entanto, niveis
significativamente elevados foram encontrados nos pacientes entre os dias 4-7 de

doenca (4-7 dias: 3337 £ 130.7 pg/ml versus >7 dias: 2754 + 198.1 pg/ml; p=0.024).

Tabela 4.12 Dosagem dos parametros de coagulacdo nos controles e casos

confirmados de dengue segundo classificacdo clinica

Parametros de

~ Controle DSSA DCSA/DG p
coagulagao
Fibrinogénio 290.3 £ 39.61 322.1+8.73 279.2 £ 18.76
0.0216
(mg/dl) (n=4) (n=66) (n=37)
20.45 + 3.08 13.06 £1.31 10.37 £0.59
STF (pg/ml) 0.0024
(n=9) (n=46) (n=19)
+ + +
TEPI (pg/mi) 16578 £ 1768 22184 + 1246 25871 + 2864 0.0498
(n=16) (n=40) (n=22)
+ + +
™ (pg/ml) 2855+ 162.7 3227 +£107.1 3154+ 189.3 NS
(n=9) (n=43) (n=22)

Valores expressos como média
significativo. Na analise estatistica dos grupos Controle, DSSA e DCSA/DG foi
utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com o po6s-teste de comparagéo
de Dunn. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Figura 4.5 Dosagem dos parametros de coagulacdo dos controles e casos
confirmados de dengue segundo classificacdo clinica.

A) Dosagem do sTF; B) Dosagem do TFPI. Na andlise estatistica dos grupos
Controle, DSSA e DCSA/DG foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
com o pos-teste de comparagéo de Dunn. Valores de *p<0.05, *p<0.01 e **p<0.001
foram considerados estatisticamente significativos.

Finalmente, ndo foi observada diferenca estatistica entre os parametros de

coagulacao estudados e o tipo de infec¢ao primaria ou secundaria.

4.8 Comparacdes das dosagens dos parametros de coagulagcédo na

presenca ou auséncia de sangramentos

Na analise dos parametros de coagulacdo na presenca ou auséncia de
sangramentos nos pacientes com dengue, como esperado, diminuicdo significativa
na contagem de plaquetas foi observada nos pacientes que apresentaram
sangramento. N&o foi observada diferenca estatistica em relacdo aos outros
parametros de coagulacdo estudados na presenca ou auséncia de sangramento
(tabela 4.13). No entanto, niveis significativamente elevados de transaminases foram

encontrados nos pacientes que apresentaram sangramento (tabela 4.14).
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Tabela 4.13 Comparacédo das dosagens dos parametros de coagulacdo segundo a

presenca ou auséncia de sangramentos nos casos confirmados de dengue

Parametros de Dengue Dengue
Coagulagao s/sangramento  ¢/sangramento
156.2 +5.2 116.7 £ 19.24
Plaquetas x 10° (min) 26.2+5.28 0.016
(n=182) (n=21)
308.4 + 8.87 286.8 + 35.88
Fibrinogénio (mg/dl NS
g (mg/dl) (n=91) (n=13)
213 +£102.2 116 + 254.
™ (pg/ml) 3213+ 10 3116 + 254.9 NS
(n=58) (n=7)
12.44+£1.05 10.58 + 0.35
sTF ml NS
(pg/ml) (n=59) (n=6)
22608 + 1275 28701 + 4773
TFPI (pg/ml) NS
(n=53) (n=9)

Valores expressos como média + SEM, n: numero de pacientes, NS: n&o
significativo. Na analise estatistica foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos

Tabela 4.14 Comparacao das dosagens das transaminases segundo a presenca ou

auséncia de sangramentos nos casos confirmados de dengue

Transaminases Dengue Dengue 0
s/sangramento  c/sangramento
ar +

AST/TGO 7683 236+ 80 0.002
(n=115) (n=17)
77+6.1 206+ 77

ALT/TGP 0.045
(n=115) (n=17)

Valores expressos como meédia £+ SEM, n: numero de pacientes. Na andlise
estatistica foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. Valores de p<0.05
foram considerados estatisticamente significativos.
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4.9 Correlacdes entre os niveis circulantes dos marcadores
inflamatérios (citocinas e quimiocinas) estudados com o0s

parametros laboratoriais associados a gravidade

Com o intuito de identificar as possiveis associacées dos fatores sollveis
estudados, avaliamos a correlacdo entre o0s niveis circulantes das
citocinas/quimiocinas com os diversos parametros laboratoriais associados a
gravidade.

Citocinas e quimiocinas sdo moléculas pleiotropicas, algumas séo induzidas
por vias similares e, portanto, podem estar presentes simultaneamente. Assim,
evidenciamos correlacdo positiva entre os niveis plasmaticos dos mediadores
inflamatoérios: TNF-a e IL-1B8 (r=0.491, p<0.0001); TNF-a e IL-8/CXCL8 (r=0.483,
p<0.00010); IL-10 e IP-10/CXCL10 (r=0.488, p<0.0001). Por fim, MCP1/CCL2 e IP-
10/CXL10 (r=0.623, p<0.0001) (fig. 4.6).

Observamos correlacao positiva entre os niveis plasmaticos de IL-6 com os
niveis de AST/TGO ou ALT/TGP. Da mesma forma, a quimiocina IP-10/CXL10
também apresentou correlacdo positiva com os niveis de AST/TGO e ALT/TGP. A
citocina IL-10 apresentou uma correlacdo positiva apenas com a AST/TGO (tabela
4.15). Correlacdo positiva entre os niveis circulantes de IL-10 e a relagédo
albumina/globulina sérica também foi observada (r=0.613, p=0.015, n=15).

Nossos resultados também indicaram uma correlacdo positiva entre os niveis
circulantes do IFN-y com a contagem dos mondcitos; e inversa entre 0s niveis
circulantes da MCP1/CCL2 com a contagem de linfécitos (tabela 4.15).

Contagem de plaquetas, leucécitos e linfécitos foram inversamente
correlacionados aos niveis circulantes de IL-10. De modo similar, os niveis
plasmaticos de IP-10/CXCL10 apresentaram correlacéo inversa com a contagem de

leucdcitos e plaguetas (tabela 4.15).
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Figura 4.6 Avaliacdo de associacado entre citocinas e quimiocinas

A) Niveis de TNF-a x IL-1B, B) Niveis de IL-10 x IP10/CXCL10, C) Niveis de
MCP1/CCL2 x IP10/CXL10, D) Niveis de IL-8/CXCL8 x TNF-a. Na analise estatistica
foi utilizada a correlagdo de Spearman. Valores de p<0.05 foram considerados
estatisticamente significativos.
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Tabela 4.15 Correlacdo entre as dosagens de citocinas e quimiocinas com os dados
laboratoriais dos casos confirmados de dengue

Leucécitos Linfécitos Mondcitos Plaquetas AST/TGO  ALT/TGP

NS NS NS NS NS NS
(n=156) (n=150) (n=147) (n=158) (n=104) (n=104)

TNF-a

NS NS r=0.428 NS NS NS
(n=25) (n=24) p=0.037 (n=25) (n=19) (n=19)

r=-0.394 NS NS r=-0.272 r=0.388 r=0.336

IP-10/CXCL10

p=0.034 (n=59) (n=57) p=0.034  p=0.008  p=0.024

NS NS NS NS NS NS

IL-8/CXCL8
(n=156) (n=150) (n=147) (n=158) (n=104) (n=104)

Foi realizada a correlacdo de Spearman. NS: correlacdo nao significativa; n: numero
de pares analisados. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente
significativos.

4.10 Correlacdes entre os niveis circulantes dos marcadores de
coagulacdo estudados com parametros laboratoriais

associados a gravidade

Numa tentativa de demonstrar a existéncia de associacdes entre os dados
laboratoriais e os diferentes parametros de coagulacao, foram realizadas analises de
correlacdes. Nossos resultados indicaram correlacdo inversa entre 0S niveis
circulantes do TFPI com a contagem de plaquetas e correlacdo positiva com 0s
niveis de AST/TGO e ALT/TGP (fig. 4.7).

Uma correlagdo positiva foi encontrada entre os niveis circulantes de TFPI e
SsTF (fig. 4.7). N&o foi observada diferenca estatistica em relacdo aos demais

marcadores de coagulacdo testados.
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Figura 4.7 Avaliacdo de associacado entre marcadores de coagulacao
e parametros laboratoriais

A) Niveis de sTF x TFPI, B) Niveis de TFPI x plaquetas, C) Niveis de TFPI x
AST/TGO, D) Niveis de TFPI x ALT/TGP. Na analise estatistica foi realizada a
correlacdo de Spearman. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente

significativos.
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4.11 Avaliacao de possiveis biomarcadores de gravidade

Todos os parametros estudados (citocinas, quimiocinas e marcadores de
coagulacao) foram associados na tentativa de sugerir um potencial biomarcador de
gravidade. Assim, demonstramos que niveis plasmaticos de IL-10 e IP-10/CXCL10
estiveram associados com parametros de gravidade como trombocitopenia e niveis
séricos elevados das transaminases. Niveis significativamente elevados de IL-10
foram evidenciados nos pacientes DCSA/DG, e n&o observamos diferenca
estatistica nos niveis de IP-10/CXCL10.

Na analise da &rea sob a curva ROC ndo encontramos bom valor preditivo
para [IP-10/CXCL10 (AUC=0.542, I1C95%: 0.389-0.695, p=0.586) e IL-10
(AUC=0.653, 1C95%: 0.569-0.737, p=0.001) na discriminacdo daqueles pacientes
gue desenvolverdo DCSA/DG. No entanto, IL-10 apresentou um AUC considerado
regular (figura 4.8).
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Figura 4.8 Curva ROC dos niveis circulantes de IL-10 e IP-10/CXCL10
A) IL-10 (n=178), B) IP-10/CXCL10 (n=66), n: numero de pacientes.
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5 DISCUSSAO

5.1 A nova classificacdo OMS 2009, manifestacdes clinicas e

caracteristicas laboratoriais

No Brasil, a transmissdo da dengue vem ocorrendo de forma continuada
desde 1986, intercalando-se com a ocorréncia de epidemias, geralmente associadas
com a introdugdo de novos sorotipos em areas anteriormente indenes. O maior surto
ocorreu em 2013, com aproximadamente 2 milhdes de casos notificados e
predominio da circulacdo do sorotipo DENV-4 (40). Nosso estudo foi realizado em
duas das regibes mais atingidas pela dengue no ano 2013 (Regido Sudeste com
926.595 e Regido Centro-Oeste com 270.797 casos notificados) (36).

De acordo com a nova classificacéo clinica proposta pela OMS no ano 2009
(68), o manejo adequado dos pacientes depende do reconhecimento precoce dos
sinais de alarme. Esses sinais sdo importantes, uma vez que surgem antes do
estabelecimento da dengue grave (203). O Brasil adotou oficialmente a nova
classificacdo a partir de janeiro de 2014 (204). Neste estudo, observamos um
predominio de pacientes com quadros clinicos brandos e sem sinais de alarme
(70,5%), em concordancia com os dados do Ministério da Saude 2013, sendo que
apenas dois pacientes (0,9%) apresentaram a forma grave da doenca.

Dentre os pacientes classificados como DCSA, evidenciamos que dor
abdominal persistente (63,5%) e sangramento de mucosas (32,3%) foram os sinais
de alarme mais frequentes, em acordo com estudos realizados na Asia (205, 206) e
no Brasil (207) que utilizaram também a nova classificacdo. A intensidade da dor
abdominal ndo tem sido associada a gravidade nem com faixa etaria (208, 209)
(210). Varias hipoteses foram formuladas em relacdo a dor abdominal na dengue,
como por exemplo, a distensdo da capsula hepética, a estimulacdo do plexo nervoso
produzido pelo edema no espaco retroperitoneal, e a diminuicdo da perfusdo
mesentérica (211), o envolvimento do pancreas (212, 213), ou do ducto biliar
também foram relacionados (214, 215). No Peru, foi relatado um caso de infeccéo
pelo DENV-4 que evoluiu com um quadro de colecistite aguda acalculosa (216).

Os sangramentos de mucosa mais frequentes foram gengivorragia e epistaxe,
em concordancia com outros estudos realizados na Asia (206) e no Brasil (84). Em
geral, os graus varidveis de hemorragia observados na dengue podem estar
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relacionados a defeitos na primeira fase da hemostasia, como resultado de
alteracbes nas plaquetas e aumento de permeabilidade vascular, mas também a
partir de desordens na coagulagdo, como a coagulagao intravascular disseminada
nos casos graves (217). Estudo recente ndo encontrou associagao entre aumento da
permeabilidade vascular e sangramento, sugerindo que sao fendmenos
independentes, conforme estabelecido na nova classificagdo de OMS (218).

Com base na determinagcdo de anticorpos anti-dengue IgG e na relagéao
IgM/1gG, 85,2% dos casos confirmados de dengue deste estudo apresentaram
infeccdo secundéria, dentre estes a maioria (94,7%) eram de DCSA/DG. Esse
método evidenciou que a maior parte da populacdo estudada ja tinha antecedente
de infeccao, provavelmente pelo DENV-1 e/ou DENV-2 no Brasil (219).

As infeccdes pelo DENV-4 geralmente sdo caraterizadas por um quadro
clinico mais brando em comparacdo aos outros sorotipos (220-222), incluindo
aqueles pacientes com coinfec¢do por outros virus, como HIV (223). No entanto,
varios estudos tém relatado casos de FHD (20, 97, 98, 220) e 6bitos (224) com o
sorotipo 4, principalmente nas infeccbes secundarias.

Trabalhos vém demonstrando associacéo entre viremia, através da dosagem
do antigeno NS1 como marcador de carga viral, e gravidade da doenca, em geral
nas infeccdes pelos sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, (157, 225-228). No
nosso estudo, em pacientes infectados pelo DENV-4, ndo encontramos diferenca
significativa nos niveis circulantes do antigeno NS1 (avaliado pela Densidade Optica
obtida no teste) entre os pacientes DSSA e DCSA/DG (dados néao apresentados).

As principais alteracdes hematologicas relatadas em pacientes com dengue
sdo: aumento do hematdcrito, leucopenia e trombocitopenia (229). No nosso estudo,
54,2% dos pacientes apresentaram leucopenia e 24,1% trombocitopenia. A
contagem de leucdcitos e plaquetas foi significativamente mais baixa nos pacientes
DCSA/DG em comparacdo com os pacientes DSSA. Esses resultados corroboram
com estudos prévios realizados no Brasil em pacientes graves e brandos (73, 230).
Além disso, 27,7% dos pacientes DCSA/DG apresentaram contagem de plaguetas
<50,000/mm?3. De fato, a trombocitopenia acentuada é observada na infeccéo grave
pelo DENV e associada, em alguns casos, com 0 aparecimento de manifestacdes
hemorragicas (217, 229).

Observamos que tanto a trombocitopenia como os elevados niveis séricos de
transaminases foram associados com a presenc¢a de sangramento, corroborando os

estudos anteriores (151, 231).
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Hipoteses vém sendo formuladas visando a elucidacdo dos provaveis
mecanismos responsaveis pela trombocitopenia na dengue. Numa primeira
abordagem o DENYV afetaria as células progenitoras da medula 6ssea inibindo suas
funcbes (232). Ainda, mecanismos indiretos ao virus, diminuiriam capacidade
proliferativa das células hematopoiéticas (233). De fato, existem evidéncias de que o
DENV induz hipoplasia da medula 6ssea na fase aguda da doenca (234), e estudo in
vitro demonstrou que o DENV-4 se replica em células progenitoras da medula 6ssea
humana alterando a sua capacidade proliferativa (235). Numa segunda abordagem,
mais periférica, a infeccdo pelo DENV induziria consumo plaquetario em decorréncia
de coagulacao intravascular disseminada, destruicdo das plaguetas em decorréncia
de uma maior lise pelo complemento e apoptose. Ainda, pelo envolvimento de
anticorpos antiplaquetarios (236, 237).

De acordo com dados da literatura, a leucopenia e trombocitopenia precedem
ao aumento do hematdcrito (68). A leucopenia € observada na fase aguda, assim
como a trombocitopenia, no entanto atinge menores niveis na defervescéncia,
periodo em que se observa aumento do hematdcrito (68, 229). No entanto, nao
observamos diferenca significativa nos valores do hematdcrito, provavelmente
devido ao baixo numero de casos graves e também por conta da hidratacdo venosa
recebida pelos pacientes DCSA/DG. Pacientes com outras doencas febris (ODF)
apresentaram valores de referéncia dentro da normalidade e diferenca significativa
guando comparados com o0s grupos DSSA e DCSA/DG corroborando com a viséo
de que essas alteracdes hematologicas sdo caracteristicas do DENV.

Nossos resultados corroboram com diversos trabalhos que demonstraram
presenca de leucopenia na dengue. De fato, uma reduc&o no namero de linfécitos T
CD4 com inversao da taxa CD4/CD8 é descrita na fase aguda da doenca (148, 160).
As causas da reducao de linfécitos sdo discutidas e parece envolver mecanismos de
migracdo e apoptose. Recentemente, a equipe do nosso laboratério demonstrou
uma maior frequéncia de linfécitos T CD4 e CD8 expressando o receptor de
guimiocina CCR5 na fase aguda da doenca. Nesse trabalho, foram observados
baixos niveis da quimiocina CCL5/RANTES no sangue e elevada expressdo em
tecidos hepaticos de casos fatais, sugerindo a migracédo dos linfécitos para tecidos
inflamados. Além disso, Torrentes e colaboradores demonstraram a associacao
entre um perfil de ativacdo de subpopulagdes de linfocitos T e susceptibilidade a
apoptose, principalmente nos casos graves de dengue (238), indicando que

apoptose poderia estar envolvida na reducao periférica destes leucécitos.
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O envolvimento hepatico é uma das caracteristicas da infeccdo pelo DENV.
As alteracdes hepaticas, incluindo hepatomegalia e aumentos das transaminases ja
foram descritas tanto em casos de DC como de FHD (239-242). A Insuficiéncia
hepética aguda associada com a dengue tem sido descrita mais frequentemente em
criangcas (243-245) e em alguns casos nos adultos (246-250). Em geral, o
envolvimento hepético na maioria dos casos prolonga o curso clinico da infeccéo,
mas nao constitui um sinal de mal prognostico. Nossos resultados demonstraram
gue cerca de 60% dos pacientes com niveis de transaminases acima dos valores
normais, em particular pacientes DCSA/DG, apresentaram valores ainda mais
elevados, e um dos pacientes desenvolveu hepatite grave.

A patogénese do envolvimento hepatico na dengue ainda é pouco
compreendida. Estudos demonstraram a presenca do DENV nos hepatdcitos e nas
células de Kupffer (56). Sugere-se que ao contrario da febre amarela, a apoptose
precoce dos hepatocitos infectados, seguida de uma rapida eliminacéao pelas células
fagociticas, poderia contribuir para a limitacdo da propagacdo do DENV. Por outro
lado, a resposta efetora das células NK e TCD8 induziria a lesdo nos hepatocitos
pelo efeito citolitico direto destas células ou através das citocinas liberadas (251,
252).

De maneira geral, como relatado por outros autores, também observamos que
0s pacientes com dengue apresentaram maiores niveis sericos de AST/TGO quando
comparados com os niveis de ALT/TGP. Esses dados diferem do encontrado em
pacientes com infeccao pelo virus da hepatite B ou C, em que os niveis de ALT/TGP
sdo maiores que AST/TGO (239-242). Estudo demonstrou a inversdo da taxa
TGO/TGP na fase de convalescéncia da dengue (253). As diferentes variacdes nos
niveis das transaminases durante a dengue nao estdo completamente elucidadas. A
enzima AST/TGO é também produzida por outros 6rgdos, como coracdo, musculo
esquelético, rins e cérebro, assim como pelas hemécias e leucdcitos, enquanto a
ALT/TGP é produzida principalmente pelo figado. Assim, uma elevacdo dos niveis
de AST/TGO na dengue, poderia refletir lesdo em outros 6rgdos alvo (59, 254, 255).
A enzima ALT/TGP possui meia vida mais curta que a AST/TGO. Assim, uma
diminuicdo lenta nos niveis de AST/TGO na dengue, poderia ser devido a meia-vida
mais prolongada desta enzima ou estaria refletindo uma recuperacao mais lenta do
figado (251).

Além disso, coinfeccdo DENV e o virus da hepatite B (242, 256), uso de

drogas hepatotoxicas, como o paracetamol ou ainda com uso de ervas medicinais,
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podem também contribuir para elevagdo das transaminases durante a infecgéo (257,
258). Neste estudo, nédo foi possivel avaliar adequadamente estes antecedentes nos
pacientes. Interessantemente, os pacientes com outras doencas febris (ODF)
apresentaram niveis séricos das transaminases dentro da normalidade.

No nosso estudo um caso de dengue grave apresentou diagnostico de
Sindrome de Guillain-Barre (SGB) duas semanas depois do inicio da doenca. Na
literatura, a incidéncia de manifestacdes neurolégicas pode variar entre 0.5-21%
(259), sendo a SGB raramente diagnosticada (260-263). No entanto, o DENV como
causa de SGB pode ser subestimado, uma vez que 0s pacientes podem ser
oligossintomaticos ou ndo apresentar sintomas caracteristicos da dengue (264).
Evidéncias sugerem que as manifestagbes clinicas da SGB sao resultado de
reacdes imunoldgicas mediadas pelas células T ativadas que atravessam a barreira
hematoencefalica e induzem les&o nas células de Schwann através das citocinas e
guimiocinas liberadas (265).

Estudo relatou uma maior frequéncia de manifestacbes respiratorias e
erupcdo maculopapulosa nas infeccbes pelo DENV-4 em comparacdo aos outros
sorotipos (266). No nosso trabalho, outros sinais e sintomas nao foram avaliados

pela auséncia de alguns desses dados na ficha clinica.

5.2 Citocinas e Mediadores inflamatérios na imunopatogénese da

dengue

Muitos estudos realizados em amostras clinicas de pacientes com dengue na
fase aguda mostram niveis circulantes aumentados de mediadores inflamatdrios
(citocinas e quimiocinas). N0s demonstramos que os pacientes DSSA e DCSA/DG
apresentaram niveis plasmaticos significativamente elevados da citocina TNF-a
guando comparadas com o grupo controle, corroborando estudos prévios e também,
estudos do nosso grupo (147, 149, 152, 155, 267, 268).

O TNF-a é uma citocina frequentemente associada com a gravidade da
dengue (150, 269). No entanto, estudos realizados em pacientes adultos brasileiros
demonstraram associacao do TNF-a com gravidade durante infeccdo pelo DENV-2
(149), mas nao durante infec¢ao pelo sorotipo DENV-3 (147). Nao encontramos no
nosso estudo, com predominancia de infeccao pelo sorotipo DENV-4, relacdo entre

TNF-a e gravidade.
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Niveis plasméticos significativamente elevados de IL-6 foram encontrados nos
pacientes DCSA/DG quando comparados aos pacientes DSSA. Altos niveis desta
citocina foram observados em criancas asiaticas com FHD/SCD, além de uma
associacdo com a gravidade da doenca (270). Concentracdes elevadas de IL-6
podem causar lesédo tecidual em algumas doencas, e especialmente na dengue
grave (271). Nossos resultados corroboram o estudo de Rathakrishnan e
colaboradores que também utilizaram a nova classificacdo (161) e com demais
estudos que encontraram niveis circulantes alterados de IL-6 nos pacientes (154,
272, 273). Interessantemente, foi demonstrada associacao da IL-6 com o DENV-4
em pacientes com FHD e infecgdo secundaria (274).

As citocinas proinflamatérias TNF-a, IL-1B8 e principalmente IL-6 induzem a
expressdo de proteinas de fase aguda pelos hepatoécitos, como proteina C reativa,
amiloide P sérico (SAP) e fibrinogénio (275-277). As pentraxinas, proteina C reativa
e SAP podem reconhecer antigenos dos patégenos ativando o sistema
complemento pela ligacdo ao Clq (via classica) (278). A proteina C reativa €
frequentemente utilizada como marcador de inflamacdo e infeccdao (279) e na
infeccdo pelo DENV, € um dos biomarcadores do diagnostico precoce e prognéstico
de gravidade (274, 280). De fato, encontramos uma tendéncia significativa de
incremento nos niveis séricos da proteina C reativa nos pacientes DCSA/DG em
comparacao com os pacientes DSSA e o grupo ODF.

N&do observamos diferenca estatistica nos niveis circulantes de IL-1B nos
pacientes com dengue, mas encontramos niveis aumentados nos primeiros dias de
doenca. A IL-1Ra é um antagonista natural da IL-1 sendo capaz de bloquear os seus
efeitos (281, 282). Estudos prévios encontraram niveis alterados de IL-1Ra em
pacientes brasileiros com DC (272, 283) e outro estudo encontrou associacdo com
gravidade (154). E provavel que o balanco entre IL-1 e IL-1Ra esteja influenciando o
desfecho clinico durante a dengue.

Nés ndo encontramos diferenca significativa na dosagem de IFN-y entre os
diferentes grupos estudados. Muitos estudos clinicos com dosagens de IFN-y foram
descritos, mas os resultados entre eles diferem. Por exemplo, niveis séricos
aumentados de IFN-y foram observados na DC, mas ndo na FHD (284). Em
resposta a NS3 do DENV-3, pacientes com FHD produziram altas quantidades de
IFN-y quando comparados com pacientes com DC (285). Nosso grupo demonstrou
aumento nos niveis circulantes do IFN-y nos casos graves na epidemia de DENV-3

em 2002 (147).
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Interessantemente, encontramos correlagdo positiva entre os niveis do IFN-y
e a contagem de mondcitos. O IFN-y aumenta a expressdo de moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal de classe Il (MHC-II) nos mondcitos,
ativando estas células as quais produzem mediadores inflamatorios. Além disso, o
IFN-y possui importante papel na resposta antiviral durante a infeccédo pelo DENV
através da inducdo de moléculas efetoras e antivirais, como o 6xido nitrico via
monacitos (286).

A IL-10 é produzida por mondcitos e linfocitos T sendo uma potente citocina
anti-inflamatéria e uma molécula importante na desativacdo dos mondcitos (287). Na
inducdo de resposta anti-inflamatéria, IL-10 inibe a resposta proliferativa das células
T e atranscricdo de citocinas, principalmente IFN-y (288, 289). Na sepse bacteriana,
IL-10 é associada ao mau progndéstico, uma vez que altos niveis circulantes sao
detectados nos casos graves (287). Na infeccao pelo DENV, os niveis circulantes de
IL-10 j& foram associados a derrame pleural nos pacientes com FHD (156). Nosso
estudo encontrou niveis significativamente elevados de IL-10 nos pacientes
DCSA/DG em concordancia com outros (148, 156, 161, 290).

Dentre as citocinas por nos estudadas, IL-10 foi a que mais apresentou
associagcbes com o0s parametros laboratoriais de gravidade. Demonstramos
correlacdo inversa entre os niveis séricos da IL-10 com contagem de plaquetas e
leucadcitos totais e correlacdo positiva com 0s niveis plasmaticos de AST/TGO e a
relacdo albumina/globulina sérica, esta ultima relacionada com o fenémeno de
extravasamento plasmatico. Estudo demonstrou correlacdo negativa entre niveis de
IL-10 e contagem de linfécitos T CD4+ e CD8+ em pacientes com FHD (291).
Estudos prévios do nosso grupo também evidenciaram correlacéo inversa da IL-10
com contagem de plaquetas durante epidemia pelos DENV-1 e DENV-2 em 2001
(148), semelhante aos nossos dados com o DENV-4, reforcando a importancia da
IL-10 no contexto da infeccédo pelo DENV.

As plaquetas séo ativadas diretamente pelo DENV e sofrem apoptose (236).
Além disso, o aumento de agregados plaquetas-mondcitos foram detectados na
dengue e estes induziram a producéo de varias citocinas incluindo a IL-10 (292).

Embora grande parte dos estudos referentes a IL-10 demonstrem seu
envolvimento nos eventos relacionados a gravidade da doenca e, portanto, como um
potencial biomarcador de gravidade (293, 294), a andlise da area sob a curva ROC
nao indicou seu valor preditivo na discriminacdo de pacientes que apresentaram
sinais de alarme ou forma grave da doenca.
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Nosso estudo demonstrou aumento na circulagdo das quimiocinas
IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 e IP-10/CXCL10 nos pacientes com dengue em relacéo
aos controles. Apenas a IL-8/CXCL8 apresentou maiores niveis circulantes nos
pacientes DSSA quando comparados com pacientes DCSA/DG corroborando com o
estudo de Rathakrishnan e colaboradores (161). No entanto, outros estudos
encontraram maiores niveis de IL-8/CXCL8 nos pacientes graves (159, 161, 192,
295).

IL-8/CXCL8 é uma quimiocina com efeito pro-inflamatério e capacidade de
induzir a ativacdo e degranulacdo de neutrdfilos. N6s observamos que tanto os
pacientes DSSA e DCSA/DG apresentaram diminuicdo na contagem dos neutréfilos,
sugerindo migracdo destas células. Juffrie e colaboradores demonstraram
correlagdo positiva entre niveis circulantes de IL-8/CXCL8 e produtos de
degranulacao de neutréfilos (elastase e lactoferrina), sugerindo o envolvimento desta
citocina na ativacdo dos neutrofilos na dengue (295). NOs encontramos maiores
niveis de IL-8/CXCL8 nos primeiros dias de doenca. Neste contexto, a producao
precoce e abundante da quimiocina IL-8/CXCL8 pelas células refletiria o
recrutamento inicial dos neutrdfilos para os tecidos (296).

A CXCL10-/1P10 € uma proteina pleiotropica agindo nos mondcitos, células
NK e células T induzindo a migracdo e regulacdo destas células, sendo um
importante mediador da resposta inflamatéria (297). Nosso grupo ja demonstrou
niveis aumentados de CXCL10-/IP10 nos pacientes com dengue (160), e da mesma
forma, nosso estudo corroborou esses achados.

Embora ndo tenhamos encontrado diferenca significativa nos niveis de
CXCL10-/IP10 nos pacientes DSSA e DCSA/DG, evidenciamos correlacao positiva
desta quimiocina com os niveis de transaminases (AST/TGO e ALT/TGP). Estudos
ja evidenciaram correlacdo positiva de IP-10/CXCL10 com a lesdo hepatica em
pacientes infectados com virus da hepatite C (298). Rathakrishnan e colaboradores
encontraram associacao direta entre IP-10/CXCL10 com transaminases nos
pacientes com dengue (161).

Nés encontramos elevados niveis de MCP-1/CCL2 nos pacientes com
dengue, os quais diminuiram significativamente no decorrer da infeccdo. Além disso,
demonstramos correlagdo inversa com a contagem de linfécitos. MCP-1/CCL2 é
uma quimiocina importante no recrutamento dos mondcitos/macréfagos e
responsavel pela migracdo de células T de memoria. MCP-1/CCL2 é produzida por

muitas células, como fibroblastos, ECs, astrocitos, células epiteliais e células do
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musculo liso. Estas células sdo importantes nas respostas antivirais na circulagéo
periférica bem como nos tecidos (299).

Estudo demostrou aumento da permeabilidade vascular em células
endoteliais vasculares num mecanismo dependente de MCP-1/CCL2 produzida em
resposta a mondcitos infectados pelo DENV-2 (146). Estudos prévios do nosso
grupo encontraram elevados niveis de MCP-1/CCL2 nos pacientes com dengue e
associagao com hipotenséo e trombocitopenia (147, 283).

Interessantemente, nés encontramos correlagdo positiva entre as citocinas
IL-18 e TNF-q; e também entre a IL-8/CXCL8 e o TNF-a. No contexto da infec¢do e
inflamacéo, as citocinas apresentam efeitos sinérgicos sobre o endotélio vascular,
como por exemplo, o TNF-a, IL-1B e IL-8/CXCL8, exacerbando ativagdo e
consequente permeabilidade vascular. Além disso, outras citocinas pro-inflamatorias
como IFN-y, IL-6 e quimiocinas como IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 e IP-10/CXCL10 ja
foram descritas em pacientes com dengue (146, 150, 158, 300, 301).

5.3 Disturbios da coagulacdo na dengue

A hemostasia depende do equilibrio entre os processos de coagulacédo e
fibrindlise. Existem opinides divergentes quanto a ativacao alterada da fibrindlise e a
possibilidade de existéncia de coagulacdo intravascular disseminada na dengue
(193, 195, 302).

A via extrinseca da coagulacdo dependente do TF é o principal mecanismo
através do qual se gera trombina em resposta a lesdo vascular. O TF € uma proteina
transmembrana de 47 kDa, presente nas células associadas com a parede vascular
como células de musculo liso, fibroblastos e pericitos, sendo expresso nas lesdes
vasculares. As células endoteliais e 0s mondcitos normalmente ndo expressam o TF,
mas podem expressa-lo em resposta aos estimulos de citocinas como o TNF-a e
IL-1B8. Desta forma, os mondcitos e células endoteliais sdo fontes do TF solavel
(STF) (303).

Nosso grupo demostrou maior expressdao do TF em mondcitos de pacientes
graves quando comparados aos pacientes brandos. Além disso, a contagem de
plaquetas estava inversamente associada a expressdo do TF nos mondcitos,
sugerindo que a ativacdo dessas células durante a infeccdo aumenta a expressao

do TF contribuindo para trombocitopenia (200).
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Estudo in vitro demonstrou que a infeccdo de células endoteliais pelo DENV
induz expressédo do TF e ativacdo do receptor PAR-1 (304). Outro estudo
demonstrou maiores niveis plasmaticos do TF em criangas com SCD (196).

Em contraste ao TF, o TFPI é uma proteina anticoagulante produzida pelas
células endoteliais, células do musculo liso e plaquetas, e atua inibindo o complexo
TF-Vlla e o fator Xa, mas também apresenta propriedades anti-inflamatorias
relacionadas a inibicdo de formacgé&o de trombina.

Neste estudo, encontramos niveis aumentados do TFPI nos pacientes com
dengue quando comparados aos controles. Ainda, observamos correlagao direta
entre os niveis circulantes do sTF e TFPI. Possivelmente, o aumento dos niveis de
TFPI durante a infeccdo pelo DENV seja um mecanismo regulador da expressao
aumentada do TF e, consequentemente, da coagulacdo. Além disso, observamos
gue a contagem de plaquetas foi correlacionada inversamente com o0s niveis de
TFPI. Provavelmente, a inibicdo do TF esteja relacionada com trombocitopenia.

Niveis plasmaticos reduzidos do sTF foram encontrados nos pacientes com
dengue em comparacdo com os individuos saudaveis. Os resultados obtidos na
avaliacdo do sTF em nosso estudo diferem do trabalho de Wills e colaboradores
(196) certamente devido ao quadro clinico mais brando dos pacientes infectados
pelo DENV-4. No entanto, precisariamos de um estudo comparativo com pacientes
infectados por outros sorotipos para confirmar essa hipotese.

Geisbert e colaboradores mostraram que a administracdo de inibidor do TF
reduziu a mortalidade de primatas que receberam dose letal do virus ebola,
mostrando que, de fato, a cascata da coagulacdo é um importante componente na
patogenia das febres hemorragicas virais (198, 199).

A trombomodulina (TM) é uma glicoproteina com propriedade anticoagulante,
pela inibicdo da trombina e ativacdo da Proteina C (305). Além das acles
anticoagulantes, as propriedades anti-inflamatorias da TM tém sido documentadas.
Estudo mostrou que o tratamento de células endoteliais com anticorpo anti-
trombomodulina induziu vias de sinalizacdo inflamatérias (306). Além disso, 0s
efeitos benéficos de TM foram demonstrados em ensaios clinicos. A trombomodulina
alfa recombinante, com acdes anticoagulantes e anti-inflamatorias foi efetiva na
resolugdo rapida da coagulacdo intravascular disseminada, mostrando ser mais
eficiente na inibicdo da coagulagéo do que a terapia tradicional com heparina (307)

Niveis aumentados de TM foram encontrados nos pacientes com FHD/SCD e

associados com ativacéo das células endoteliais e choque (151, 196, 308). O estudo
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de Del Moral-Hernandez e colaboradores demonstraram que pacientes com FHD e
infectados pelo DENV-2 apresentaram maiores niveis circulantes de TM quando
comparados com pacientes infectados pelo DENV-1 (308). Nao encontramos
diferenca significativa nos niveis plasméticos de TM nos pacientes analisados,
provavelmente devido ao perfil brando do grupo analisado e o predominio do DENV-
4. No entanto, niveis significativamente mais elevados foram encontrados nos
pacientes entre os dias 4-7 de doenga.

Niveis diminuidos de fibrinogénio foram encontrados nas formas brandas e
graves da dengue (194, 196). O fibrinogénio € uma proteina de fase aguda e uma
guantidade consideravel tem que ser consumida antes que 0s niveis plasmaticos
diminuam. NOs encontramos niveis significativamente diminuidos de fibrinogénio nos
pacientes DCSA/DG em comparacdo com pacientes DSSA, mas em ambos o0s
niveis de fibrinogénio ndo foram estatisticamente diferente dos controles.

Outra associacdo interessante foi encontrada entre o0s niveis de
transaminases e presenca de sangramentos nos pacientes. Embora o envolvimento
do figado pudesse contribuir nos transtornos hemostaticos, os estudos soO
encontraram testes de coagulacdo muito alterados nos pacientes DENV+ com
insuficiéncia hepatica, sugerindo-se que a funcéo de sintese hepatica dos fatores de
coagulacao geralmente é bem compensada (242).

Finalmente, nosso estudo tem algumas limitacbes a ter em conta, como o
desenho de corte transversal com numero insuficiente de pacientes graves e
tamanho amostral heterogéneo para a analise dos parametros estudados, embora

represente o perfil de resposta inflamatoria encontrada na epidemia pelo DENV-4.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVA

v' A epidemia de 2013 apresentou uma maior incidéncia do DENV-4 e em
sua maioria 0s pacientes apresentaram manifestacdes clinicas brandas,

corroborando com os dados apresentados pelo Ministério da Saude.

v' Uma maior proporcdo de infeccdo secundaria foi demonstrada nos
pacientes, em concordancia com os dados epidemioldgicos do Brasil.

v" Niveis elevados de citocinas (TNF-a, IL-10 e IL-6) e quimiocinas
(IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 e IP-10/CXCL10) foram observados nos
grupos de pacientes infectados pelo DENV em relagdo aos controles,

indicando o envolvimento destas proteinas na dengue.

v Niveis elevados de IL-10 e de IP-10/CXCL10 foram correlacionados a
trombocitopenia e aos niveis das transaminases hepaticas, sugerindo uma
importante participacdo em potencial destes mediadores inflamatérios na

patogénese da doenca.

v Nao encontramos um bom valor preditivo de IL-10 e IP-10/CXCL10 na
discriminacdo daqueles pacientes que desenvolverdo DCSA/DG. No
entanto pacientes DCSA/DG apresentaram maiores niveis de IL-10,

enfatizando sua importancia na dengue.

v/ Baixos niveis circulantes de TF e altos niveis de TFPI foram detectados
nos pacientes com dengue, sugerindo desregulacdo da cascata da

coagulacao.

Como perspectiva, pretendemos estudar mediadores inflamatorios e de
coagulacdo em pacientes infectados por outros sorotipos do DENV, também
propomos analisar a expressdo do TF e receptores PAR-1 e PAR-2 nos leucdcitos

humanos durante a infeccao.
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Infiormacao soore 3 venopunciura 3 qual serdo submetidos os voluntaros 2 fomece o nome, enderego &
telefone do responsavel pela pesquisa, as5im como 0 do Comite de Eica. Consta do TCLE o pedido de
COnSEnimentn dos responsavals por VOIUMESNos menores de idade.O Tamo de assentmentn, por faa
etana, para menores de 18 anos fol acrescentada.

Projetn de Pesquisa no Sarmato 4a PB & no formato de projeto gentfco. Consta no documeanto no Somato
da PB a FIOCRUZIOC no Apoko Financeirn, com datos do CEP FICCRUZIOC: CNPJ, amal & telefone.

O Cronograma fiol ahslzado.

Foram anexados 06 termos de compromissaipanicipagdo das Instiulgles Co-participantes |Secretarna
Municipal de Sa0de do Rip de JaneiniFd, Fundagdo Municipal de Saide de MR, UFMS e UFPE)

Racomendacies:
Apresentar relatonos parcials (anuais) @ retatorio final do projeto de pesquisa & responsablldade Indelegavel
o pesquisador principal.

Cluakquer modificagdo ou emenda a0 projeio de pesquisa em pauta deve ser submetida 3 apreciagdo do
CEP Floone o,

Conclusles ou Pandénclss & Lista de Inadequagiees:

Dilarie do exposta, em sua 13% Reunido Ordinada, reallzada em 16122013, o Comité de Etica em
Pesquisa do Insttuln Cewaldo Cne (CEP FIGCRUZI0C), de aconda com 35 atfbulples definidas na Res
CHS 46612, manifests-62 por aprovar o projeto de pesquisa em pauta.

SIRuaGEn 00 Parscar

AprOVano

Ersitecn: Av. Bemsld 8055, Saiw 705 |Exparsdc)

Bairio: Manguinhos CEP: 21 S-360

UF: A Nunksipla: RO DE BNERD

Tebaform. (2028500010 Pl [SH[EE2E1-8E513 E-mall: cesboorur@oc Becrur br
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ANEXO C. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE COMESENTIMENTO LIVRE E EZCLARECIDD

Instituigao: Fundacao Cswaldo Cruz-l0C e Hospital Rio-Laranjeiras

Projeto de Pesquisa: ImuncraToLoGia os Densue: Envolvimento da imunidade inata e
adaptativa na imunopatologia da infecclo pelo Dengue

Investigadores:Frof Dr. Paulo Viera Damasco, DRA. LUz saris oE SLIVEIRA PINTS, DiRa.
ELZMANDES LEAL AZEREDD, Disa. CLase FERnanoEs Hussiwa.

Objetivo da Pesquisa: EaTuDaR & DOENCA DA DENGUE FARA MELHORAR 08 TRATAMENTOS E
AJUDAR O DESENYOLVIMENTD DE UMA VACINA EFICAZ.

Eu, fui mnformade de gue
este estudo e para obter mais conhecimenios sobre minha doenca, que se chama
CENMGUE. MmHa PARTICIPAGAD JERA APEMAZ PARA DOAR EANOUE DURANTE OU APGE MEU
ATENMDIMENTC MEDsco. Os resultados deste estudo n3o me beneficiarao diretamente, mas
poderao no futuro beneficiar outras pessoas com esta doenga.

O procedimento sera o seguinte: uM vOLUME DE 5 ML ou oE 20 ML 2aNouUE sera obtido
por pungao da veia do antebraco. no mesmo momento em que for coletado sangue PARA
DOZAGEM DE PLAGUETAZ E HEMATOCRITD MECEEZARIDE FARA CONHECER E COMTROLAR A
GRAVIDADE DO MEU E3TADD. SEREI JOLICITADD & DOAR 3 oU 20 ML 2ANGUE UMA VEZ AFOE A
RECUFERAGASD (ENTRE 1 & 2 MEEES) COM A FIMALIDADE DE COMFIRMAR & HORMALIDADE DOE
EXAMES LASORATORIAIE.

Foi-ME EXPLICADD QUE EETA QUANTIDADE DE EAMGUE REPAEIENTA UMA PERUENA
PORGAD DO @UE POSEU0 E 3UA RETIRADA HAD VAl ME FREJUDICAR.

A refirada do sangue sera feita por um enfermeiro ou tecnico do Hospital Rio-
Laranjeiras. Js possiveis desconfortos e riscos, 58 ooHTerem, sao aqueles relacionados
COM a retirada de sangue, como dor local efou hematoma {rouxid3o) no local da pm;al:-
com duragio de 2 a 5 dias. Todos os cuidades serdo tomados, come uso de seringa,
agulha = gaze descartaveis e alcool para assepsa local, enfre cutros. Cuanto 305 exames
& procadimentos nac foram identificados riscos até o momento.

Os resultados deste estudo serdo relatados a minha pessca e considerados
confidenciais, pedendo os mesmos ser divulgados na forma de comuni 3o cientifica.
Entretanto ndo serd permitida a minha identificagdo, o que garante a minha privacidade.

0 pesquisador responsavel colocou-me 3 par destas nformacdes, estando 3
disposicao para responder minhas perguntas sempre que eu tiver novas dividas. Tambem
tenho toda oerdade para contactar os demais pesquisadores envolvidos neste estudo.

MiHA PARTICIPACED NESTE ESTUDD E INTERAMENTE VOLUNTARIA, E 20U LIVRE FARA
RECUSAR & PARTICIPAR MO ESTUDG, OU ME RETIRAR EM GUALGUER FAZE DA FESQUISA SEM
EUE (330 POSEA AFETAR OU PREJULMCAR O CUIDAGD MEDICO & GUE DEWVD RECEBER.

Recebi wma copia deste termo de consentimento, e pela presente consinto
wvoluntariaments em participar deste estudo, permitinds gue os procedimentos acima sejam
realizados na minha pessoa.

MNome
Eu, Responsavel pele menor acima identificado, autorizo sua participagdo, como
voluntario (a) no presente projeto de pesquisa.
Ciata:
MNome :
Aszsinaturs ;
Pesguisadores: Dra. Luzia Maria de Oliveira Pinto (021)8755-7771
Dra.Elzinandes L Azeredo (021) 7183-0093
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TERMO DE COMEENTIMENTD LIVRE E ESCLARECIDD

Instituigao: Fundagao Cswaldo Cruz-10C e Centro de Referencia de Dengue (CRD) -
Hospital Plantadores de Cana, Campos dos Goytacazes, Rio de Janeino.

Projeto de Pesquisa: IMunoraToLosia oa Demcus; Envolvimento da munidade inata e
adaptativa na imunopatologia da infecgao pelo Dengue

Investigadores:Prof Da. Luz Josi oE souzs, DRA LUZIA MARLA DE OLIVEIRS PINTO, DR
ELZBANDESD LEAL AZEREDD, Das. CLssE FERNANDED KUSELRA

Objetivo da Pesquisa: EaTunaAR A DOENCA DA DEMNGUES PARA MELHORAR OF TRATAMENTOS E
AJUDAR O DESENVOLVIMENTD DE UMA VACINA EFICAZ.

Eu, fui mformade de gue
este estudo & para obter mais conhecimentos sobre minha doenca, gue se chama
CENGUE. MiMHA FARTICIPAGAD ZERA APEMAS PARA DOAR SANOUE DURANTE OU AFPGE MEU
ATENDIMENTO MEDico. Os resultados deste estudo ndo me beneficiarao diretamente, mas
poderao no futuro beneficiar outras pessoas com esta doenga.

O procedimento serd o seguinte: UM vOLUME DE 5 ML ov oE 20 ML samcuEe sera obtido
por pungao da veia do antebrago. no mesmo moments em que for coletado sangue FARA
DOSAGEM DE PLARUETAS E HEMATOCRITO MECESZARIOE FARA CONHECER E CONTROLAR A
GRAVIDADE DO MEU ESTADD. SEREN SOLICITADD & DAR 30U 20 ML BANGUE UMA VEZ APOE A
RECUFERAGASD (ENTRE 1 & 2 MEZES) COM A FINALIDADE DE COMFIRMAR & HORMALIDADE DO8
EXAMES LABORATORIAIS.

Fol-ME EXPLICADD QUE ESTA GUANTIDADE DE SANGUE REPRELENTA UMA PEGUENA
PORGAD DO QUE FOS3U0 E 3UA RETIRADA HAD VAI ME PREJUDICAR.

A retrada do sangue sera feita por um enfermerro ou tecnico do CRD. Os possiveis
desconfortos e riscos, 5& ocomensm, sao aqueks relacionados com a retirada de sangue,
como dor kocal efou hematoma (rouxidao) no local da pungdo. com duragdo de 3 a § dias.
Todos os cuidados serao tomados, como uso de seringa, agulha e gaze descartaves e
dlcool para assepsia local, entre outros. Quanto acs exames e procadimentos nao foram
identificados riscos até o momento.

Os resultados deste estudo serdo relatados @ minha pessoa e considerados
confidenciais, podendo os mesmos ser divulgados na forma de comunicacdo cientifica.
Entretanto n3o sera permitida a minha identificagdo, o que garante a minha prvacidade.

O pesquisador responsavel colocou-me 3 par desias info Jes, estando 3
disposigao para responder minhas perguntas sempre que eu tiver novas dividas. Tambem
tenho toda leerdade para contactar os demais pesguisadores emolidos neste estudo.

MiMHA PARTICIPACAC NESTE ESTUDD E INTERAMENTE VOLUNTARIA, E 30U LIVRE PARA
RECUSAR & PARTICIPAR MO EXTUDD, OU ME RETIRAR EM @QUALGUER FASE DA FESGUIZA BEM
@UE 1330 PO3SA AFETAR OU PREJUDICAR O CUIDADO MEDICD & GUE DEVD RECEBER.

Recebi uma copia deste termo de consenfimento, e pela presente consinto
voluntariaments em paricipar deste estudo, permitinds que o5 procedimentos acima sejam
realizados na minha pessoa.

Momie
Eu. Responsavel pelo menor acima identificado, autorizo sua participacio, como
voluntanio (a) no presente projeto de pesquisa.
Ciata:
Maormie :
Assinaturs ;
Pesguisadores: Dra. Luzia Maria de Ofiveira Pinto (021) B7S5-7771
Dra. Elzinandes L Azsredo (021) T153-2093
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TERMO DE COMEENTIMENTD LIVRE E EZCLARECIDD

Instituigao: Fundacao Oswaldo Cruz-l0OC e Centro Especialzade em Doengas Infecciosas -
Parasitarias {CEDIP), Campo Grande. Mato Grosso do Sul.

Projeto de Pesquisa: IMunorPaToLoGs o Dexncus: Envolvimento da imunidads inata
adaptativa na imunopatologia da infe-:giupeh Cengue

Investigadares:Prof Or. Rivaldo Venancio da Cunha, D, LUZIA MARLA DE SLIVEIRA FINTD,
Cims. ELzmsnpEs LEAL azEREDC, D5s. CLasEe FERnanDE: KussLxs.

Objefivo da Pesquisa: EaTuDan A DOENCA DA DEXNGUE PARA MELHORAR OF TRATAMENTOS E
AJUDAR O DESENVOLVIMENTD DE UMA VACINA EFICAZ.

Eu, fui nformade de gue
este estudo € para obier mais conhecimenios sobre minha doenca, que se chama
DENMGUE. MmHa PARTICIPACAD SERA APEMAS PARA DOAR BAMGUE DURANTE O APCE MEU
ATENDIMENTO MEDico. s resultados deste estudo n3o me beneficiarao diretamente, mas
poderao no fubuno beneficiar outras pessoas com esta doenga.

) procedimento sera o seguinte: um voLuME DE 3 ML cu DE 20 mL samauEe sera obtido
por pun;ao da veia do antebraco. no mesmo momento em que for coletado sangue PaRA
DOAGEM DE PLAGUETAS E HEMATOCRITD MECEESARIOE FARA CONHECER E COMTROLAR A
GRAVIDADE DO MEU ESTADD. SEREI JOLICITADD & DOAR 30U 20 ML 3ANGUE UMA VEZ APGS &
RECUFERAGAD [ENTRE 1 & 2 MEEEL) COM A FIMALIDADE DE CONFIRMAR 4 HORMALIDADE DOE
EXAMES LAECRATORIAIE

FoI-ME EXPLICADD QUE EETA QUANTIDADE DE BANGUE AEFREIENTA UMA PEUEHA
PORGAD DD @UE POZIUD E 3UA RETIRADA HAD VA| ME FREJUDICAR.

A retirada do sangue sera feita por um enfermeiro ou técnico do CEDIP. Os possiveis
desconfortos e riscos, se ocomersm, 530 aquelkss relacionados com a refirada de sangue,
como dor bncal efou hematoma (rouxid3o) no local da pungdo. com duracso de 3 a 5 dias.
Todos os cuidados serdo tomados, como uso de seringa, agula e gaze descartaves e
alcool para assepsia local, enfre cutros. Quanto aos exames e procedimentos nao foram
identficados riscos até o momento.

= resultados deste estudo serao relatados 3 minha pessoa e considerados
confidenciais, podendo os mesmos ser divulgados na forma de comunicacao cientifica.
Enfretants nSo sera permmitida a minha identificagao, o que garante a minha privacidade.

O pesquisador responsavel colocou-me 3 par destas info 0es, estando a
disposigio para responder minhas perguntas sempre que eu tiver novas alvidas. Também
tenho toda lberdade para contactar os demais pesquisadores envolvidos neste eshudo.

MimHa PARTICIPAGAD NESTE EXTUDC E INTERAMENTE VOLUNTARIA, E 20U LIVRE PARA
AECUSAR A PARTICIFAR HO EITUDG, OU ME RETIRAR EM GUALGUER FASE D& FEEGUIZA ZEM
EUE 1230 POSEA AFETAR OU PREJUDMCAR O CUIDADD MEDICO A @UE DEWD RECEBER.

Recebi uma copia deste termo de consentimento, e pela presente consinto
voluntariaments em participar deste estudo, pemnitinds gue os procedimentss acima sejam
realizados na minha pessoa.

Mome
Eu. Responsavel pelo menor acima identificado, autorizo sua participacio. como
voluntario (a) no presente projeto de pesquisa.
Diata:
Moime :
Assinatura :
Pesquisadores: Dra. Luzia Maria de Oliveira Fintoc (021) BYS5-7771
Dra. Elzinandes L Azsredo (021) 7123-2093
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