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SENA, Marilia de Albuquerque. Niveis de MBL (lectina ligante de manose) e polimorfismos
no gene MBL2 e sua relacdo com a infeccdo pelo virus dengue em lactentes. 2021.
Dissertacdo (Mestrado Académico em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) - Instituto Aggeu
Magalhaes, Fundacdo Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

RESUMO

A dengue € uma infeccdo arboviral causada por um dos quatro sorotipos do virus dengue
(DENV1-4) e resulta em um amplo espectro clinico, que vai desde um quadro febril auto-
limitante até as formas mais severas da doenca. Os mecanismos imunopatogénicos envolvidos
no desenvolvimento das manifestacGes clinicas da dengue sdo multifatoriais e ndo mutuamente
exclusivos. Em lactentes, a imunidade inata desempenha um papel central no controle das
infeccdes virais, antes do estabelecimento da imunidade adaptativa. A lectina ligante de manose
(MBL), uma proteina essencial da imunidade inata, parece ter um papel crucial nas infec¢des
por DENV. Polimorfismos de base Unica (SNPs) no gene MBL2, que estdo associados a niveis
reduzidos da MBL, podem influenciar na susceptibilidade e severidade da dengue. Estudos
recentes tém explorado o papel desses SNPs e dos niveis de MBL nas infec¢Ges por dengue,
mas tais estudos ainda sdo escassos e controversos, especialmente na populacdo pediatrica. Esse
trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de SNPs no MBL2 e niveis da MBL nas
infeccdes por dengue em lactentes. O estudo incluiu lactentes com dengue sintomatica (n=29),
assintomatica (n=17) e controles naives (n=84). A dosagem de MBL foi realizada atravées de
ELISA in house e os polimorfismos no gene MBL2 foram determinados através de PCR em
tempo real. Os niveis basais e capacidade de ligacdo da MBL foram menores nos lactentes
infectados pelo DENV do que nos controles (p<0,0001). Encontramos associacao entre o alelo
X (OR: 2,16; 95% IC: 1,12-4,19; p=0,019) e gendtipo YX (OR: 2,70; 95% IC: 1,20-5,71;
p=0,015) com o risco de dengue nos lactentes. Em contraste, o alelo O (OR: 0,41; 95% IC:
0,21-0,77; p=0,006) e gendtipo AO (OR: 0,45; 95% IC: 0,23-0,91; p=0,021) foram mais
frequentes no controle e associados a protecdo. Juntos, esses dados sugerem que niveis altos a
intermediarios de MBL parecem ser protetores contra a infecgdo por DENV em lactentes até os
dois anos de idade.

Palavras-chave: Dengue; Lactente; Lectina Ligante de Manose; Polimorfismo de Nucleotideo
Unico.
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in the MBL2 gene and their relationship with dengue virus infection in infants. 2021.
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ABSTRACT

Dengue is an arboviral infection caused by one of the four serotypes of the dengue virus
(DENV1-4) and results in a broad clinical spectrum, ranging from a self-limiting febrile
condition to more severe forms of the disease. The immunopathogenic mechanisms involved
in the development of the clinical manifestations of dengue are multifactorial and not mutually
exclusive. In infants, innate immunity plays a central role in limiting viral infections before the
establishment of adaptive immunity. Mannose-binding lectin (MBL), an essential protein of the
innate immune system, appears to play a crucial role in DENV infections. Single-nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the MBL2 gene, which are associated with reduced serum levels of
MBL, can influence dengue susceptibility and severity. Recent studies have explored the role
of these SNPs and MBL levels in dengue infections, but such studies are still scarce and
controversial, especially in the pediatric population. This work aimed to evaluate the influence
of MBL SNPs and serum levels on dengue infections in infants. The study included infants with
symptomatic (n=29) and asymptomatic (n=17) dengue infection and naive-control infants
(n=84). Measurement of MBL levels was carried out by ELISA in house assays and the
polymorphisms in the MBL2 gene were determined through real-time PCR. MBL basal levels
and binding capacity were lower in infants infected with DENV than in controls (p<0.0001).
We found an association between the X allele (OR: 2.16; 95% CI: 1,12-4,19; p=0.019) and Y X
genotype (OR: 2.70; 95% CI: 1,20-5,71; p=0.015) with risk of dengue in infants. In contrast,
the O allele (OR: 0.41; 95% CI: 0,21-0,77; p=0.006) and the AO genotype (OR: 0.45; 95% IC:
0,23-0,91; p=0.021) were more frequent in the control group and associated with protection.
Together, these data suggest that high to intermediate levels of MBL seems to be protective
against DENV infection in infants up to two years of age.

Key-words: Dengue; Infant; Mannose-Binding Lectin; Single Nucleotide Polymorphism.
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1 INTRODUCAO

O virus dengue (DENV) é um arbovirus que pertence a familia Flaviviridae e género
Flavivirus, que inclui diversos arbovirus emergentes tais como os virus Zika (ZIKV), Febre
Amarela (YFV), Oeste do Nilo (WNV) e Encefalite Japonesa (JEV) (PIERSON; DIAMOND,
2020). A dengue € uma doenga infecciosa de grande relevancia para a salude publica e esta
amplamente distribuida em regides tropicais e subtropicais. E transmitida a humanos através da
picada de mosquitos do género Aedes, principalmente o Aedes Aegypti (FARES et al., 2015;
NUNES et al., 2019; WILDER-SMITH et al., 2019).

O DENV possui quatro sorotipos (DENV1-4) que sdo antigenicamente similares, mas
qgue resultam em uma resposta imunoldgica heterotipica (GUZMAN; HARRIS, 2015;
HALSTEAD, 2019). As infeccBes pelo DENV apresentam um amplo espectro clinico. A maior
parte dos casos sdo assintomaticas ou cursam com quadro febril agudo auto-limitante, enquanto
uma pequena parcela dos infectados evoluem para as formas mais severas. A dengue grave
constitui uma importante causa de mortalidade e morbidade em criancas e adultos,
especialmente em paises da Asia e América Latina (CLAPHAM et al., 2015; L’AZOU et al.,
2016; WANG et al., 2020).

Os mecanismos imunopatogénicos envolvidos no desenvolvimento das formas mais
severas da dengue sdo multifatoriais e envolvem fatores relacionados a viruléncia da cepa viral,
fatores genéticos e imunoldgicos do hospedeiro (COSTA et al., 2013; GUZMAN; ALVAREZ;
HALSTEAD, 2013; SUWANMANEE; LUPLERTLOP, 2017). Um desses fatores é a presenca
de imunidade prévia a um dos sorotipos do DENV, que esta diretamente relacionada a um
mecanismo imunoldgico conhecido como Antibody dependent-enhancement (ADE)
(HALSTEAD, 1979, 2014; KATZELNICK et al., 2017) . O fenbmeno do ADE ocorre pela
presenca de anticorpos anti-DENV que reconhecem a particula viral e facilitam sua entrada na
célula hospedeira, propiciando um aumento no numero de células infectadas (GUZMAN;
ALVAREZ; HALSTEAD, 2013).

Estudos recentes demonstram evidéncias do papel do ADE no desenvolvimento de
dengue grave em infantes durante uma infec¢éo primaria. Postula-se que anticorpos antidengue
materno-transferidos desempenhem um papel imunoprotetor durante os primeiros meses de
vida do infante, mas que declinam a niveis subneutralizantes capazes de mediar o ADE do
DENV (CHAU et al., 2009; KLIKS et al., 1988; SIMMONS et al., 2007; YAMANAKA et al.,
2012). Porém, diferentemente do que ocorre nos paises asiaticos, no Brasil a frequéncia de

dengue grave em infantes nascidos de mées imunes a dengue é baixa nos primeiros anos de
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vida (CASTANHA et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2013). Essas diferengas sugerem que outros
mecanismos possam estar envolvidos na determinacdo da dengue grave em infantes e que
fatores imunoldgicos, tais como 0s componentes do sistema imune inato, devem ser
considerados.

O sistema imune inato constitui a primeira linha de defesa do hospedeiro e desempenha
um papel fundamental no curso de diversas doencas infecciosas, incluindo a dengue (COSTA
et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2009). Um dos seus principais componentes é o sistema
complemento, formado por um conjunto de proteinas, que pode ser ativado por trés vias: a via
cléassica, a via alternativa e a via das lectinas. Esta ultima é iniciada através do reconhecimento
de polissacarideos presentes na superficie de patdgenos por proteinas lectinas, especialmente a
proteina ligante de manose (MBL) (CONDE et al., 2017; SHRESTA, 2012).

A MBL é uma proteina sérica que atua no reconhecimento e opsonizacgédo de patdgenos,
facilitando a sua fagocitose. Igualmente, a MBL ativa o sistema complemento pela via da
lectinas de uma maneira independente de anticorpos (PRESANIS; KOJIMA; SIM, 2003;
TAKAHASHI; EZEKOWITZ, 2005). Dessa forma, em criangas, a MBL desempenha um papel
central na protecdo contra patdgenos antes do estabelecimento da imunidade adaptativa
(EISEN; MINCHINTON, 2003).

A deficiéncia de MBL é relativamente comum em varias populacdes e esta associada a
uma maior susceptibilidade a doencas infecciosas, especialmente em criancas e individuos
imunocomprometidos (EISEN; MINCHINTON, 2003; SUMMERFIELD et al., 1995; THIEL;
FREDERIKSEN; JENSENIUS, 2006; VEKEMANS et al., 2007). Os niveis de MBL séao
heterogéneos entre individuos e tendem a diminuir conforme se atinge a idade adulta. Essa
heterogeneidade é parcialmente explicada pela presenca de polimorfismos de base tnica (SNPs,
do inglés single nucleotide polymorphisms) no gene MBL2, que codifica a MBL (GARRED et
al., 2006). Polimorfismos no éxon 1, correspondentes as variantes D, B e C (cddons 52, 54 e
57, respectivamente), tém sido associados com a reducdo dos niveis séricos e na atividade da
MBL. Da mesma forma, polimorfismos na regido promotora, que compreendem as
substituicdes nas posigdes -550, -221 e +4, também podem levar a expressdo diminuida da
proteina (GARRED et al., 2006; WORTHLEY; BARDY; MULLIGHAN, 2005).

Estudos demonstram que a reducdo dos niveis de MBL, associada ao polimorfismos no
MBL2, pode estar relacionada ao desenvolvimento de febre hemorragica da dengue, sugerindo
que niveis maiores de MBL constituem um fator de protecdo a ocorréncia de dengue grave
(AVIRUTNAN et al., 2011; FIGUEIREDO et al., 2016; ORNELAS et al., 2019). No entanto,
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os estudos acerca da influéncia dos polimorfismos e niveis de MBL na susceptibilidade a
dengue, especialmente na populacdo pediatrica, ainda sdo escassos e controversos.

Entre 2011 e 2014, Braga et al. (2016) realizaram um estudo prospectivo em uma area
hiperendémica para transmissé@o de dengue no Nordeste do Brasil, para investigar a incidéncia,
os fatores de risco e a cinética de anticorpos anti-DENV materno-transferidos em criancas nos
primeiros dois anos de vida. Embora tenha sido detectado uma alta incidéncia de infecgéo por
dengue entre os lactentes da coorte, nenhum progrediu para dengue grave, ao contrario do que
é observado em populacdes asiaticas (CASTANHA et al., 2017). Posteriormente, 0 mesmo
grupo, analisando estes lactentes, relataram que o fenémeno de ADE ocorria mais precocemente
do que o observado na mesma faixa etaria em populacdes asiaticas, através de ensaios in vitro
(CASTANHA et al., 2016).

Além disso, componentes da imunidade inata e a diversidade genética do individuo
podem contribuir diretamente na suscetibilidade e gravidade da dengue nos lactentes. Dessa
forma, a proposta deste estudo foi investigar a influéncia de polimorfismos no gene MBL2 e
niveis séricos da MBL e sua relacdo com infeccdo por DENV, em lactentes com diferentes
formas clinicas da dengue, arrolados em uma coorte de nascimento e acompanhadas durante 0s

primeiros dois anos de vida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Os topicos a seguir abordam aspectos relacionados a epidemiologia da dengue, do virus
e seus mecanismos de infeccdo. Também discorre sobre a resposta imune do hospedeiro frente

a infeccdo, com foco no papel da MBL durante as infec¢Ges por dengue.

2.1 Epidemiologia da dengue no Brasil

A dengue estd amplamente distribuida no mundo e € endémica em mais de 100 paises,
com surtos ja declarados em todos os continentes, incluindo Europa e América do Norte. 1sso
é um reflexo da rapida expansdo do vetor Aedes aegypti, das condicGes climaticas e ambientais,
bem como da elevada mobilidade urbana (DICK et al., 2012; FARES et al., 2015; WILDER-
SMITH et al., 2019). A incidéncia de dengue foi estimada em cerca de 400 milhdes por ano,
dos quais apenas 25% dos casos foram infecgdes clinicamente aparentes (BHATT et al., 2013).
Além disso, estima-se que aproximadamente 3.9 bilhdes de pessoas estdo em risco de
contrairem infeccdo por dengue no mundo todo anualmente (DE AZEVEDO; LORENZ;
CHIARAVALLOTI-NETO, 2020; MESSINA et al., 2019). Nas Américas, a dengue tem um
padrdo endémico, como novos surtos ocorrendo em cada 3 a 5 anos (Figura 1) (DICK et al.,
2012). Em locais ndo-endémicos, viajantes infectados constituem um importante meio para
transmissdo autoctone, sendo a dengue uma das maiores causas de doenca febril de carater
infectocontagioso em viajantes (WILDER-SMITH et al., 2019).

A introducdo do DENV no Brasil data de 1845, quando o primeiro surto de dengue foi
reportado no estado do Rio de Janeiro. Apds campanhas de erradicacdo do mosquito Aedes
aegypti para conter a epidemia de febre amarela, a epidemia de dengue foi contida, de forma
gue o virus passou a circular novamente somente no final da década de 1970 (FARES et al.,
2015). Em 1990, houve a introdugdo do DENV-2, no Rio de Janeiro, periodo em que ocorreram
0s primeiros casos de febre hemorragica da dengue (DHF) (FARES et al., 2015; HERINGER
et al., 2017). Nos anos seguintes, DENV-1 e DENV-2 circularam concomitantemente, até que
no final do ano 2000, o DENV-3 foi introduzido no pais, ocasionando uma das mais severas
epidemias de dengue, em 2002. Em Pernambuco, 120.000 casos foram reportados e uma
incidéncia de 1.457 casos/100.000 habitantes (CORDEIRO et al., 2007). Com a circulagéo de
todos os sorotipos do DENV, do ano 2000 até 2007, o Brasil sozinho foi responsavel por mais

de 60% dos casos de dengue reportados mundialmente (FARES et al., 2015).
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Figura 1 — Padrdo endémico da dengue
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Fonte: Guzman e Harris (2015, tradugdo nossa).

Em 2007-2008, o Brasil vivenciou a mais severa epidemia de dengue em questdo de
morbidade e mortalidade, além dos casos mais severos em criancas, devido a reemergéncia do
DENV-2 (HERINGER et al., 2017). Em 2008, foram reportados de 632.680 casos de dengue,
com um elevado namero de hospitalizacBes e 0 maior nimero de casos de DHF até entdo
registrados (FARES et al., 2015). Desde 2006 ocorria uma mudanca do padrdo epidemiolégico
da dengue e um aumento na incidéncia e gravidade dos casos da doenca foi observado em
criangas e adolescentes. Em 2008, a incidéncia de DHF entre criangas de 5-9 anos foi duas
vezes maior do que o observado entre pessoas de 10-19 e 20-59 anos e mais de trés vezes maior
do que o observado entre pessoas com mais de 60 anos (CAVALCANTI et al., 2011;
TEIXEIRA et al., 2013).

Nos anos seguintes, o Brasil reportou importantes surtos de dengue, em 2010, 2013 e
2015. A udltima epidemia de grande importancia no pais ocorreu no ano de 2015, com mais de
1,6 milhdes de provaveis casos e 986 mortes. Nesse periodo, todos 0s sorotipos circulavam no
pais, com a predominancia de DENV-4 (FARES et al., 2015; NUNES et al., 2019). Todo o
cenario da dengue no Brasil acumulou, em 30 anos de epidemias, mais de 11 milhdes de casos
suspeitos de dengue e mais de 5000 mortes confirmadas (NUNES et al., 2019). Nos altimos
anos, a regido Nordeste tem se destacado como uma das regiGes com o0s maiores indices de
casos e mortes por dengue no pais. Entre 2013 e 2018, o Nordeste foi responsavel por 18,1%

do total de casos e 22,3% de mortes, sendo Pernambuco responsavel por cerca de 20,1% e
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19,4% do total de casos provaveis e mortes registradas nesta regidao (DO NASCIMENTO et al.,
2020).

2.2 Transmissao e biologia do virus dengue

O virus dengue esta inserido na familia Flaviviridae, género Flavivirus, que inclui virus
de grande relevancia para a satde publica, como o virus Zika (ZIKV), virus da febre amarela
(YFV), Oeste do Nilo (WNV) e encefalite japonesa (JEV) (PIERSON; DIAMOND, 2020). E
transmitido a humanos principalmente através da picada de mosquitos do género Aedes, sendo
0 Aedes Aegypti o principal vetor. A transmissdo ndo-vetorial, apesar de menos comum,
também pode ocorrer, como por exemplo, através de transfusdo sanguinea e transplante de
orgdos (FARES et al., 2015; NUNES et al., 2019; WILDER-SMITH et al., 2019).

O DENV possui quatro sorotipos (DENV1-4) que séo sorologicamente e
antigenicamente distintos. E um virus envelopado, de morfologia icosaédrica, com
aproximadamente 50nm de didmetro. Seu genoma é composto por RNA de fita simples,
polaridade positiva, de ~11 kilobases (kb), que corresponde a uma fase de leitura aberta (ORF,
open reading frame) que codifica uma Unica poliproteina. A ORF ¢ flanqueada por duas regies
ndo traduzidas (5° UTR e 3° UTR) altamente conservadas entre os sorotipos do DENV que séo
fundamentais para traducdo e replicagdo eficientes (TUISKUNEN BACK; LUNDKVIST,
2013). A poliproteina sofre um processo de clivagem por proteases virais e do hospedeiro,
resultando em trés proteinas estruturais: capsideo (C), pré-membrana (prM) e envelope (E); e
sete proteinas ndo-estruturais: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Figura 2)
(GUZMAN; HARRIS, 2015; MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; SIMMONS
etal., 2012; WILDER-SMITH et al., 2019).

Figura 2 — Genoma do virus dengue

Fonte: Guzman et al. (2010)
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As proteinas ndo-estruturais sdo responsaveis por regular a transcricdo e replicacao
viral, além de participarem da evasdo a resposta imune do hospedeiro, enquanto as proteinas
estruturais participam da montagem da particula viral madura e do reconhecimento pela célula
hospedeira. A proteina do capsideo envolve o RNA viral formando o nucleocapsideo, que esta
envolto por uma bicamada lipidica onde se depositam as proteinas E e M
(MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005; WILDER-SMITH et al., 2019). A prM é
clivada na rede trans de Golgi, promovendo a dissociacdo dos heterodimeros de prM/E na
particula viral imatura. Essa proteina atua como chaperona para a proteina E clivada,
estabilizando-a e regulando a fusdo do envelope viral com a membrana do hospedeiro
(RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010).

A proteina do envelope € bastante similar entre os flavivirus e possui 3 dominios (I, Il e
I11) que estdo interconectados. O dominio Il esta envolvido com a fuséo do virus com a célula
e o IlIl é um dominio semelhante a imunoglobulina, que contém os sitios de ligacdo aos
receptores celulares e multiplos determinantes antigénicos (CRILL; ROEHRIG, 2001,
MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005). Dessa forma, a proteina E tem um papel
crucial tanto no reconhecimento e entrada do virus na célula, quanto em elicitar a resposta
imune do hospedeiro contra o virus (RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010;
WAHALA; SILVA, 2011).

Dentre as proteinas ndo-estruturais, destacam-se a proteina NS3 que atua, junto com seu
cofator NS2B, como uma protease necessaria para o processamento da poliproteina. A NS5 é a
maior e mais conservada proteina entre as proteinas dos flavivirus e atua junto a NS3 na
replicacdo, como uma polimerase e metiltransferase (ELONG NGONO; SHRESTA, 2018;
TUISKUNEN BACK; LUNDKVIST, 2013). A funcdo da NS1 na replicacdo viral ndo esta
completamente elucidada, mas seu papel na evasao da resposta imune e, principalmente, na
patogénese estd bem caracterizada. A NS1 esta expressa na superficie de células infectadas e
também é secretada na sua forma soltvel no citoplasma (PUERTA-GUARDO; GLASNER;
HARRIS, 2016a). Além disso, as proteinas ndo-estruturais tém um papel fundamental na
inibicdo da resposta antiviral inata mediada por IFNa, particularmente as proteinas NS2A,
NS4A, NS4B e NS5 (RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010).
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2.3 Manifestagdes clinicas da dengue em criancas e lactentes

A inoculacdo do DENV no hospedeiro é seguida do periodo de incubacdo do virus, que
antecede o inicio dos sintomas e tem duracdo de aproximadamente de 4-7 dias (WILDER-
SMITH et al., 2019). Apds esse periodo, o individuo infectado pode vir a desenvolver os sinais
e sintomas, que coincide com a fase virémica da doenca, ou seja, periodo em que 0 RNA do
virus pode ser detectado na amostra do paciente. A infeccdo pelo DENV apresenta um amplo
espectro clinico, porém a maior parte das infec¢des sdo assintomaticas ou subclinicas. A dengue
classica caracteriza-se como uma doenca febril autolimitante, podendo, em alguns casos,
evoluir para formas mais graves (WHITEHORN; SIMMONS, 2011; WILDER-SMITH et al.,
2019). A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) introduziu em 2009 uma nova classificacao
para a dengue, substituindo a tradicional febre da dengue (DF) e febre hemorragica da dengue
(DHF)/sindrome do choque da dengue (DSS) por dengue sem ou com sinais de alarme e dengue
grave, a fim de facilitar a triagem e o manejo clinico desses pacientes (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2009).

A dengue sintomatica é constituida por trés fases: fase febril, fase critica e a fase de
recuperacdo. Na fase febril ocorre o inicio abrupto dos sintomas, que incluem febre alta, dores
de cabeca e articulagBes, nausea, vOmito e exantema. A maioria dos pacientes se recuperam
apos a fase febril, enquanto outros podem evoluir para a fase critica durante a defervescéncia.
Essa progressdo da doenca é marcada pelo aumento da permeabilidade vascular, com
extravasamento de plasma que pode progredir para um quadro de chogue, com ou sem
sangramento (GUZMAN; HARRIS, 2015; WILDER-SMITH et al., 2019)

As manifestacdes clinicas da dengue normalmente diferem entre lactentes, criancas e
adultos, especialmente na fase critica da doenca. Enquanto a frequéncia de dor de cabeca e
mialgia é mais frequente em adultos, sintomas como coriza, ndusea/vémito, dor abdominal e
exantema séo mais frequentes em criangas (HANAFUSA et al., 2008; KITTIGUL et al., 2007).
De maneira geral, enquanto as manifestagcfes hemorragicas e a severidade do acometimento
sisttmico sdo mais observadas na populacdo adulta, o extravasamento plasmatico e choque sdo
mais frequentes e mais severos em criangas (HAMMOND et al., 2005; VERHAGEN; DE
GROOT, 2014).

Em locais hiperendémicos para a dengue, onde ha maior forca de transmisséo, a dengue
sintomética ocorre com maior intensidade na populacgdo pediatrica. Lactentes estdo em risco de
virem a desenvolver infecgdes secundarias ou terciérias, apesar da incidéncia de infecgdes
sequenciais aumentar conforme a idade (ALERA et al., 2016; CASTANHA et al., 2013;
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GORDON et al., 2013). Igualmente, a gravidade dos sintomas tem relagdo com a idade, de
forma que lactentes estdo mais propensos a desenvolverem manifestagdes graves como
convulsdes, disfuncdo hepatica e extravasamento plasmatico do que criancas, o que resulta em
uma taxa de mortalidade cerca de quatro vezes maior nos lactentes (HAMMOND et al., 2005;
JAIN; CHATURVEDI, 2010; KALAYANAROOJ; NIMMANNITYA, 2003).

Além disso, algumas diferencas nos achados clinicos e laboratoriais podem ser
observadas entre lactentes e criancas. Por exemplo, manifestacbes hemorragicas como niveis
de hematdcrito abaixo de 30%, plaquetopenia e petéquia sdo frequentemente mais observados
em lactentes quando comparados & criangas. E importante salientar que o diagndstico precoce
é um fator que influencia diretamente na sobrevida desses pacientes. Dessa forma, certos
indicadores, como parametros hematoldgicos observados no inicio da infeccdo, podem predizer
o desfecho clinico de criancas infectadas e orientar o0 manejo adequado, além de alocar
apropriadamente 0s recursos necessarios para estes pacientes. (JAYARAJAH et al., 2020;
KALAYANAROOQ)J; NIMMANNITYA, 2003; NANDWANI et al, 2021;
WITAYATHAWORNWONG, 2005)

2.4 Resposta imune ao DENV e patogénese

A resposta imune ao DENV é um processo dindmico, que se inicia com a inoculagédo do
virus através da pele. Células presentes na pele, que sdo permissivas ao DENV, participam do
processo de reconhecimento e apresentacdo de antigenos, elicitando a resposta imune. Apos a
inoculacdo, o virus infecta células presentes na epiderme, como os fibroblastos, queratindcitos
e células de Langerhans (GARCIA et al., 2017). Outras células do sistema imune (células
dendriticas, macrofagos, mondcitos e mastocitos) sdo recrutadas ao sitio de infeccdo e
desencadeiam um processo inflamatério que induz o estado antiviral (GARCIA et al., 2017,
UNO; ROSS, 2018). A resposta inicial mediada por interferons tipo | (a; B) e tipo 11 (y) induzida
principalmente por células natural killers (NK) e células dendriticas, respectivamente, é crucial
para a protecdo contra o DENV ainda no inicio da infec¢éo.

O sistema interferon € um dos principais mecanismos de defesa do sistema imune inato
contra infecgdes virais. A resposta do IFN tipo | promove um estado antiviral, desencadeado
apos o reconhecimento do RNA viral por receptores de reconhecimento padrdo (RRP), como
os receptores do tipo Toll (Toll-like receptors, TLR), MDAS5 (proteina do gene associado a

diferenciacdo do melanoma 5) e RIG-I (gene | induzivel por acido retindico) (COSTA et al.,
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2013; DIAMOND; PIERSON, 2015). A secre¢do de IFN-a e B pelas células infectadas resulta
na liberacdo de sinais de alerta para células adjacentes e uma indugdo autocrina da resposta
antiviral, através da ativacdo de vias de sinalizacdo para producdo de proteinas antivirais e
citocinas pré-inflamatérias (GREEN et al., 2014; NAVARRO-SANCHEZ; DESPRES;
CEDILLO-BARRON, 2005; SILVA CEZAR et al., 2020).

A resposta imune humoral ao DENV normalmente se inicia dentro de 4-5 dias apds o
inicio dos sintomas, com a producdo de anticorpos IgM, seguida da producéo de IgG sorotipo-
especificos (predominantemente as subclasses 1gG1 e 19G3) (ELONG NGONO; SHRESTA,
2018; WAHALA; SILVA, 2011). Os anticorpos 1gG se mantém em picos elevados durante
alguns meses e decaem para niveis basais, persistindo por décadas. A producdo de anticorpos
anti-dengue difere em tempo e magnitude durante infeccGes primarias e secundarias. Em
infeccdes secundarias, a estimulacdo de células B de memoria leva a uma rapida producdo de
IgG, em niveis mais elevados do que o observado em infec¢Bes primarias, enquanto que 0s
niveis de IgM normalmente sdo baixos ou até mesmo indetectaveis (MURPHY; WHITEHEAD,
2011; WAHALA,; SILVA, 2011). Os anticorpos produzidos apos a infeccdo por DENV sao
voltados principalmente contra a NS1 e as glicoproteinas E e prM, presentes na superficie do
virus. (LIBRATY et al., 2002; RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010).

Os processos patogénicos da dengue sdo multifatoriais e permanecem parcialmente
compreendidos. Envolvem fatores relacionados ao virus e fatores inerentes ao hospedeiro
(genéticos, imunoldgicos, fisioldgicos), que em conjunto determinam o curso clinico da
infeccdo (SIMMONS et al., 2015). Estudos prospectivos mostram que o sorotipo do DENV
pode influenciar na gravidade da infeccdo. Um estudo com criangas Vietnamitas demonstrou
que a cinética da viremia e antigenemia da NS1 é maior em infec¢Ges por DENV-1 do que em
infeccdes por DENV-2 (DUYEN et al.,, 2011; WHITEHORN; SIMMONS, 2011). Outro
estudo, conduzido por Fried et al., sugeriu que infec¢es por DENV-2 e DENV-3 sdo mais
provaveis de resultar em DHF do que infeccdes por DENV-4 (FRIED et al., 2010). Além disso,
estudos epidemioldgicos tém fornecido evidéncias de que alguns genoétipos do DENV possuem
maior viruléncia e potencial de se tornarem pandémicos do que outros (PANG; ZHANG,;
CHENG, 2017). Esse fenémeno foi observado, por exemplo, na epidemia de DENV-2 que
atingiu as Americas em 1981 (RICO-HESSE et al., 1997). Além disso, 0s virus podem adquirir
maior viruléncia através de passagens durante epidemias, tipicamente aumentando as taxas de
fatalidade da doenca (CHEN et al., 2008; MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009).

Proteinas virais também desempenham um importante papel na patogénese da dengue,

notavelmente a proteina ndo-estrutural NS1. Altos niveis dessa proteina circulante em soro de
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pacientes no inicio da infeccdo por DENV estdo correlacionados com a progressdo da doenca
para formas mais graves. Dessa forma, a NS1 pode ser identificada como um marcador de
severidade e auxiliar no manejo clinico desses pacientes (AVIRUTNAN et al., 2006; LIBRATY
et al., 2002). A NS1 presente em células infectadas pode proteger o DENV da neutralizacdo
mediada pela via das lectinas do sistema complemento (THIEMMECA et al., 2016), ao passo
que a ativacdo do complemento mediada pela NS1 leva a produgéo de anafilotoxinas que podem
contribuir para a patogénese da dengue (AVIRUTNAN et al., 2006).

Igualmente, a NS1 induz hipermeabilidade do endotélio através da ruptura do glicocalix,
além de induzir a producdo de citocinas inflamatorias como TNF-a e IL-6, atraves da ativagao
do TLR4. (GLASNER et al., 2017; PUERTA-GUARDO; GLASNER; HARRIS, 2016b). A
interacdo com o TLR4 também presente em plaquetas pode estar envolvida na sua ativagédo e
fagocitose, contribuindo para o quadro de trombocitopenia e hemorragia. Além disso,
autoanticorpos produzidos contra a NS1 também podem reagir com plaquetas, células
endoteliais e trombina, promovendo mais dano ao endotélio.

Fatores relacionados a resposta imune do hospedeiro propiciam o estabelecimento de um
ambiente inflamatdrio nos tecidos e parecem ser determinantes na severidade da dengue (Figura
3). Esses fatores incluem a interacdo entre a proteina NS1 e o endotélio, a liberacdo de citocinas
e outros mediadores inflamatérios por células infectadas e através da ativacdo de células da
imunidade adaptativa, bem como a geracdo de imunocomplexos que participam da ativagédo do
complemento e de outros mecanismos imunol6gicos associados a imunopatogénese da dengue
(SIMMONS et al., 2012).

Ap6s o primeiro contato com o DENV, é montada uma resposta imune celular e humoral
robusta e especifica. A importancia de células T em infeccdes por DENV tem sido intensamente
explorada. As células T com fen6tipo CD8+ contribuem diretamente na resposta antiviral, por
induzir a apoptose de células infectadas e através da secre¢do de citocinas inflamatorias (IFNy
e TNFa) (ST. JOHN; RATHORE, 2019; YAUCH et al., 2009). No entanto, essas células podem
também contribuir para a patogénese da dengue, especialmente células de memdria que sé@o
recrutadas durante infeccbes secundéarias (DUANGCHINDA et al., 2010; SIMMONS et al.,
2015).
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Figura 3 — Mecanismos imunoldgicos envolvidos na imunopatogénese da dengue
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A presenca de reacdo cruzada em infecgdes por DENV possibilita que células T e B de
memoria reconhecam e respondam mais rapidamente a infeccdo por um diferente sorotipo do
virus, diferente daquele da infeccdo primaria. No entanto, devido as diferencas nas sequéncias
de cada um dos quatro sorotipos do DENV, essas células de memaéria podem nédo apresentar
alta avidez aos diferentes epitopos (ROTHMAN, 2011). Essa resposta seletiva das células T ao
sorotipo da infeccdo priméria, que estd associada & falta de atividade citotdxica, mas sem
reducdo da resposta inflamatéria, é definida como antigenic sin ou “pecado antigénico
original”. A consequéncia é uma liberacdo exacerbada de citocinas pro-inflamatorias, também
chamado de “tempestade de citocinas”, diretamente relacionadas ao aumento da permeabilidade
vascular observada nos casos graves de dengue em criancas e adultos (HALSTEAD, 2015;
MONGKOLSAPAYA et al., 2003; ROTHMAN, 2011).
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Em contrapartida, esses mecanismos — tempestade de citocinas e pecado antigénico
original — sozinhos ndo explicam a ocorréncia de dengue grave durante infeccdo primaéria,
especialmente em lactentes (HALSTEAD, 2019; SIMMONS et al., 2015). Nesse contexto, a
ocorréncia de dengue grave também pode ser atribuida a presenca de anticorpos de infecgédo
prévia, que apresentam um papel dual nas infec¢es por DENV. Os anticorpos gerados apos
infeccdo pelo DENV sdo mediadores criticos da resolucdo da infec¢do e conferem protecdo
duradoura sorotipo-especifica, além de protecdo cruzada contra infeccdo heterdloga, por um
curto periodo de tempo (SIMMONS et al., 2015). No entanto, em adultos e criangas infectadas
pelo DENV, esses mesmos anticorpos podem ser um fator predisponente a dengue grave
durante infecgdes secundarias, o que pode ser explicado pelo mecanismo de Antibody-
dependent enhancement (ADE).

O fenbmeno de ADE tem sido descrito desde 1964 e confirmado por estudos
epidemiologicos recentes (KATZELNICK et al., 2017; NG et al., 2014). Postula-se que
anticorpos antidengue de reacao cruzada — provenientes de uma infeccdo primaria por DENV
— se ligam a particula viral durante uma infec¢do subsequente por outro sorotipo, mas nao
possuem a capacidade de neutralizar o virus. Pelo contrario, o imunocomplexo formado por
virus e anticorpo liga-se a receptores para a por¢do Fc das IgGs (FcyR) presentes em células
monociticas e tem sua entrada facilitada nas células, resultando em um aumento do nimero de
células infectadas (ADE extrinseco) ou aumento da producdo intracelular do DENV (ADE
intrinseco) (GUZMAN; ALVAREZ; HALSTEAD, 2013; HALSTEAD, 2019, 2014).

O ADE tem sido apontado como o principal mecanismo relacionado a ocorréncia de
dengue grave durante infeccdes primarias, em lactentes nascidos de mées imunes ao DENV
(HALSTEAD, 2019). Anticorpos IgG maternos transferidos durante a gestagcdo conferem
protecdo a dengue, aproximadamente até os primeiros 6 meses de vida do lactente.
Posteriormente, entre 0s 6 e 12 meses de idade, esses anticorpos decaem a niveis abaixo do
necessario para promover neutralizacdo, periodo em que os lactentes provavelmente estao mais
sujeitos a desenvolverem a dengue grave atraves do ADE (CHAU et al., 2009; PENGSAA et
al., 2006). Essa hipdtese tem sido confirmada atraves de estudos com criangas asiaticas, que
demonstram que a atividade de exacerbagao da infec¢do por anticorpos maternos in vitro ocorre
durante os primeiros meses de vida (<1 ano) do lactente, consistente com a cinética de declinio
desses anticorpos (CHAU et al.,, 2009; HALSTEAD et al.,, 2002; KLIKS et al., 1988;
SIMMONS et al., 2007).

No entanto, diferentemente do perfil observado em criancas asiaticas, no Brasil a

incidéncia de dengue grave em lactentes é baixa e 0 pico de atividade ADE ocorre mais
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precocemente (2-4 meses) (CASTANHA et al., 2016). O que sugere que outros mecanismos,
ndo mutuamente exclusivos, podem estar relacionados a dengue grave na populagdo pediétrica,
como componentes do sistema imune inato e o perfil genético do hospedeiro.

Diferente da populacdo de adultos e criancas que ja experimentaram infecgdo primaria
por DENV, os lactentes sdo um grupo especifico que permite estudar tanto a influéncia da
imunidade humoral (anticorpos maternos), quanto a influéncia da imunidade inata durante as
infeccdes por dengue (SIMMONS et al., 2007). Pelo fato de a resposta celular ao DENV néo
estar desenvolvida nos lactentes, em decorréncia da auséncia de contato prévio com o virus, a
imunidade inata desempenha um papel fundamental na protecdo dos lactentes antes do
estabelecimento da imunidade adaptativa. Enquanto a influéncia da imunidade celular no
desenvolvimento da dengue grave em lactentes ainda ndo estd devidamente estabelecida,
evidéncias recentes tem demonstrado que um perfil desregulado da imunidade inata pode
também contribuir para a patogénese da dengue grave (MALAVIGE; JEEWANDARA; OGG,
2020). Nesse contexto, tem sido evidenciada a influéncia dos diversos componentes do sistema
complemento na imunopatogénese da dengue e 0s mecanismos associados ao desenvolvimento

das formas graves da doenca.

2.5 O sistema complemento nas infec¢Ges por DENV

O sistema complemento é um importante componente da imunidade inata que atua como
primeira linha de defesa do hospedeiro contra patogenos. E composto por um conjunto de mais
de 30 proteinas extracelulares e receptores de membrana, que em sua grande maioria
encontram-se na corrente sanguinea como pré-enzimas (zimogénios), ou seja, requerem
clivagem proteolitica para sua ativagdo (CONDE et al., 2017; MELLORS et al., 2020). Esses
componentes sdo ativados em resposta a diversos estimulos, como padrées moleculares
associados a patogenos (PAMPSs) e outros antigenos ndo-proprios. Essa ativagao ocorre por trés
diferentes vias — classica, alternativa e via das lectinas.

A via classica é ativada a partir da ligacdo de imunocomplexos antigeno-anticorpo
(IgM/1gG) a proteina C1g. Na auséncia de anticorpos, Clq pode reconhecer e se ligar
diretamente a moléculas como a proteina C reativa, células apoptoticas e proteinas virais
(NESARGIKAR; SPILLER; CHAVEZ, 2012). A via das lectinas ocorre através da ligacdo de
carboidratos presentes na superficie de patégenos a MBL ou a Ficolina (SARMA; WARD,

2011). Ambas as vias convergem ao ponto de clivagem da proteina C3 em C3a e C3b. A
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subunidade C3b contribui para a formagéo do complexo C5 convertase, que cliva C5 em Cba e
C5b. Os componentes C3a e Cha sdo anafilotoxinas e participam do recrutamento de mondcitos
e granulocitos, estimulando a producéo de citocinas pro-inflamatérias (MELLORS et al., 2020;
SARMA; WARD, 2011). Por outro lado, diferentemente das vias classica e das lectinas, a via
alternativa ndo requer interagdo especifica entre moleculas, visto que estd constantemente
ativada sob condicdes fisiologicas devido a hidrdlise espontanea de C3. Dessa forma, atua como
um mecanismo de amplificacdo da ativacdo das vias classica e das lectinas (CONDE et al.,
2017; MERLE et al., 2015).

O resultado global da ativacéo da cascata do complemento inclui a liberacéo de citocinas
e quimiocinas, opsonizacdo de patdgenos e lise de células infectadas através da formacdo do
complexo de ataque a membrana (CAM) (CONDE et al., 2017). Além disso, o sistema
complemento tem um papel na regulacao da resposta inflamatdria, pois atua como modulador
da imunidade adaptativa e participa da remocao de imunocomplexos (NAVARRO-SANCHEZ;
DESPRES; CEDILLO-BARRON, 2005).

O sistema complemento tem um papel bem estabelecido na protecdo contra infecctes
virais através de diversos mecanismos, dentre eles: inativacdo direta do virus pela MBL,
recrutamento e ativacdo de mondcitos e granulécitos, opsonisacdo e lise de particulas virais
envelopadas e células infectadas (CONDE et al., 2017; MELLORS et al., 2020). Estudos
recentes demonstram um efeito protetor do complemento em infec¢des por flavivirus. Através
de ensaios in vitro foi demonstrado que a presenca de proteinas do complemento no soro de
individuos infectados por DENV ¢é capaz de extinguir o ADE, sendo essa atividade dependente
de Clqe IgG-especifica (MEHLHOP et al., 2007; YAMANAKA; KOSUGI; KONISHI, 2008).
A Clg também pode se ligar diretamente a particula viral e proteina E de DENV, promovendo
reducdo da infectividade viral em células THP-1 (DOURADINHA et al., 2014).

Apesar da sua importancia na protecdo, o sistema complemento possui um papel
antagonista nas infeccdes por flavivirus e esta envolvido na patogénese da dengue, contribuindo
particularmente para o processo de extravasamento vascular (AVIRUTNAN et al., 2006;
CABEZAS et al., 2018). A ativacdo exacerbada do complemento pode levar a uma resposta
inflamatdria descompensada, frequentemente associada com a dengue grave (MELLORS et al.,
2020). Foi demonstrado em um estudo conduzido por Nascimento et al., que pacientes com
dengue grave apresentaram um consumo maior de C3 e niveis aumentados dos produtos da sua
ativagdo (C3a e Cba), os quais contribuem para 0 aumento da permeabilidade vascular
observado nas infeccbes por DENV (NASCIMENTO et al., 2009). Um outro estudo
demonstrou que a proteina NS1 e os produtos C3a, C5a e C5b-9 soluvel, estavam presentes em
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maiores concentracdes em plasma de pacientes com DHF que apresentaram extravasamento
plasmaético, o que suporta a hipdtese de que a ativagdo exacerbada do complemento influencia
a severidade da dengue (AVIRUTNAN et al., 2006; CONDE et al., 2017).

2.6 Lectina ligante de manose (MBL)

A MBL é uma proteina de fase aguda que desempenha um papel fundamental na
imunidade inata. Sua funcdo tem sido extensamente explorada devido ao seu papel protetor
contra diversos patdgenos e a possivel associacdo dos seus niveis com doencas infecciosas e
inflamatorias (PETERSEN; THIEL; JENSENIUS, 2001). A suposicdo de que a deficiéncia de
MBL poderia predispor a infeccdes foi baseada na descricdo de defeitos na opsonizagédo e
fagocitose em soro humano, correlacionado com um fenétipo de infec¢édo recorrente (GARRED
et al.,, 2003; TAKAHASHI; EZEKOWITZ, 2005). A MBL atua como um receptor de
reconhecimento padréo, interagindo com um vasto repertorio de microorganismos, incluindo
bactérias, virus, fungos e parasitas. Suas principais funcdes estdo relacionadas a ativacdo da via
das lectinas do sistema complemento; inducdo da fagocitose; e indiretamente, modula a
inflamacdo (SCORZA et al., 2015).

2.6.1 Estrutura molecular e fungdo da MBL

A MBL pertence a familia das colectinas, ou lectinas do tipo C, que sdo lectinas cuja
ativacdo ¢ dependente de calcio. E produzida no figado e circula na corrente sanguinea em
varias formas oligoméricas, que vao desde dimeros até os altos oligdmeros, que sao estruturas
formadas por tetrdmeros a hexametros da subunidade estrutural (TAKAHASHI; EZEKOWITZ,
2005). A subunidade estrutural da MBL é formada por trimeros da cadeia polipeptidica de 32
kDa, que contém quatro dominios: uma regido N-terminal rica em cisteina (regido cross-link);
a regido semelhante ao colageno; a regido do “pesco¢o” (neck); e o dominio C-terminal de
ligacdo a carboidrato (CRD), ou dominio de lectina (PETERSEN; THIEL; JENSENIUS, 2001;
PRESANIS; KOJIMA; SIM, 2003) (Figura 4).
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Figura 4 — Estrutura da MBL
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Fonte: Presanis et al. (2003, traducio nossa)

A regido N-terminal apresenta de 2 a 3 residuos de cisteina e estd envolvida na
oligomerizacdo da MBL, mantendo as moléculas estabilizadas através de interacdes
hidrofobicas e pontes dissulfeto. A regido do colageno é a mais extensa da proteina e consiste
em 19 sequéncias repetidas (em tandem) de Glicina-Xaa-Yaa (sendo X e Y qualquer outro
aminoacido). A regido do pescoco é formada por uma estrutura a-helicoidal que possibilita a
trimerizacdo dos polipeptideos para formar a subunidade estrutural. E por fim, ha o dominio
CRD, que permite que a MBL se ligue seletivamente a carboidratos complexos especificos, na
presenca de célcio (GARRED et al., 2006; PETERSEN; THIEL; JENSENIUS, 2001;
PRESANIS; KOJIMA,; SIM, 2003).

A MBL encontra-se associada a serinas proteases (MBL-associated serine protease)
denominadas MASP-1, -2 e -3. As MASP estdo presentes na forma de zimogénios e possuem
dominios idénticos a C1r e C1s da via classica. A interacdo entre os carboidratos presentes na
superficie dos patogenos com o dominio CRD da MBL promove mudancgas conformacionais
nos multimeros de alto peso molecular da MBL, o que resulta na ativacdo das proteinas
associadas MASP-2. A MASP-2 pode entdo ativar seus proprios zimogenos e iniciar a cascata
do complemento de forma autbnoma, através da clivagem de componentes do complexo C3-

convertase. Dessa forma, a MBL é capaz de ativar a cascata do complemento de maneira
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independente de anticorpos (HEJA et al., 2012; PETERSEN; THIEL; JENSENIUS, 2001;
WORTHLEY; BARDY; MULLIGHAN, 2005).

A MBL atua como uma importante molécula de reconhecimento padrdo na imunidade
inata. Ela se liga a grupamentos especificos de carboidratos, como N-acetil-D-glucosamina,
manose, N-acetilmanosamina, L-fucose e glicose (PRESANIS; KOJIMA; SIM, 2003). Esses
acucares sao encontrados como sequéncias repetidas na superficie de patdgenos (PAMPS) e se
ligam com alta avidez ao dominio CRD. Do contrario, em células de mamiferos, a auséncia
desses residuos de acUcares e presenca de estruturas como o acido sidlico impedem que a MBL
se ligue sob condicgdes fisioldgicas (PETERSEN; THIEL; JENSENIUS, 2001; PRESANIS;
KOJIMA; SIM, 2003).

Outra funcdo da MBL, bem como do componente Clq, € a de reconhecer e induzir a
fagocitose de células apoptoticas. A MBL se liga diretamente a células apoptéticas que
expressam acucares terminais de proteinas do citoesqueleto, permitindo sua opsonizacao e
facilitando a fagocitose pelos macrofagos (OGDEN et al., 2001). A remocdo de células
apoptoticas € extremamente regulada e essencial para manter a homeostase de diversos
processos fisioldgicos. Defeitos nesse mecanismo tem sido implicados na patogénese de
doencgas autoimunes e cancer, no entanto a contribuicdo exata da MBL nesses eventos necessita
de maior investigagdo (DOMMETT; KLEIN; TURNER, 2006; TAKAHASHI; EZEKOWITZ,
2005).

2.6.2 Genética da MBL e niveis séricos da proteina

Os niveis basais da MBL normalmente sdo estaveis e variam de menos de 50 ng/ml a
mais de 3 pg/ml. Essa variacdo interindividual esta diretamente relacionada a presenca de
mutacdes no gene que codificaa MBL. O gene MBL2 esta localizado no cromossomo 10g11.2-
g21 e contém quatro éxons. Os éxons 1 e 2 codificam a regido rica em cisteina e a regido do
tipo colageno, enquanto os éxons 3 e 4 codificam o dominio a-helicoidal e 0 dominio CRD,
respectivamente. A regido promotora contém elementos regulatorios, os quais afetam a
transcricdo e consequentemente a expressdo proteica (GARRED et al., 2006; THIEL;
FREDERIKSEN; JENSENIUS, 2006). Varia¢gdes no gene MBL2 podem perturbar a estrutura
da proteina, bem como sua atividade bioldgica. Alguns polimorfismos de base Gnica (SNPs)
estdo implicados com niveis reduzidos da MBL funcional, bem como na diminui¢do da sua

expressédo (Figura 5).
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Trés SNPs localizados no éxon 1 sdo variantes do tipo missense (ou sentido trocado) que
levam a substituicdo de aminoécidos na cadeia polipeptidica da MBL, sendo elas: substituicdo
de glicina por asparagina no cdédon 54 (variante B), glicina por &cido glutdmico no cédon 57
(variante C) e arginina por cisteina no cédon 52 (variante D). Essas variantes estruturais
modificam a sequéncia em tandem da regido de colédgeno e as interagcdes entre as cadeias
polipeptidicas na regido N-terminal, interferindo com a formagdo da estrutura helicoidal e
oligomerizacdo das subunidades da MBL (PETERSEN; THIEL; JENSENIUS, 2001;
PRESANIS; KOJIMA,; SIM, 2003). Por convencéo, a presenca de uma dessas trés mutacoes é
referida como variante ‘O’ enquanto o alelo selvagem ¢ definido como ‘A’ (GARRED et al.,
2006).

Alguns polimorfismos também tém sido identificados na regido promotora, 0s quais
modulam os niveis de MBL a nivel transcricional. Estudos conduzidos por Madsen et al.
identificaram as variantes -550 (variante H/L), -221 (variante Y/X) e +4 (variante P/Q) e
estabelecerem quatro hapl6tipos, denominados LXP, LYP, LYQ e HYP (MADSEN et al.,
1998). Desses, 0s mais importantes parecem ser o HYP, associado a niveis altos e
intermediarios de MBL e LXP, associado a niveis baixos de MBL (MADSEN et al., 1995,
1998). Devido ao desequilibrio de ligacdo entre as variantes da regido promotora e do éxon 1,
normalmente apenas sete haplotipos sdo encontrados (HYPA, LYQA, LYPA, LXPA, LYPB,
LYQC e HYPD), gerando um total de 28 possiveis gendtipos (PRESANIS; KOJIMA; SIM,
2003; THIEL; FREDERIKSEN; JENSENIUS, 2006; WORTHLEY; BARDY; MULLIGHAN,
2005).

Figura 5 — Organizagdo do gene MBL2 e suas variantes
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A combinacéo entre polimorfismos no éxon 1 e promotor resulta em variagOes extremas
na concentracdo de MBL. Individuos homozigotos para o alelo A apresentam niveis altos de
MBL, acima de 1ug/ml. Os heterozigotos que possuem o alelo A e uma das variantes B, C ou
D normalmente possuem niveis intermediarios, entre 0.5 e 1ug/ml. Ja os individuos que
possuem a variante estrutural em ambos 0s genes apresentam niveis baixos de MBL,
normalmente abaixo de 50ng/ml. Dessa maneira, individuos homozigotos para os alelos
variantes aparentemente ndo sdo capazes de atingir os mesmos niveis plasmaticos de proteina
daqueles que possuem o alelo selvagem (DOMMETT; KLEIN; TURNER, 2006; THIEL;
FREDERIKSEN; JENSENIUS, 2006). Um estudo conduzido por Garred et al. (2003), em que
analisaram a MBL do soro de 1183 individuos e seus respectivos genotipos, foi demonstrado
que os efeitos mais profundos eram vistos para os alelos B e C, enquanto o alelo D néo resultou
em diminuicdo da concentracdo de proteina ha mesma extensdo (GARRED et al., 2003).

A frequéncia desses hapldtipos na populacdo variam entre os diferentes grupos étnicos.
Em caucasianos dinamarqueses, os alelos B, C e D séo encontrados em 13, 2 e 5% da populacéo,
respectivamente (THIEL; FREDERIKSEN; JENSENIUS, 2006). Em outro estudo Australiano
com 236 voluntarios, a prevaléncia do genotipo selvagem foi de 57.6%, enquanto os alelos
variantes B, C e D foram encontrados em 19.9, 3.8 e 11%, respectivamente (MINCHINTON et
al., 2002). Por exemplo, o haplo6tipo variante LYPB é o mais comum em populacfes
caucasianas (12%) e asiatica (22%), mas rara na populacdo africana, na qual o haplétipo
variante mais comum € o LYQC (24%). Na populacdo caucasiana, a presenca do haplotipo
LXPA é a causa mais comum de deficiéncia de MBL, seja estando apresentado em heterozigose
ou associada a um haplétipo variante (THIEL; FREDERIKSEN; JENSENIUS, 2006).

As razdes pelas quais esses alelos variantes estdo presentes em uma frequéncia alta ndo
foram completamente elucidadas. No entanto, estudos apontam que a deficiéncia de MBL em
determinadas populacdes pode conferir certa vantagem seletiva, tornando-se um fator de
protecdo para algumas doencas infecciosas (EISEN; MINCHINTON, 2003). Nesse contexto,
alguns parasitas intracelulares obrigatoriamente dependem do processo de opsonizacdo e
fagocitose, de forma que uma reducgéo na atividade do sistema complemento poderia reduzir a
probabilidade de parasitismo. Esse possivel efeito protetor da deficiéncia de MBL encontra
respaldo em alguns estudos que demonstraram que os niveis de MBL eram mais altos em
pacientes infectados com Mycobacterium leprae, M. tuberculosis e pacientes com leishmaniose
visceral, do que em individuos saudaveis (DE MESSIAS REASON et al., 2007; SANTOS et
al., 2001; GARRED et al., 1994).
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Apesar do papel protetor contra alguns patdgenos, a deficiéncia de MBL tem sido
associada com maior risco de infeccdo em diferentes situagdes clinicas. Visto que a estrutura
do sistema imune humano é redundante, isso explica por que em muitos casos a presenca de
polimorfismos no gene MBL2 néo influencia na susceptibilidade a infeccdes. Nesse caso, 0
papel da MBL parece ser mais relevante em situacGes em que a resposta imune estd imatura ou
comprometida (DE PASCALE et al., 2013). Durante a primeira infancia, baixos niveis séricos
de MBL e polimorfismos no MBL2 estdo associados a maior susceptibilidade a infeccdes e
maior risco de desenvolvimento de sepse e sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS)
em criancas (FIDLER et al., 2004; KOCH et al., 2001). Em adultos imunocomprometidos a
deficiéncia de MBL também tem sido associada a uma maior predisposicao ao desenvolvimento
de infeccbes graves ou recorrentes, como é o caso de pacientes oncologicos submetidos a
quimioterapia (KAKKANAIAH et al., 1998; VEKEMANS et al., 2007).

Estudos recentes tém demonstrado que a presenca de polimorfismos associados a niveis
mais baixos de MBL estdo relacionados a maior susceptibilidade a infec¢fes virais, como 0s
virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), da Sindrome Respiratéria Aguda Grave (SARS-
CoV) e da Hepatite C (HALLA et al., 2010; IP et al., 2005; SHENG et al., 2010). A deficiéncia
de MBL também parece ser um fator de risco para infec¢Ges por flavivirus, incluindo os virus
dengue e Oeste do Nilo, visto que parece ter importancia na neutralizacdo e resolugdo da
infeccéo in vivo (FUCHS et al., 2010).

2.6.3 Papel da MBL nas infec¢bes por DENV

A influéncia dos niveis séricos da MBL e polimorfismos no MBL2 na susceptibilidade a
infeccdo por DENV e progressao para formas mais severas da doenca tornou-se alvo recente de
estudo. A MBL exerce um papel ambiguo nas infecgdes por DENV e sua importancia na
imunopatogénese da dengue tem sido demonstrada experimentalmente através de estudos in
vitro e in vivo (Quadro 1).

A MBL parece ter um papel central na eficicia da neutralizacdo viral através de
mecanismos dependentes ou independentes de complemento. Um estudo recente demonstrou
que a via da MBL é critica para neutralizacdo in vitro do DENV-2 derivado de cultura de células
de inseto e mamifero. Além disso, demonstrou que a atividade de neutralizacdo esta
correlacionada com a concentracdo de MBL presente no soro, sugerindo que variagoes
genéticas que promovem diminuicdo dos niveis ou fun¢do da MBL podem ter um impacto na
susceptibilidade e severidade das infeccdes por DENV (AVIRUTNAN et al., 2011).



Quadro 1 — Estudos de correlagdo entre niveis de MBL e SNPs do MBL2 com a dengue

. Classificacio | SNPs (MBL2) |/ASs0ciacdo dos o
Referéncias g . SNPs com Principais achados
clinica da dengue avaliados
dengue grave
AVIRUTNAN et N/A 111003125, N/A Correlagéo positiva entre niveis de MBL e
al. (2011) 11003125, neutralizagdo do DENV, indicando que
rs7095891, polimorfismos no MBL2 relacionados a baixos
rs1800450, niveis de MBL podem ser um fator de risco
rs1800451 e independente na susceptibilidade a infecgdo por
rs5030737 DENV e progresséo da doenca.
ALAGARASU et DF/DHF N/A N/A Niveis séricos de MBL foram menores entre
al. (2012) individuos com DHF quando comparado com
casos de DF, sugerindo que a deficiéncia de MBL
est4 associada a severidade da doenga.
ACIOLI-SANTOS DF/DHF rs5030737, Correlagdo Correlacdo entre o gen6tipo selvagem da regido do
et al. (2008) rs1800450 e negativa éxon 1 do MBL2 (AA) e idade como fatores de
rs1800451 risco associados ao desenvolvimento de
trombocitopenia.
GIANG et al. DF/DWS 11003125, Variavel Associagdo entre genotipo (— 550L/H), diplotipo
(2020) rs11003125, (XAIXO, YA/XO) e haplétipos (LXPB, HXPA,
rs7095891, XO) do MBL2 com a dengue.
rs1800450,
rs1800451 e
rs5030737
PROMMALIKIT DF/DHF/DSS rs11003125 e Sem correlagdo | Associacao do haplétipo YB com baixos niveis
et al. (2015) rs1800450 séricos de MBL. No entanto, ndo foi observada
associagdo entre polimorfismos no gene MBL2 e
susceptibilidade a infeccédo por DENV.
ORNELAS et al. DHF/DSS rs7095891, Correlagdo  |Primeiro estudo a demonstrar associacdo entre dois
(2019) 1800450 e positiva haplétipos do gene MBL2 e dengue grave na
rs1800451 populacéo brasileira, considerando ajuste genético
de ancestralidade.
FIGUEIREDO et DF/DHF rs11003125, Correlagdo Associagdo entre haplétipos relacionados a baixos
al. (2016) 11003125, positiva niveis de MBL com DHF, sugerindo que a
rs1800450, presenca desses haplétipos constitui um fator de
rs1800451 e risco para desenvolvimento de dengue grave.
1s5030737
NASCIMENTO et DF/DHF N/A N/A Diferengas nos niveis de MBL, fator D e H entre
al. (2009) pacientes com DF e DHF, sugerindo que o
desbalango destes fatores esta relacionado com
ativacdo anormal do complemento e contribuindo
para a severidade da dengue.

Fonte: A autora
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Legenda: DF= Febre do virus dengue; DHF= Febre hemorragica do virus dengue; DWS= dengue com sinais de
alarme; DSS= Sindrome do choque da dengue; N/A= ndo apresentado; SNPs: rs11003125= -550 (L/H);
rs7096206= -221 (Y/X); rs7095891= +4 (P/Q); rs1800450= 54 (A/B); rs1800451= 57 (A/C); rs5030737= 52
(A/D).
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No estudo conduzido por Alagarasu et al. (2012) ndo foram encontradas diferencas
significativas na concentracdo de MBL circulante no soro de pacientes adultos com dengue em
comparacdo com individuos saudaveis. No entanto, individuos com DHF apresentaram niveis
de MBL significativamente mais baixos do que pacientes com DF, sugerindo que a reducéo da
ativagdo da via da lectinas poderia estar associada com a progressao da doenga (ALAGARASU
et al., 2012). Recentemente, Giang et al. (2020) avaliaram a influéncia dos polimorfismos no
éxon 1 e regido promotora do MBL2 na dengue, em uma populacdo Vietnamita. Apesar dos
niveis de MBL entre os individuos com dengue e individuos saudaveis ndo variarem
significativamente, foi observada diferenca de alguns hapl6tipos/genétipos entre 0s grupos, 0
que sugere relacdo das variantes genéticas com a dengue (GIANG et al., 2020). Além disso, em
trabalho realizado por Figueiredo et al. (2016), hapl6tipos relacionados a baixos niveis de MBL
estiveram associados a dengue grave em uma populacdo de adultos e criancas admitidos em
unidade de saude na cidade do Recife, regido endémica para dengue. Igualmente, um outro
estudo recente conduzido no Brasil, demonstrou associag&o de risco entre hapl6tipos do MBL2
e desenvolvimento de dengue grave em criancas (ORNELAS et al., 2019).

Em contrapartida, um estudo conduzido por Acioli-Santos et al. (2008) sugere que a
presenca de polimorfismos no éxon 1 pode conferir protecdo contra trombocitopenia nas
infecgBes por dengue (ACIOLI-SANTOS et al., 2008). Além disso, Nascimento et al (2009)
observaram que altos niveis de MBL parecem estar correlacionados com a severidade doenca,
visto que pacientes com DHF apresentavam maiores niveis da proteina do que pacientes com
DF (NASCIMENTO et al., 2009). Ademais, em outro estudo ndo foi encontrada associacdo
entre 0s SNPs no promotor (-221 X/Y) e éxon 1 (cddon 54 A/B) e susceptibilidade a dengue.
No entanto, a frequéncia do genétipo YB, relacionado a baixos niveis de MBL, foi maior entre
0S casos em comparacdo aos controles saudaveis, o que pode sugerir uma tendéncia de
associacdo desse gendtipo com a dengue (PROMMALIKIT; THISYAKORN, 2015).

Em conjunto, esses estudos salientam a importancia da MBL na resposta imune inata
contra 0 DENV. Entretanto, os dados acerca do papel da MBL na protecdo e patogénese da
dengue ainda sdo escassos e controversos, o que pode ser atribuido a alta variabilidade genética
do MBL2 que resulta em varia¢@es dos niveis séricos da MBL entre populagfes. Por isso, hd a
necessidade de melhor compreender o papel desses polimorfismos e dos niveis de MBL na
susceptibilidade e progressdao para formas mais severas da dengue, especialmente em
populacbes heterogéneas, bem como na populacdo pediatrica, que se apresenta como um

modelo apropriado para avaliacdo da imunidade inata nas infecgdes primérias por DENV.
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3 JUSTIFICATIVA

A dengue é uma arbovirose de grande relevancia para a satde pablica e constitui uma
importante causa de morbidade e mortalidade infantil, especialmente em paises da Asia e
América Latina. Os mecanismos imunopatogénicos que determinam a gravidade da doenca sdo
multifatoriais e estdo relacionados a fatores inerentes a cepa viral, fatores genéticos e
imunoldgicos do individuo.

Um dos principais mecanismos relacionados ao desenvolvimento do perfil adverso
observado nas infec¢fes por dengue em lactentes é o ADE. As implicacdes do ADE na
imunopatogénese da dengue sdo extremamente relevantes, particularmente em criancas
asiaticas que desenvolvem dengue grave durante infeccdo primaria. No entanto, no Brasil, um
local igualmente endémico, a frequéncia de dengue grave em lactentes e crian¢as nos primeiros
anos de vida € baixa, indicando que outros fatores imunoldgicos, tais como componentes do
sistema imune inato, podem estar envolvidos na determinacdo da gravidade da doenca nessa
populacéo.

Uma vez que em lactentes a imunidade adaptativa ainda esta em desenvolvimento, o
sistema imune inato desempenha um importante papel na defesa contra 0 DENV. Um dos
componentes da imunidade inata que tem um papel central na protecdo contra agentes
infecciosos durante a primeira infancia é a MBL. A deficiéncia de MBL é comum e est
relacionada a presenca de polimorfismos no gene que codifica a MBL.

Estudos recentes tém explorado a influéncia dos diferentes polimorfismos nos niveis
séricos da MBL e a relagdo desses niveis com a protecdo/patogénese da dengue. No entanto,
esses estudos ainda s@o escassos e pouco representativos da nossa populacdo. Portanto, torna-
se importante avaliar a influéncia dos niveis de MBL sobre a infec¢do por dengue,
especialmente em lactentes, que representam um excelente modelo para avaliar o papel da

imunidade inata frente a infecgcdo pelo DENV.
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4 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia dos niveis séricos de MBL e dos polimorfismos no gene MBL2 na

infeccdo pelo virus dengue em lactentes.

4.1 Objetivos especificos

a)
b)

c)

d)

Caracterizar clinicamente os lactentes incluidos no estudo;

Determinar os niveis séricos e capacidade de ligacdo da MBL nos lactentes com
diferentes formas clinicas da dengue (assintomatica/sintomatica) e lactentes naives;
Determinar os polimorfismos 52 (D), 54 (B) e 57 (C) do éxon 1 e -550, -221, +4 da
regido promotora do gene MBL2 nos grupos de estudo;

Determinar a correlagdo entre os niveis séricos de MBL e polimorfismos no gene MBL2;
Avaliar a correlagdo dos niveis séricos e polimorfismos no MBL2 com as diferentes

formas clinicas da dengue;



38

5 METODOLOGIA

Os topicos a seguir abordam os processos metodoldgicos aplicados na construcdo deste
trabalho, que incluem a definicdo da populacdo de estudo, os procedimentos laboratoriais,

analises estatisticas e consideraces éticas.

5.1 Populacéo do estudo

O estudo foi conduzido em amostras biolégicas bem caracterizadas oriundas de uma
coorte de nascimento estabelecida na cidade do Recife, entre 2010-2014, para investigar
incidéncia, fatores de risco e cinética de anticorpos maternos. O desenho do estudo, critérios de
inclusédo e exclusdo, e a coleta de dados foram previamente descritos em detalhes (BRAGA et
al., 2016; CASTANHA et al., 2016, 2017). Resumidamente, foram incluidas maes com
gestacdo de baixo risco, residentes na cidade do Recife, recrutadas durante o pré-natal ou parto
no Ambulatorio ou na Maternidade da mulher do Instituto de Medicina Integral Fernando
Figueira (IMIP), que concordassem em ter seus filhos acompanhados por no minimo um ano
pela equipe do estudo. As criangas foram alocadas aleatoriamente em dois grupos e avaliadas
pelos pediatras em momentos distintos durante os primeiros dois anos de vida: grupo 1 nos
meses 2, 6, 10 e 18, e grupo 2 nos meses 4, 8, 12 e 24. Durante as avaliagcdes programadas,
foram coletados dados clinicos das criancas, com énfase no historico de quadros febris agudos
no periodo entre as avaliacBes. Foram coletadas amostras de sangue venoso das maes, no
periodo da admissdo para o parto, e das criangas, ao nascimento (corddo umbilical) e durante
os periodos de cada avaliagdo no seguimento da coorte. A infec¢do sintomética por DENV foi
definida como um resultado positivo para os marcadores sorologico (IgM) ou molecular (RT-
PCR), juntamente com o relato de sindrome febril aguda entre 0 momento do nascimento e as
avaliacdes de acompanhamento. A infeccdo assintomatica da dengue foi definida pela deteccao
de anticorpos IgM e nenhum relato de episodio de sindrome febril aguda.

5.2 Desenho do estudo

No presente estudo foram incluidas 130 amostras de lactentes recrutados na coorte. Os
grupos de estudo foram classificados em trés categorias: (i) lactentes que apresentaram infecgdo
sintomética por DENV (n=29); (ii) lactentes que apresentaram infeccdo assintomatica por

DENV (n=17); e (iii) lactentes que ndo apresentaram infeccdo por DENV (grupo controle)
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(n=84). Todas as amostras utilizadas foram confirmadas laboratorialmente como positivas ou
negativas para DENV por RT-PCR, sorologia IgM/IgG e teste de neutralizagdo por reducéo de
placa (PRNT).

As dosagens de MBL foram realizadas em todas as amostras de soro dos lactentes
disponiveis no biorrepositério, mas apenas as amostras coletadas no periodo anterior ao
diagndstico de infecgdo por dengue foram utilizadas como representativas dos niveis basais de
MBL e capacidade de ligacao. Para fins de comparacéo, foram utilizadas amostras dos lactentes
naives para dengue, com a mesma idade que os casos. Amostras agudas (infeccdo vigente)
foram excluidas das analises, visto que a infeccdo por DENV pode alterar a concentracao de
MBL no soro.

5.3 Procedimentos laboratoriais

Os subtopicos a seguir detalham os ensaios laboratoriais para determinacdo dos niveis
séricos e atividade da MBL nas amostras de soro da coorte, bem como para a determinacdo dos

polimorfismos no gene MBL2.

5.3.1 Ensaios imunoenzimaticos (ELISA)

A concentracdo sérica e a capacidade de ligacdo de MBL foram determinadas por meio
de ensaios de ELISA com metodologia in house. O ensaio de MBL sérica quantifica as
moléculas de MBL circulantes, independentemente da sua forma oligomérica, enquanto o
ensaio de capacidade de ligagdo de MBL quantifica moléculas de MBL oligomerizadas, que
sdo as formas ativas de MBL capazes de reconhecer e se ligar aos carboidratos.

Foi utilizada MBL padrdo humana (Statens Serum Institut, Copenhagen, Dinamarca) para
estabelecer uma curva padrdo para ambos os ensaios. As concentragdes séricas de MBL sérica
e MBL ativa (capacidade de ligacdo da MBL), em ng/mL, foram determinadas através de
regressdo nao-linear, interpolando os valores de densidade 6tica (OD) obtidos (subtraidos do
branco) com a curva padrdo construida usando o soro de referéncia. Os valores obtidos foram
entdo multiplicados pelo fator de dilui¢cdo da amostra. O intervalo de deteccdo da curva padrédo
foi de 1,9 a 500 ng/mL.
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5.3.1.1 MBL sérica

Os ensaios foram realizados em placas de 96 pocos de alta ligacdo de proteinas (Nunc
MaxiSorp™), sensibilizadas overnight a 4° com 5ug/mL de anti-MBL humana (#HYB 131-01-
02; Invitrogen) diluida em PBS 1X (phosphate buffered saline). Em seguida, as placas foram
bloqueadas com 10% BSA (bovine serum albumin) diluida em PBS 1X por 1h a temperatura
ambiente (TA). Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-t (PBS 1X; 0.5%
tween 20) e incubadas com 50uL/pogo da MBL padréo diluida serialmente (2-fold; 10 pontos)
e das amostras de soro diluidas a 1:100 em 5% BSA/PBS-t por 2h a 37°C.

Em seguida, as placas foram lavadas e incubadas com 50puL/poco do anticorpo MBL2
Biotin (#HYB 131-01B-005; Invitrogen) diluido a 1:20,000 em 5% BSA/PBS-t por 1h a TA.
Este anticorpo tem alta especificidade por MBL humana presente no soro. Apoés trés lavagens,
as placas foram incubadas com o anticorpo Avidina conjugado com HRP (#18-4100-51;
eBioscience, Invitrogen), o qual tem alta afinidade pela biotina, diluido a 1:500 por 1h a TA.
Apbs lavagem, as placas foram incubadas com substrato TMB por 15 minutos e a reagdo
interrompida pela adi¢do de 2N H>SO4 (&cido sulfarico). A absorbancia foi determinada com o
filtro de 450nm, utilizando leitor de ELISA.

5.3.1.2 Capacidade de ligacéo

Para avaliar a capacidade de ligacdo da MBL, as placas de 96 pocos foram sensibilizadas
com Manana, polissacarideo purificado de Saccharomyces cerevisiae, a 100ug/mL durante 3h
a 37°C. Ap6s 3 lavagens com TBS-t (TBS 1X; 0.5% tween 20), as placas foram blogueadas
com 1% BSA em TBS 1X por 1h a TA. Em seguida, as placas foram lavadas e incubadas com
50uL/poco da MBL padrdo diluida serialmente (2-fold; 10 pontos) e das amostras de soro
diluidas a 1:50 em tampdo de diluicdo (TBS 1x; 0.5%BSA; 0.005M CaCl>) por 2h a TA.

Em seguida, as placas foram lavadas e incubadas com 50uL/pogo do anticorpo MBL2
Biotin (#HYB 131-01B-005; Invitrogen) diluido a 1:5,000 em tampdo de dilui¢do por 1h a TA.
Apbs trés lavagens as placas foram incubadas com o anticorpo Avidina conjugado com HRP
(#18-4100-51; eBioscience, Invitrogen) diluido a 1:500 por 1h a temperatura ambiente. Apos
lavagem, as placas foram incubadas com substrato TMB por 15 minutos e a reacéo interrompida
pela adicdo de 2N H>SO4 (acido sulfurico). A densidade otica foi determinada atraves da leitura

da absorbancia com o filtro de 450nm, utilizando leitor de ELISA.
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5.3.2 Extracdo de DNA e ensaios de genotipagem

A extracdo de DNA foi realizada a partir de amostras de coagulos, que estavam
armazenados a -80°C. Para obtencdo das amostras de coagulo que estavam armazenados nos
tubos de coleta, estes foram centrifugados invertidos dentro de um tubo conico de 50mL, a
2000g durante 10 minutos & TA para deslocar o gel do tubo e liberar o codgulo (WONG et al.,
2007). A extracdo foi realizada através do kit ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System
(Promega®), seguindo as instrugbes do fabricante, com uma modificagdo. O tempo de
incubacdo com a proteinase, para a lise completa do coédgulo, passou de 10 minutos para
overnight (~12h), devido a dificuldade de se obter uma solugdo homogénea utilizando amostras
de codgulo. Em seguida, 0 DNA extraido teve sua concentracdo e pureza quantificados através
de espectrofotometria (NanoDrop™ 2000, Thermo Fisher Scientific).

A genotipagem do gene MBL2 para detec¢do das variantes foi realizada por PCR em
tempo real, utilizando primers e sondas especificas, atraveés do sistema TagMan com a
plataforma QuantStudio 5 (Thermo Scientific®). Os seguintes ensaios de genotipagem SNP
(Applied Biosystems) foram utilizados: C__ 11876879 10 (rs11003125), C_ 27858274 10
(rs7096206), C_26813436_10 (rs7095891), C__ 2336610_10 (rs5030737),
C__ 2336609_20 (rs1800450), e C__ 2336608_20 (rs1800451).

Um total de seis SNPs no MBL2 foram analisados: trés na regido promotora
correspondendo as variantes -550 (H/L; rs11003125), -221 (X/Y; rs7096206) e +4 (P/Q;
rs7095891); e trés na regido estrutural (éxon 1) correspondendo as variantes 52 (A/D;
rs5030737), 54 (A/B; rs1800450) e 57 (A/C; rs1800451). As variantes polimorficas no éxon 1

foram designadas como “O” enquanto o alelo selvagem foi designado como “A”.

5.4 Andlises estatisticas

Os alelos foram combinados para formacéo haplotipos/gendtipos e estes correlacionados
com a concentragdo sérica de MBL, para categoriza-los como alto (HYPA/HYPA,
HYPA/LYPA; HYPA/LYQA; LYPA/LYQA; LYQA/LYQA), intermediario (HYPA/HYPO;
HYPA/LXPA; HYPA/LYPO; HYPA/LYQO; HYPO/LYQA; LXPA/LXPA; LYPA/LXPA,;
LYPA/LXQA; LYPA/LYPO; LYPA/LYQO; LYQA/LYQO; LYQO/LXPA) e baixo
(HYPO/LXPA; LXPA/LYPO; LYPO/LYPO; LYQO/LXPA) produtores de MBL, como
descrito anteriormente (GARRED et al., 2003). O software PLINK (versdo 1.07) foi utilizado

para construir os haplotipos, descrever suas frequéncias e verificar se a populacéo se encontrava
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em Equilibrio de Hardy-Weinberg. A associacao entre as variantes do MBL2 e a infeccdo por
dengue foi analisada através da razdo de chances (OR) com intervalo de confianca de 95% (IC
95%) e pelo teste exato de Fisher.

Para verificar se havia influéncia da idade nos niveis de MBL foi aplicado o teste de
correlacdo de Pearson. Para determinar as diferencas nos niveis séricos e capacidade de ligacdo
entre os diferentes grupos analisados (sintomaticos, assintomaticos e controle) foram utilizados
os testes Mann-Whitney e Kruskal-Wallis, quando necessario. As diferencas foram
consideradas significativas quando os valores de p foram <0.05. As analises estatisticas e

montagem dos graficos foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism (vers&o 8.0).

5.5 Consideracdes éticas

Essa pesquisa encontra-se aprovada no Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto
Aggeu Magalhées (IAM) sob o CAAE 43051521.2.0000.5190 (Anexo A) e estd inserida em
um projeto ancora intitulado: “Incidéncia da infec¢ao pelo virus dengue, Imunidade Materna e
Cinética de anticorpos antidengue em criangas no primeiro ano de vida” que também possui
aprovacao pelo CEP do IAM (CAAE-0061.0.095.000-10).
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6 RESULTADOS

Os topicos a seguir descrevem os resultados obtidos a partir dos experimentos descritos

anteriormente, contemplando todos os objetivos propostos para este estudo.

6.1 Caracteristicas clinicas dos lactentes incluidos no estudo

As caracteristicas clinicas e demograficas dos 130 lactentes incluidos no estudo estéo
sumarizadas na tabela 1. Ndo foram observadas diferencas na distribuicdo de sexo (p=0,066);
idade (p=0,770); peso ao nascimento (p=0,061), tipo de parto (p= 0,897) e presenca de
anticorpos IgG anti-DENV no corddo umbilical (p=0,1917) entre os grupos. Dos 46 casos
incluidos neste estudo 17 foram assintomaticos, enquanto os 29 assintomaticos apresentaram

quadro leve da infeccéo, sem progressao para formas mais graves da dengue.

Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e demograficas dos lactentes incluidos no estudo

Caracteristicas Casos (n=46) Controles (n=84) p-value*

Sexo, n (%)

Feminino 18 (39.1) 47 (56.0) 0,066

Masculino 28 (60.9) 37 (44.0)
Idade em meses (média £SD) 5+28 49+29 0,770
Peso ao nascer, g (média +SD) 3,430 (419.2) 3,304 (329.0) 0,061
Tipo de parto

Vaginal 43 (93.5) 79 (94.1) 0,897

Cesario 3(6.5) 5(5.9)
Infeccdo por dengue, n (%)

Sintomatica 29 (63.1) -

Assintomatica 17 (36.9) -

IgG anti-DENV no corddo
umbilical, n (%)

Positivo 38 (82.6) 76 (90.5) 0,1917
Negativo 8 (17.4) 8 (9.5

Fonte: A autora.
Nota: *Teste de qui-quadrado.
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6.2 Determinagéo dos polimorfismos no gene MBL2 e sua associa¢do com a infec¢éo por

dengue em lactentes

As frequéncias das variantes alélicas e genotipicas no gene MBL2 e sua associacdo a
infecgdo por dengue nos lactentes incluidas no estudo estéo apresentadas na tabela 2. Os grupos
estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. As frequéncias dos alelos variantes na regido
promotora foram 28,5% (L/H), 18,8% (Y/X) e 31,5% (P/Q) para as posi¢des -550, -221 e +4,
respectivamente.

Em relacdo a regido -550, ndo houve diferencas nas frequéncias alélicas e genotipicas
entre casos e controles. Na regido -221, as frequéncias do alelo Y (85,6%) e do gendtipo YY
(73,8%) foram significativamente maiores nos controles do que nos casos. Ao passo que a
presenca do alelo X (OR: 2,16; 95% IC: 1,12-4,19; p=0,019) e gendtipo YX (OR: 2,70; 95%
IC: 1,20-5,71; p=0,015) estiveram associados a maior risco de infec¢do por dengue nos casos.

Na regido +4, ndo houve diferencas nas frequéncias genotipicas entre casos e controles.
No entanto, a presenca do alelo P foi significativamente maior nos casos (77,3%) e o alelo Q
foi associado a menor risco ao desenvolvimento de dengue na populacdo pediatrica (OR: 0,50;
95% IC: 0,27-0,90; p=0,02).

Em relacdo ao éxon 1, as frequéncias dos alelos variantes foram de 4,4% (A/D), 12,6%
(A/B) e 6,8% (A/C) para os codons 52, 54 e 57, respectivamente. Nao foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas nas frequéncias alélicas e genotipicas quando as
variantes D, B e C foram analisadas individualmente. Quando analisadas em conjunto, foi
observado que o gen6tipo AO (OR: 0,45; 95% IC: 0,23-0,91; p=0,021) e o alelo variante O
(OR:0,41; 95% IC: 0,21-0,77; p=0,006) foram associados a prote¢do contra o desenvolvimento

de dengue.
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Tabela 2 — Distribuigdo das frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismos no gene MBL2
e sua associacdo com a infeccdo por dengue nos lactentes.

(continua)
Populacéo de estudo, n (%0)
i 04\ * _ *%
Variantes do MBL2 Total (n=130) Casos (n=46) Confroles OR (I1C 95%) p-value
(n=84)
Variantes promotor
-550
LL 66 (53.6) 25 (54.0) 41 (53.2) Referéncia Referéncia
LH 44 (35.8) 15 (33.0) 29 (37.7) 0.84 (0.38-1.90) 0.839
HH 13 (10.6) 6 (13.0) 7(9.1) 1.40 (0.39-4.47) 0.757
Total 1232 46 77
L 176 (71.5) 65 (71.0) 111 (72.0) Referéncia Referéncia
H 70 (28.5) 27 (29.0) 43 (28.0) 1.07 (0.60-1.91) 0.884
Total 246 92 154
-221
YY 82 (65.6) 23 (51.1) 59 (73.8) Referéncia Referéncia
YX 39 (31.2) 20 (44.5) 19 (23.7) 2.70 (1.20-5.71) 0.015
XX 4 (3.2) 2449 2 (2.5) 2.56 (0.37-16.94) 0.576
Total 125P 45 80
Y 203 (81.2) 66 (73.3) 137 (85.6) Referéncia Referéncia
X 47 (18.8) 24 (26.7) 23 (14.9) 2.16 (1.12-4.19) 0.019
Total 250 90 160
+4
PP 51 (44.0) 25 (56.8) 26 (36.1) Referéncia Referéncia
PQ 57 (49.1) 18 (40.9) 39 (54.2) 0.48 (0.22-1.04) 0.078
QQ 8 (6.9) 1(2.3) 7(9.7) 0.14 (0.012-0.98) 0.066
Total 116° 44 72
P 159 (68.5) 68 (77.3) 91 (63.2) Referéncia Referéncia
Q 73 (31.5) 20 (22.7) 53 (36.8) 0.50 (0.27-0.90) 0.020
Total 232 88 144
Variantes do Exon 1
52 (D)
AA 115 (91.3) 43 (93.5) 72 (90.0) Referéncia Referéncia
AO 11 (8.7) 3(6.5) 8 (10.0) 0.62 (0.17-2.24) 0.744
o]e) 0 0 0 - -
Total 126¢ 46 80
A 241 (95.6) 89 (96.7) 152 (95.0) Referéncia Referéncia
@) 11 (4.4) 3(3.3) 8 (5.0) 0.64 (0.18-2.15) 0.750
Total 252 92 160
54 (B)
AA 93 (75.6) 37 (80.4) 56 (72.7) Referéncia Referéncia
AO 29 (23.6) 9 (19.6) 20 (26.0) 1.46 (0.61-3.43) 0.511
00 1(0.8) 0 1(1.3)
Total 123¢ 46 77
A 215 (87.4) 83 (90.2) 132 (85.7) Referéncia Referéncia
@] 31 (12.6) 9(9.8) 22 (14.3) 0.65 (0.27-1.44) 0.329
Total 246 92 154
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Tabela 2 — Distribuigdo das frequéncias alélicas e genotipicas de polimorfismos no gene MBL2

e sua associacdo com a infeccdo por dengue nos lactentes
(conclusdo)

Populacéo de estudo, n (%0)

H 0/ \* _ *%
Variantes do MBL2 Total (n=130) Casos (n=46) Con_troles OR (I1C 95%) p-value
(n=84)
57(C)
AA 104 (88.1) 44 (100.0) 60 (81.1) - -
AO 12 (10.2) 0 12 (16.2) - -
o]e) 2 (1.7) 0 2 (2.7 - -
Total 118 44 74
A 220 (93.2) 88 (100.0) 132 (89.2) - -
0] 16 (6.8) 0 16 (10.8) - -
Total 236 88 148
52+54+57
AA 312 (85.0) 124 (91.2) 188 (81.4) Referéncia Referéncia
AO 52 (14.2) 12 (8.8) 40 (17.3) 0.45 (0.23-0.91) 0.021
o]e) 3(0.8) 0 3(1.3) - -
Total 367 136 231
A 676 (92.1) 260 (95.6) 416 (90.0) Referéncia Referéncia
o) 58 (7.9) 12 (4.4) 46 (10.0) 0.41 (0.21-0.77) 0.006
Total 734 272 462

Fonte: A autora.

Nota: *Casos (sintomaticos e assintomaticos) versus controles; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianca. A
discriminacéo alélica ndo foi viavel em 27, b5, €14, 94, °7 e 712 amostras. Valores estatisticamente significantes
estdo destacados em negrito; **Teste exato de Fisher.

6.3 Dosagem sérica e capacidade de ligacdo da MBL

Os niveis séricos e capacidade de ligacdo da MBL foram quantificados em todas as
amostras de soro dos casos de dengue e controles naive para dengue, disponiveis no
biorrepositdrio, com exce¢do das amostras agudas. De maneira geral, lactentes infectados pelo
DENYV apresentaram niveis séricos basais menores do que os naives (p<0,0001; grafico 1a). Da
mesma forma, a capacidade de ligacdo da MBL foi menor no grupo dos casos, ambos
sintomatico e assintomatico (p=0,0008 e p=0,0012, respectivamente; grafico 1b), do que no
grupo controle.

A concentracdo média da MBL sérica foi de 2980ng/mL (mediana 1772ng/ml; 39,77 —
36519ng/ml) para os casos sintomaticos, 1219ng/mL (mediana 1162ng/ml; 62,18 — 2939ng/ml)
para 0s casos assintomaticos e 10760ng/mL (mediana 5852ng/ml; 39.77 — 42800ng/ml) para os
controles. Em relacdo a capacidade de ligacdo da MBL, a concentragdo média foi de 780.5ng/ml

(mediana 446.6; 74.66 — 3112ng/ml) para os casos sintomaticos, 761.3ng/mL (mediana 450.4;
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72.04 — 2754ng/mL) para os casos assintomaticos e 1544ng/ml (mediana 1179ng/ml; 9.004 —
8306ng/ml) para os controles.

Gréfico 1- Comparacgdo dos niveis de MBL entre lactentes infectados por DENV e lactentes

nao-infectados
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Fonte: A autora

Legenda: O gréfico demonstra os niveis de MBL sérica (a) e capacidade de ligacdo da MBL (b) entre os grupos
de casos assintomaticos, casos sintomaticos e controles. Os niveis séricos e de capacidade de ligagdo da MBL
foram estatisticamente significativos entre os grupos (p<0,0001; Teste de Kruskal-Wallis).

Em seguida, foi avaliado a influéncia da idade nos niveis de MBL. Apenas foi observada
correlacdo entre a idade e os niveis de MBL sérica entre os casos (r=0,2505; p=0,0029; grafico
2B). Quando estratificado entre casos sintomaticos e assintomaticos, foi observada relacdo
apenas nos casos sintomaticos (r=0,3262; p= 0,0046; grafico 2C). Assim, a analise subsequente
foi realizada considerando pareamento por idade. Foi verificado se a infeccdo por dengue
poderia modificar a producdo de MBL antes ou apés a infeccdo. Dessa forma, foi selecionado
um pool de amostras coletadas no momento anterior a infeccdo (amostra pré-infeccdo) e
imediatamente apds (amostra pos-infeccdo) e comparadas entre os trés grupos (sintomaticos,
assintomaticos e controles). Para isso, foram selecionadas 25 amostras de casos de dengue (9
casos assintomaticos e 16 sintomaticos) e 50 controles, pareadas por idade (1 caso: 2 controles)

nos momentos pré e pos-infeccao.
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Gréfico 2 — Correlacédo entre idade e niveis séricos de MBL dos lactentes incluidos no estudo
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Fonte: A autora

Legenda: O gréafico representa a correlacdo entre idade e os niveis séricos de MBL no grupo controle (A) e no
grupo dos casos (B). No grupo dos casos, apenas foi observada correlagdo entre os casos sintométicos (C) e ndo
foi observada correlagdo com o grupo dos assintomaticos (D).

De maneira geral, lactentes ndo-infectados pelo DENV nos dois primeiros anos de vida
apresentaram niveis maiores de MBL do que os lactentes que se tornaram caso, mas sem
diferencas significativas entre casos sintomaticos e assintomaticos. Nas amostras pareadas, 0s
niveis basais de MBL, no momento pré-infeccéo, foram maiores no grupo controle do que nos
casos (p=0,0018), sendo essa diferenca observada apenas quando comparado ao grupo dos
assintomaticos (p=0,0047; grafico 3A). No momento pos-infec¢do, ndo foram observadas
diferencas entre os grupos (p=0,0603; grafico 3B). Em relacdo a capacidade de ligacdo, foram
observadas diferencas entre casos e controles no momento pdés-infeccdo (p=0,0207; grafico
3D), mas sem diferencas significativas quando estratificado entre casos sintomaéticos e
assintomaticos. Ndo houve diferenga na capacidade de ligacdo da MBL entre 0s grupos no
momento pre-infeccdo (p=0,5115; gréafico 3C).

Dessa forma, as analises subsequentes de associacdo entre os niveis basais de MBL e 0

perfil genético (polimorfismos no gene MBL2) nos lactentes com dengue e lactentes naive
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foram realizadas apenas com as amostras coletadas antes da confirmagéo laboratorial de

infeccdo por dengue, totalizando 130 amostras.

Gréfico 3 — Niveis de MBL sérica e capacidade de ligacdo nas amostras pareadas
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Legenda: a) Niveis de MBL sérica no momento pré-infec¢do de acordo com 0s grupos;
b) Niveis de MBL sérica no momento pés-infecgdo de acordo com 0s grupos;
c) Niveis de capacidade de ligacdo da MBL no momento pré-infecgdo de acordo com os grupos;
d) Niveis de capacidade de ligagdo da MBL no momento p6s-infeccdo de acordo com os grupos;

6.4 Correlacao entre os haplotipos do MBL2, niveis séricos e capacidade de ligacdo da

MBL com a infec¢do por dengue nos lactentes

As variantes alélicas foram combinadas para formacdo dos haplétipos e estes foram
classificados em baixo, médio e alto produtores de MBL. Os niveis de MBL sérica e capacidade
de ligacdo da MBL foram consistentes com a classificagdo dos haplotipos, como demonstrado

no grafico 4. Entre os grupos de haplotipos, sem estratificagcdo por casos e controles, 0s niveis
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de MBL sérica e capacidade de ligacdo foram significativamente distintos (Gréfico 4). As
concentracfes de MBL sérica apresentaram medianas de 6040ng/ml para o haplotipo de alta
producdo de MBL, 1923ng/ml para o haplotipo intermediario e 791,3ng/ml para o haplétipo de
baixa producdo de MBL. Ja os niveis de capacidade de ligacdo da MBL, apresentaram medianas
de 1089ng/ml, 719,2ng/ml, e 247ng/ml para os hapl6tipos de alta, intermediaria e baixa
producéo de MBL, respectivamente.

Grafico 4- Niveis de MBL sérica e capacidade de ligagdo de MBL de acordo com a classificacdo dos haplétipos
do gene MBL2
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Fonte: A autora.

Legenda: Os graficos representam os niveis de MBL sérica e capacidade de ligacdo da MBL entre os hapldtipos
de alta, intermediaria e baixa producdo de MBL, sem estratificagdo por grupos (casos sintomaticos, casos
assintomaticos e controles).

Nota: A linha horizontal vermelha representa a mediana; #### p<0,0001 e ## p<0,01 (Teste de Kruskal-Wallis);
**** n<0,0001, *** p<0,001 e *p<0,05 (Teste de Mann-Whitney).

O haplétipo intermediario foi o mais frequente entre os grupos (44,4%, 75,0% e 61,3%
entre sintomaticos, assintomaticos e controles, respectivamente), e no grupo dos assintomaticos
ndo foi encontrado nenhum haplotipo relacionado a baixa producdo de MBL. Nenhuma
tendéncia estatisticamente significativa foi encontrada entre a estratificacdo dos haplétipos e a

frequéncia de infeccdo por dengue nos lactentes (Tabela 3).
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Tabela 3 — Frequéncia da distribuicdo dos haplétipos entre casos e controles

Hapl6tipos Casos, n (%) Controles
MBL2 Total Sintomaticos Assintomaticos _ O\ ) .
(n=43) (n=27) (n=16) Total (n=75) OR (IC 95%) p-value
Alto 15(34.9) 11 (40.7) 4 (25.0) 24 (32.0) Referéncia Referéncia
Intermediario 24 (55.8) 12 (44.4) 12 (75.0) 46 (61.3) 1.19 (0.53-2.61) 0.681
Baixo 4 (9.3) 4 (14.8) 0 (0.0) 5(6.7) 0.78 (0.18-2.88) >0.999

Fonte: A autora

Nota: *Casos (sintomaticos e assintomaticos) versus controles; OR, odds ratio; IC, intervalo de confianca; **Teste
exato de Fisher; Hapldtipos ndo foram determinados em amostras de a 3 casos de dengue (n=46) e b 9 controles
(n=84).

Em relacdo aos niveis séricos e de capacidade de ligacdo da MBL entre os haplotipos,
quando estratificado entre casos e controles, foram observadas diferencgas significativas entre
os grupos (Gréfico 5). Entre os lactentes classificadas como altas produtoras de MBL, 0s niveis
séricos (p = 0,0173) e capacidade de ligacdo da MBL (p <0,0001) foram significativamente
menores entre 0s casos de dengue do que nos controles. Para produtores intermediarios de
MBL, os niveis de MBL sérica também foram significativamente mais baixos entre os casos de
dengue (p =0,0011), porém o mesmo néo foi observado para os niveis de capacidade de ligagéo
(p=0,3659). Para os baixos produtores de MBL, nenhuma diferenca foi observada entre os
grupos. Igualmente, também ndo foram encontradas diferencas significativas nos niveis séricos

e capacidade de ligacdo da MBL entre casos sintomaticos e assintomaticos de dengue.
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Gréfico 5 — Niveis de MBL sérica e capacidade de ligacdo da MBL de acordo com 0s
haplotipos, estratificado por casos e controles
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Fonte: A autora

Legenda: O gréfico representa os niveis de MBL sérica (A) e capacidade de ligacdo da MBL (B) entre os
haplotipos de alta, intermediéria e baixa producdo de MBL, estratificado por grupos (casos sintométicos, casos
assintomaticos e controles).

Nota: A linha horizontal vermelha representa a mediana; #### p<0,0001, ## p=0,0011 e # p=0,0173 (teste de
Kruskal-Wallis; Casos versus Controles); **** p<0,0001, ** p<0,01 e *p<0,05 (teste de Mann-Whitney; Casos
assintomaticos/sintomaticos versus controles)
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7 DISCUSSAO

Os mecanismos envolvidos na patogénese da dengue sdo multifatoriais e ainda nao
totalmente compreendidos. E bem estabelecida a relacdo entre infeccbes sequenciais e
heterdlogas por DENV e o risco aumentado de desenvolver dengue grave. No entanto, diferente
de adultos, adolescentes e criangas maiores, 0s lactentes constituem uma populacdo particular
quanto ao risco de desenvolver a infec¢do por dengue. Particularmente, mais de 5% de todos os
casos graves de dengue relatados em lactentes com menos de 1 ano de idade estdo associados
a uma infeccdo priméaria (CAPEDING et al., 2010; HALSTEAD et al., 2002). Conforme
relatado anteriormente, encontramos uma alta incidéncia de infecgéo por dengue no primeiro
(107.6/1,000 pessoas-ano) e segundo (93.3/1,000 pessoas-ano) anos de acompanhamento da
coorte (CASTANHA et al., 2017). Isso sugere uma alta exposicao a dengue na nossa populacéo,
semelhante a incidéncia geral de infecgdo por dengue entre criangas (119/1,000 pessoas-ano)
relatada por Capeding et al. (2010).

Essas taxas sdo mais altas do que a incidéncia observada em estudos de coorte conduzidos
em populacGes pediatricas de paises asiaticos (CHAU et al., 2009; PENGSAA et al., 2006),
onde a dengue grave é uma causa significativa de morte e hospitaliza¢Ges entre criancas. Apesar
da alta incidéncia de dengue entre as criancas incluidas em nossa coorte, nenhuma desenvolveu
dengue grave, embora tenham nascido em uma area endémica onde aproximadamente 90% das
gestantes inseridas no estudo tinham marcadores soroldgicos de infeccdo por dengue (LEITE
et al., 2014). Isso pode indicar que possivelmente outros mecanismos estdo associados a
gravidade da doenca na populacdo pediatrica, por exemplo, componentes da imunidade inata e
perfil genético do hospedeiro. Assim, investigamos os niveis de MBL e polimorfismos
associados a diminuicdo dos niveis de MBL em lactentes arrolados em uma de coorte de
nascimento.

Inicialmente, ndo encontramos associacdo das caracteristicas demograficas com a
infeccdo por dengue, eliminando os possiveis vieses de idade e género. Aléem disso, as amostras
utilizadas para determinacdo dos niveis séricos de MBL e capacidade de ligacdo foram
coletadas antes da infeccdo, refletindo os niveis basais de MBL. A frequéncia de polimorfismos
é amplamente variavel entre diferentes grupos étnicos, como a populagédo brasileira. Até o
momento, poucos estudos relataram frequéncias de polimorfismos no gene MBL2 na populacéo
brasileira, bem como avaliaram a associagdo entre esses SNPs e a suscetibilidade a infeccdo por
dengue. As frequéncias dos alelos e genétipos do MBL2 observadas em nosso estudo estdo de

acordo com as frequéncias observadas por Boldt et a.l (2006) em populacdes brasileiras de
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diferentes etnias do Sul e Centro-Oeste do pais, e Ferraroni et al. (2012), em uma populacao do
Rio de Janeiro, localizado na regido Sudeste (BOLDT et al., 2006; FERRARONI et al., 2012).

Em relacdo a influéncia dos haplétipos do MBL2 na dengue, encontramos niveis mais
elevados de MBL sérica e capacidade de ligacdo da MBL entre os haplotipos de niveis alto e
intermediério em criancas naive, do que nos casos de DENV, o que pode indicar que niveis
altos a intermediarios de MBL s&o um fator protetor contra a infeccdo por DENV. Isso é
corroborado por um estudo conduzido por Avirutnan et al. (2011), em que usaram um painel
de soros naives de humanos com variacdo nos niveis séricos de MBL como resultado de
variantes alélicas de MBL2, e notaram que niveis elevados de MBL neutralizaram o DENV de
forma mais eficiente do que aqueles com niveis mais baixos (AVIRUTNAN et al., 2011).

Observamos uma grande variacdo interindividual na concentracdo sérica de MBL e na
capacidade de ligacdo entre os haplotipos. Em geral, a maior concentracdo de MBL esta
associada ao HY, engquanto niveis um pouco menores — ou intermediarios — estdo associados ao
hapldtipo LY. O haplétipo LX estd ligado aos niveis mais baixos de MBL circulantes,
especialmente quando em associacdo com as variantes estruturais do éxon 1 (MADSEN et al.,
1995; MINCHINTON et al., 2002; STEFFENSEN et al., 2000). Neste estudo, observamos que
0 genodtipo XY e o alelo X foram mais frequentes nos casos do que nos controles, e assim foram
associados a dengue nos lactentes. Outros estudos, no entanto, ndo encontraram nenhuma
associacdo entre SNPs na regido -221 e a infec¢do por dengue (FIGUEIREDO et al., 2016;
PROMMALIKIT; THISYAKORN, 2015).

Os dados acerca da influéncia do polimorfismo P/Q na modulacdo da expressao do gene
MBL2 sdo mais conflitantes. Estudos demonstraram associacdo entre o alelo Q com niveis mais
elevados de MBL, quando comparado ao alelo selvagem P (GARRED et al., 2003; MADSEN
et al., 1995). Em contraste com os resultados de Swierzko et al, obtidos de uma coorte de 1.800
neonatos poloneses que parecem indicar a associacdo oposta de valores mais altos de MBL
sérica com o alelo P, embora a diferenga na media da MBL sérica ndo tenha sido significativa
entre os dois grupos (LYQA/LYQA e LYPA/LYPA) (ST. SWIERZKO et al., 2009). Em nosso
estudo, encontramos uma frequéncia maior do alelo Q em homozigose e heterozigose no grupo
controle, que normalmente esta associado a niveis intermediarios de MBL. No entanto, outras
variantes parecem exercer maior impacto na modulacao dos niveis de MBL e susceptibilidade
a infeccdo por dengue nos lactentes.

As variantes do éxon 1 regulam a formacé&o de oligdmeros MBL funcionais e, juntamente
com o promotor, influenciam os niveis circulantes da proteina no soro. Diferentemente dos

alelos B e C, o0 alelo D tem um menor impacto nos niveis de MBL. Estudando criancas
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brasileiras, Ornelas et al. (2019) observaram que hapl6tipos carregando os alelos Q, B e C foram
associados ao risco de dengue grave, incluindo ajuste para ancestralidade genética (ORNELAS
et al., 2019). Da mesma forma, um outro estudo demonstrou que o haplotipo XO e o dipl6tipo
XA/XO eram mais frequentes em casos de dengue, sugerindo um risco aumentado de dengue
em uma populacdo de Vietnamitas (GIANG et al., 2020). Figueiredo et al. (2016) estudando
casos de dengue em Recife, encontraram uma associa¢ao significativa entre o alelo B e o
gendtipo OO com dengue grave, sugerindo que os alelos e haplétipos variantes relacionados a
MBL néo funcional e baixos niveis séricos, parecem influenciar a susceptibilidade a dengue
grave (FIGUEIREDO et al., 2016).

Nesse aspecto, comparando lactentes naive e casos, nés demonstramos que a frequéncia
do alelo O (10,0 e 4,4%, controles naive e casos, respectivamente) e do gendtipo AO (17,3 e
8,8%, controles naive e casos, respectivamente) foram maiores nos controles, com o alelo B
sendo o mais frequente entre os grupos. Apesar do gen6tipo AA, relacionado a maiores niveis
de MBL, ter sido mais frequente nos casos, este grupo também apresentou a maior frequéncia
do genotipo XY, o que poderia indicar que mesmo se eles tivessem altos niveis de MBL
funcional, a secrecdo a nivel transcricional seria deficiente na vigéncia da infeccao pelo DENV.

Além disso, nds demonstramos que haplétipos relacionados a niveis intermediarios de
MBL foram mais frequentes em casos de dengue assintomaticos do que sintomaticos, o que
sugere que a presenca das variantes do MBL2 pode conferir alguma protecdo contra o
desenvolvimento de sintomas durante a infeccdo por DENV nos lactentes. A hipotese de que
niveis intermediarios sdo protetores e suficientes em controlar a infec¢do por dengue pode ser
demonstrada por um estudo conduzido por Acioli-Santos et al. (2008). De acordo com 0s
autores, pacientes com genoétipo AA apresentaram maior tendéncia de desenvolver
trombocitopenia durante a infeccdo por dengue, apesar de ndo terem sido encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos com DF ou DHF (p=0,06) (ACIOLI-
SANTOS et al., 2008).

Em sintese, este estudo demonstrou que lactentes infectados pelo DENV nos primeiros
anos de vida possuiam niveis mais baixos de MBL do que criangas ndo-infectadas. Além disso,
demonstramos que variantes no MBL2 podem estar relacionadas a prote¢ao ou susceptibilidade
a dengue em lactentes. Uma limitacdo do nosso estudo foi o nimero de pacientes incluidos.
Assim, um numero maior de amostras seria necessario para confirmar qual variante estrutural
estava associada em maior extensdo a protecdo contra dengue neste estudo. Além disso, estudos
que avaliam a associacdo entre gendtipos e niveis de MBL2 podem ser bastante desafiadores,

muitas vezes levando a resultados controversos devido a varios fatores, especialmente a
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heterogeneidade das populacdes, selecdo de grupos de estudo adequados e metodologia
aplicada para detectar os oligobmeros da MBL. Nossos resultados ampliaram as informagdes
sobre a influéncia das variantes do alelo MBL2 nos niveis séricos e atividade da MBL e
forneceram mais informacdes acerca do papel dessa importante proteina da imunidade inata na

protecdo contra dengue em lactentes.



57

8 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que niveis intermediarios a altos de MBL podem estar associados
a protecdo contra infecgédo pelo virus dengue durante os dois primeiros anos de vida do lactente.
Igualmente, que esses niveis — de MBL circulante e funcional — estdo relacionados
especialmente com a presenca de variantes no gene MBL2 na regido promotora (-221; alelo X
e gendtipo XY) e do éxon 1 (alelo O). Essas variantes em associagdo, modulam a expresséo e
conformacdo estrutural da proteina e, consequentemente, tem um papel crucial na regulagédo
dos niveis séricos e funcionalidade da MBL. A modulagdo desses niveis, especialmente durante
0s primeiros anos de vida da crianca, € fundamental no combate a diversas infec¢bes, como a
dengue.

Isso foi evidenciado no nosso estudo pela presenca de niveis séricos mais altos em
criancas que ndo foram infectadas pelo DENV, sugerindo que a susceptibilidade para a infecgédo
primaria por dengue parece ser parcialmente influenciada pela composi¢do do geno6tipo do
MBL2. No entanto, mais estudos acerca do papel da MBL e dos SNPs no MBL2 ainda séo
necessarios para estabelecer qual é, de fato, a importancia dessas variantes na patogénese da
dengue, especialmente na populacéo pediéatrica.

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo desenhado para fornecer uma compreenséao
dos niveis séricos basais e de atividade da MBL entre lactentes antes da infec¢do pelo DENV,
a fim de investigar o papel desses niveis e das variantes do MBL2 na suscetibilidade a infeccéo.
Enfatizamos a importancia de avaliar o papel da MBL na imunopatogénese da dengue e a
relevancia desta proteina, especialmente em lactentes, como uma molécula com potencial

atividade antiviral na infecgdo pelo DENV.
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Resumo:

A dengue é uma arbovirose que representa um grande desafio para a salide publica, especialmente em
paises da Asia e da América Latina. A infecgdo por um dos quatro sorotipos do virus dengue (DENV1-
4)resulta em um amplo espectro clinico, que varia desde casos assintomaticos a um quadro febril
autolimitante que pode evoluir para formas mais graves da doenga. Os mecanismos imunopatogénicos
envolvidos no desenvolvimento das manifestagdes clinicas da dengue sdo multifatoriais e ndo mutuamente
exclusivos. Em lactentes, a imunidade inata desempenha um papel central no controle das infecgdes virais,
antes do estabelecimento da imunidade adaptativa. A lectina ligante de manose (MBL), uma proteina
essencial da imunidade inata, parece ter um papel crucial nas infecgdes por DENV. Polimorfismos (SNP) no
gene MBL2, que estdo associados a niveis reduzidos da proteina, podem influenciar na susceptibilidade e
severidade da dengue. Estudos recentes tém explorado o papel desses SNPs e dos niveis de MBL nas
infeccdes por dengue, mas tais estudos ainda séo
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