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EFEITO DAS QUIMIOCINAS NA ALTERACAO DA PERMEABILIDADE DE
CELULAS ENDOTELIAIS NA DENGUE

RESUMO

Quimiocinas sao citocinas envolvidas em processos inflamatérios e homeostasicos.
Estudos in vitro vém demonstrando a influéncia desses mediadores na alteracdo da
permeabilidade endotelial na infeccdo pelo virus dengue (DENV). Dengue € uma doenca
de amplo espectro clinico, variando desde uma infeccdo assintomatica a casos graves,
com manifestacbes hemorragicas e/ou extravasamento plasmatico e, em menor
frequéncia, ao 6bito de pacientes. O objetivo de nosso projeto foi avaliar o envolvimento de
quimiocinas séricas presentes em pacientes infectados pelo DENV na alteracdo da
permeabilidade transendotelial, utilizando células endoteliais primérias num sistema in
vitro. Para isso realizamos estudo populacional para obtencdo de amostras de sangue de
casos suspeitos de dengue durante epidemia de 2013 e de individuos sadios. Apos
confirmacdo laboratorial, foi realizada classificacdo clinica dos casos segundo a OMS
2009. No soro dos pacientes e controles foi realizada quantificagdo dos niveis das citocinas
TNF-a, IL-1B e IL-10 e das quimiocinas CXCL8/IL-8, CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10
CCL5/RANTES e CX3CL1/Fractalcina por ELISA ou LUMINEX. Para os ensaios de
permeabilidade, foram feitos cultivo e manutencdo de células endoteliais primarias
HMVEC-d para padronizacdo do ensaio, através da medida da resisténcia elétrica
transendotelial (TEER). Na tentativa de avaliar a contribuicdo das quimiocinas na medida
do TEER, foram adicionados sobre monocamada de HMVEC-d com 80% de confluéncia
em sistema Transwell, 20% de soro de pacientes pré-tratados ou ndo com bloqueadores
de CCL4/MIP-1B, CXCL10/IP-10, CX3CL1/Fractalcina, CCL5/RANTES e IgG e feito uma
cinética. Brevemente, foram confirmados 181 pacientes, com predominancia do DENV-4,
distribuidos segundo a OMS em: 125 febre do dengue sem sinais de alarme (FD), 54 FD
com sinais de alarme (FDSA) e 2 dengue grave (FDSA/Grave). De forma interessante, a
infeccdo pelo DENV-4 sugeriu caracteristicas clinicas e laboratoriais mais brandas
comparadas a epidemias por outros sorotipos. Independentemente da gravidade, o0s
pacientes DENV-4 apresentaram altos niveis de TNF-q, IL-10, CCL2/MCP-1, CXCLS8/IL-8,
CXCL10/IP-10 e CX3CL1/Fractalcina, mas nao de IL-13 e CCL5/RANTES comparado aos
controles saudaveis. Nossa estratégia para avaliar a capacidade de alterar a
permeabilidade das monocamadas de HMVEC-d foi agrupar os pacientes em dois grupos,
altos (n=5) e baixos (n=5) produtores de TNF-a, IL-1B e CXCLS8/IL-8. Surpreendentemente,
0s niveis séricos de TNF-a, IL-18 e CXCLS8/IL-8 parecem néo influenciar a medida do
TEER. Dos 10 pacientes, 4 ndo alteraram a medida do TEER e 6 alteraram em algum
momento da cinética. O bloqueio das quimiocinas parece néo ter influenciado a medida do
TEER nas condi¢des estabelecidas. Andlises de correla¢do indicaram uma tendéncia dos
niveis séricos de IL-1B e CXCL8/IL-8 e CX3CL1/Fractalcina protegerem a monocamada
das alteracdes, enquanto essa protecdo parece ter sido mais efetiva em relagdo aos niveis
séricos CCL5/RANTES. O conjunto desses dados nos indica que o DENV-4 parece levar a
uma dengue na forma mais branda nos pacientes, aliado a uma reducdo de parametros
clinico-laboratoriais associados a gravidade. Citocinas e quimiocinas estdo presentes em
altos niveis séricos nestes pacientes e parecem ser autorreguladas. Dentre os mediadores
inflamatoérios, quimiocinas como CCL5/RANTES parece influenciar de forma impactante a
alteracao da permeabilidade de células endoteliais, o que néo foi confirmado pelos ensaios
de bloqueio, mas pela correlagdo direta dos niveis séricos de CCL5/RANTES com a
medida do TEER.
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EFFECT OF CHEMOKINES IN ALTERATION OF ENDOTHELIAL CELL
PERMEABILITY IN DENGUE

ABSTRACT

Chemokines are cytokines involved in homeostatic and inflammatory processes. In
vitro studies have demonstrated the influence of these mediators in the alteration of
endothelial permeability in Dengue virus (DENV) infection. Dengue is a wide clinical
spectrum disease, ranging from an asymptomatic infection to severe cases with
hemorrhagic manifestations and / or plasma extravasation that could result in death of
patients. The aim of our project was to evaluate the involvement of serum chemokines
present in patients infected with DENV in changing the transendothelial permeability
using primary endothelial cells in vitro system. To population-based study conducted to
obtain blood samples from suspected dengue cases during the epidemic of 2013 and
the control group. After laboratory confirmation, clinical classification was made of the
cases according to the WHO 2009. In the serum of patients and controls was
performed quantification of levels of the cytokines TNF-a, IL-18 and IL-10 and
chemokines CXCL8/IL-8, CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10, CCL5/RANTES and
CX3CL1/Fractalkine by ELISA or LUMINEX. For the permeability tests were made
cultivation and maintaining primary endothelial cell (HMVEC-d) and measuring
transendothelial electrical resistance (TEER). In order to assess the contribution of
chemokines in the extent TEER were added to monolayer HMVEC-d at 80%
confluence in Transwell System, 20% serum from patients pretreated or not with
blocking CCL4/MIP-13, CXCL10/IP-10, CX3CL1/Fractalkine, CCL5/RANTES and IgG
made Kinetics. Briefly, 181 patients were confirmed, with a predominance of DENV-4,
distributed according to the WHO in: 125 dengue fever without warning signs (FD), 54
FD with alarm signals (FDSA) and 2 severe dengue (FDSA/Severe). Interestingly,
infection with DENV-4 suggested clinical and laboratory characteristics milder
compared to epidemics by other serotypes. Regardless of gravity, DENV-4 patients
presented high levels of TNF-a, IL-10, CCL2/MCP-1, CXCL8/IL-8, CXCL10/IP-10 and
CX3CL1/Fractalkine, but not IL-18 and CCL5/ RANTES compared to healthy controls.
Our strategy to assess the capacity change the permeability of monolayers HMVEC-d
was to group the patients into two groups, high (n = 5) and low (n = 5) TNF-a
producers, IL-1B and CXCL8 / IL -8. Surprisingly, the serum levels of TNF-a, IL-1f and
CXCLS8/IL-8 did not significantly influence the measurement of TEER. Of the 10
patients, 4 did not alter the extent TEER and 6 changed at some point in kinetics.
Blocking chemokine did not influence the measurement of TEER on the established
conditions. Correlation analysis indicated a trend of serum levels of IL-1B patients and
CXCLS8/IL-8 and CX3CL1/Fractalkine protect monolayer of changes, while this
protection appears to have been more effective with respect to serum CCL5/RANTES.
These data suggest that the DENV-4 appears to lead to dengue in milder form in
patients, combined with a reduction of clinical and laboratory parameters associated
with severity. Chemokines and cytokines are present in high serum levels in these
patients and seem to be autorregulated. Among inflammatory mediators, such as
chemokine CCL5/RANTES impactful seems to influence the change in permeability of
endothelial cells, which was not confirmed by blocking assays, but for the direct
correlation of serum levels of CCL5/RANTES with the measure of TEER.
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Lista de abreviaturas

ABTS: acido sulfénico

ACKR: receptor de quimiocina atipica

ACKR1/Duffy: receptor 1 de quimiocina atipica/ receptor do antigeno Duffy
ACKRZ2/D6: receptor 2 de quimiocina atipica/ receptor D6 de quimiocina CC
ACKR3/CXCRY7: receptor 3 de quimiocina atipica/ receptor 7 para quimiocina
CXC

ACKR4/CCRLL1: receptor 4 de quimiocina atipica/ receptor de quimiocina CC
semelhante ao tipo 1

ACKR5/CCRL2: receptor 5 de quimiocina atipica/ receptor de quimiocina CC
semelhante ao tipo 2

ADE: aumento da infeccado dependente de anticorpo

ALT/TGP: alanina aminotransferase/transaminase glutamico-piravica

ART: terapia antirretroviral

AST/TGO: aspartato aminotransferase/transaminase glutamico-oxalacética
BSA: albumina sérica bovina

C: familia C quimiocina

cAMP: 3’, 5’-monofosfato de adenosina ciclico

CC: familia CC quimiocina

CCL2/MCP-1: ligante 2 de CC guimiocina/proteina quimiotatica de monécitos 1
CCL3/MIP-1a: ligante 3 de CC quimiocina/proteina 1a inflamatoria de
macrofagos

CCL4/MIP-1: ligante 4 de CC quimiocina/proteina 1B inflamatéria de
macrofagos

CCL5/RANTES: ligante 5 de CC quimiocina/regulada sob ativacao expressa e
secretada por células T normais

CCL6/MRP-1: ligante 6 de CC quimiocina/proteina 1 relacionada a macrofagos
CCL7/MCP-3 : ligante 7 de CC guimiocina/proteina quimiotatica de mondcitos 3
CCL8/MCP-2: ligante 8 de CC quimiocina/proteina quimiotatica de mondcitos 2
CCL9/MIP-1: ligante 9 de CC quimiocina/ proteina 1 inflamatoria de macréfagos
CCL11/Eotaxin: ligante 11 de CC quimiocina/quimiocina seletiva para eosinofilo
CCL13/MIP-3: ligante 13 de CC quimiocina/proteina 3 inflamatdria de
macréfagos

CCL15/MIP-5: ligante 15 de CC quimiocina/proteina 5 inflamatéria de
macrofagos

CCL16/LEC: ligante 16 de CC quimiocina/quimiocina expressa no figado
CCL19/MIP-3: ligante 19 de CC quimiocina/proteina 3 inflamatéria de
macréfagos

CCL21/SLC: ligante 21 de CC quimiocina/quimiocina expressa em tecido
linfoide secundario

CCL23/MIP-3: ligante 23 de CC quimiocina/proteina 3 inflamatéria de
macrofagos

CCL26/Eotaxin-3: ligante 26 de CC quimiocina/quimiocina seletiva para
eosinofilo 3

CCL25/TECK: ligante 25 de CC quimiocina/quimiocina expressa no Timo
CCL27/CTAK: ligante 27 de CC quimiocina/quimiocinas atrativas de células T
cutanea



CCL28/MEC: ligante 28 de CC quimiocina/quimiocina associada a mucosa
epitelial

CCR: receptor para familia CC quimiocina

CCRL1.: receptor de quimiocina do tipo CC 1

CCR2: receptor de quimiocina do tipo CC 2

CCRA4: receptor de quimiocina do tipo CC 4

CCRS5: receptor de quimiocina do tipo CC 5

CCRG6: receptor de quimiocina do tipo CC 6

CCRY7: receptor de quimiocina do tipo CC 7

CCRS: receptor de quimiocina do tipo CC 8

CCRO9: receptor de quimiocina do tipo CC 9

CCR10: receptor de quimiocina do tipo CC 10

CE: célula endotelial

CLECS5A: doinglés “C-type lectin domain Family 5 member A”

CMSP: células mononucleares do sangue periférico

CX3C: familia CX3C quimiocina

CX3CL1/Fractalcina: ligante 1 de CX3C quimiocina

CX3CRL1.: receptor para familia CX3C quimiocina

CXC: familia CXC quimiocina

CXCL1/GRO-a: ligante 1 de CXC quimiocina/proteina a reguladora de
crescimento

CXCL2/MIP-2a: ligante 2 de CXC quimiocina/proteina 2a inflamatdria de
macréfagos

CXCL3/MIP-2B: ligante 3 de CXC quimiocina/proteina 23 inflamatdria de
macréfagos

CXCL4/PF4: ligante 4 de quimiocina CXC/fator plaquetario 4
CXCL5/ENA-78: ligante 5 de CXC quimiocina/peptideo ativador de neutrofilo
derivado de células epiteliais

CXCL6/GCP-2: ligante 6 de CXC quimiocina/proteina quimiotatica de
granuldcitos 2

CXCL7/NAP-2: ligante 7 de CXC quimiocina/peptideo ativador de neutrofilos 2
CXCL8/ IL-8/MDNCF: ligante 8 de CXC gquimiocina/ interleucina-8/ fator
quimiotéatico de neutrdéfilo derivado de mondcitos:

CXCL9/MIG: ligante 9 de quimiocina CXC/mondcina induzido por IFN-y
CXCL10/IP-10: ligante 10 de quimiocina CXC/proteina induzida por IFN-y
CXCL11/I-TAC: ligante 11 de quimiocina CXC/quimiocina de linfécito T induzida
por IFN

CXCL12/SDF-1: ligante 12 de CXC quimiocina/fator 1 derivado de células do
estroma

CXCR: receptor para familia CXC quimiocina

CXCRL1: receptor de quimiocina do tipo CXC 1

CXCR2: receptor de quimiocina do tipo CXC 2

CXCRS: receptor de quimiocina do tipo CXC 3

CXCRA4: receptor de quimiocinas do tipo CXC 4

CXCRS5: receptor de quimiocinas do tipo CXC 5

CXCRG6: receptor de quimiocinas do tipo CXC 6

CXCRY7: receptor de quimiocinas do tipo CXC 7

DC: célula dendritica

DC-SIGN: ligante de molécula de adeséo intercelular ndo integrina especifica
de células dendriticas



DENV: virus da dengue

DMSO: sulfoxido de dimetilo

DRYLAIV: sequencia de aminoacidos do dominio 3 transmembranar
EBM-2: meio endotelial basal

ECV304: célula endotelial da veia do corddo umbilical humana
EGM-2MV: meio de crescimento de célula endotelial 2

ELISA: ensaio imuno-enzimético

ELR: sequencia de aminoacidos: acido glutamino-leucina-arginina
FD: dengue sem sinal de alarme

FDSA: dengue com sinais de alarme

FHD: febre hemorragica do dengue

GRP78: proteina reguladora de glicose de 78kDa

HIV: virus da imunodeficiéncia humana

HLA: antigeno leucocitario humano

HMEC-1: do inglés “human mammary epitelial cells”

HMGB1: do inglés “high-mobility group protein 1”

HMVEC: célula endotelial da microvasculatura dermal humana
Hsp70/90: familia de chaperona 70 e 90

HSPG: proteoglicanos de heparan sulfato

HUVEC: célula endotelial da veia umbilical humana

ICAM-1: molécula de adeséo intracelular-1

ICAM-3: molécula de adeséo intracelular-3

IFN-a/-B/-y: interferon-a/-B/-y

IgA: imunoglobulina A

IgM: imunoglobulina M

IL-10: interleucina-10

IL-12: interleucina-12

IL-1RA: receptor antagonista para interleucina-1

IL-1B: interleucina-1p3

IL-4: interleucina-4

IL-6: interleucina-6

JEV: virus da encefalite japonesa

K562: do inglés “human erythromyeloblastoid leucemia cell line”
LPS: lipopolissacarideo

L-SIGN: ligande de molécula de adeséo intercelula ndo integrina especifica de
figado/linfonodo

MBL: lectina ligadora de manose

MIF: fator inibidor de migracao

NK: célula citotdxica natural

NKT: linfécitos T citotdxica natural

NS: proteina ndo estrutural do virus Dengue

OMS: organizacdo mundial de saude

PBS: tampéo fosfato-salino

prM: proteina precursora de membrana do virus Dengue
Proteina C: proteina do capsideo viral

Proteina E: proteina de envelope

Proteina M: proteina de membrana

R3-IGF-1: do inglés “endothelial growth factor vascular human”
RBL: do inglés “basophilic leucemia-2H3 cells”

rhEGF: do inglés “epidermal growth factor human”
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rhFGF-B: do inglés “human fibroblast growth factor-B”

RNA: acido ribonucleico

RT-PCR: reacao da transcriptase reversa

SARS: sindrome respiratéria aguda grave

SC: sistema complemento

SCD: sindrome do choque por dengue

SFB: soro fetal bovino

SNC: sistema nervoso central

TBEV: virus da encefalite causada por carrapatos

TDR: pesquisa e treinamento em doencas infecciosas

TEER: medida da resisténcia elétrica transendotelial

TGF-B: fator de transformacéao do crescimento 3

Th-1, -2, -17, 22: células T CD4+ auxiliares de perfil -1, -2, -17, -22
THP-1: linhagem celular monocitica de leucemia aguda

TMB: 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina

TNF: fator de necrose tumoral

UPR: resposta de proteinas desenovelada

UTRs: regidao 5’ e 3’ ndo-traduzida

VCAM-1: proteina de adeséo celular vascular-1

VEGF: fator de crescimento vascular endotelial

WNV: virus do Oeste do Nilo

XCL1/Linfotactina-a: ligante 1 de quimiocina C/fator quimiotatico de linfocitos a
XCL2/Linfotactina-B: ligante 2 de quimiocina C/fator quimiotatico de linfocitos 3
XCR: receptor para familia C quimiocina

XCR1: receptor para a familia C quimiocina

YFV: virus da Febre Amarela
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1. Introducao

1.1. Quimiocinas e Receptores de Quimiocinas

A habilidade do sistema imune de responder a presenca de patdgenos e aos
danos teciduais é uma tentativa de assegurar a homeostasia do organismo. Para
iISso, 0 sistema imune conta com a participacdo de mediadores, como as
guimiocinas, que se caracterizam primordialmente por suas propriedades
quimiotaticas (revisado por (1)). As primeiras observacdes recordadas do fendbmeno
de quimiotaxia em popula¢des celulares foram realizadas por Leber em 1888, que
verificou a migracédo de leucdcitos para uma regido lesionada da cérnea de coelhos.
Tubos capilares contendo substancias nocivas, como bactérias, eram inseridos
dentro da camara anterior do olho do coelho. Subsequentemente, os tubos eram
retirados e a identificacdo e quantificacdo de leucocitos eram realizadas. Esta
observacéo originou a hipétese de que substancias difusiveis geradas em locais
lesionados estabelecem gradientes que resultam na migragéo leucocitaria para o
local (revisado por (2)). O conceito de que gradientes constituidos pela difusdo de
substancias quimicas atraem células eucaridticas foi marcado nos anos de 1900
quando o 3',5’-monofostafo de adenosina ciclico (CAMP), um dos primeiros agentes
quimiotaticos, foi relatado (3).

Deuel e colaboradores em 1981 descreveram o primeiro membro da familia de
guimiocinas, o Fator Plaquetario 4 (atualmente denominado CXCL4) (4). No final dos
anos 80, Yoshimura e colaboradores identificaram e caracterizaram uma proteina
basica, com peso de aproximadamente 10kDa, que era obtida em culturas de
monaocitos estimulados com LPS (lipopolissacarideo) e a denominaram de MDNCF
(Monocyte-Derived Neutrophil Chemotactic Fator), atualmente denominado CXCL8
ou IL-8. Foi verificado que esta proteina atuava de maneira seletiva na migracéo de
neutrdfilos, sendo, portanto, CXCL8/IL-8 a primeira quimiocina a ser identificada e
caracterizada estrutural- e funcionalmente (5). Iniciou-se uma era de estudos a
procura de novas quimiocinas e na elucidacdo de seus papéis em processos
fisiologicos, patolégicos e imunoldgicos e da especificidade de diferentes tipos
celulares.

O termo “Quimiocinas”, que significa citocinas quimiotaticas, foi definido em

1992 no 8° Encontro Internacional de Imunologia realizado em Budapeste (6). Essas



moléculas medeiam suas funcdes através da interacdo com receptores especificos
presentes na superficie de células-alvo, como leucdcitos e células néo-
hematopoéticas. No ano de 2000, uma nova nomenclatura foi introduzida para
classificacdo das quimiocinas, no qual cada ligante e receptor foram identificados de
acordo com sua subfamilia e dado um determinado numero de identificacdo para
estes (veremos com mais detalhe no topico 1.1.1). Por exemplo, CCL2 refere-se a
quimiocina da subfamilia CC numero 2. Esta quimiocina era previamente
denominada MCP-1 ou “monocyte chemoattractant protein 1”. Similarmente, seu
receptor é referido com a letra R e identificado por um ndamero, por exemplo, no caso
de CCL2 seu receptor denomina-se CCR2 (revisado por (7)).

Embora as quimiocinas tenham sido inicialmente definidas como importantes
mediadores da inflamacdo aguda, uma vez que controlam o padrdo migratério e o
posicionamento de todas as células imunes em situacdes patologicas, suas funcdes
vao além destas. Destacamos rapidamente algumas delas procurando enfatizar a
importancia desse sistema na busca do controle da homeostasia: (i) geracdo da
resposta imune celular adaptativa primaria e secundaria e da resposta imune
humoral, (ii) priming de linfocitos T naives, (iii) diferenciacé@o de linfécitos T efetores e
de memoria, (iv) funcionalidade de linfocitos T reguladores, (v) controle do
desenvolvimento e da diferenciacdo de precursores de células imunes nos 6rgaos
linféides primarios (medula 6ssea e timo) (revisado por (8)).

Neste capitulo, abordaremos o sistema quimiocinas e seus receptores quanto

aos aspectos importantes para o entendimento de nosso trabalho.

1.1.1 Classificagdo das Quimiocinas e Receptores de
Quimiocinas quanto a Estrutura e Funcionalidade

As quimiocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, entre 7-14 kDa, e
constituem a maior familia de citocinas. Atualmente temos descritas 50 tipos
diferentes de quimiocinas que podem ser inicialmente agrupadas de acordo com sua
organizacao estrutural em 4 subfamilias: C, CC, CXC e CX3C, de acordo com as
posicdes do residuo de cisteina (C) e dos residuos de aminoacido X presente em
sua estrutura. Uma segunda forma de classificacdo foi agrupa-las em 3 subfamilias
de acordo com a funcionalidade: homeostaticas, pro-inflamatoérias e de funcdo mista

(revisado por (9)).



As quimiocinas medeiam suas funcfes através da interagcdo com receptores
especificos diferencialmente expressos em todos os leucdcitos e que podem ser
divididos em 2 grupos: receptores transmembranares acoplados a proteina G e
receptores atipicos, que parecem mediar um gradiente de quimiocinas e assim
controlar a inflamacédo de maneira independente a proteina G. Até o momento séo
descritos 20 receptores de quimiocinas que sinalizam e 5 que nao sinalizam (Tabela
1.1).

Ainda, os receptores de quimiocinas acoplados a proteina G estdo agrupados
em 4 subfamilias de acordo com a familia de quimiocinas nos quais se ligam: CCR,
CXCR, XCR e CX3CR. Esses receptores apresentam uma sequéncia de
aminoacidos DRYLAIV, localizada no final do dominio 3 transmembranar, crucial
para o acoplamento da proteina G. Esta caracteristica € um determinante estrutural
chave para distingui-los dos receptores atipicos. Os receptores atipicos séo
homélogos aos receptores acoplados a proteina G, porém, como dito anteriormente,
independem dessa via para atuarem. Esta atualmente dividido de acordo com nova
nomenclatura estabelecida pelo Comité da Unido Internacional de Farmacologia e
pelo Comité de Nomenclatura da Organizacdo do Genoma Humano pelas letras
ACKR (Atypical chemokine receptors), seguida da ordem de descoberta:
ACKR1/Duffy antigen receptor, ACKR2/D6, ACKR3/CXCR7, ACKR4/CCRL1 e
ACKR5/CCRL2 (revisado por (9)).

Interessante ressaltar que a interacdo Quimiocina/Receptor de Quimiocina €
bastante “promiscua”, ou seja, diferentes quimiocinas podem se ligar a um Unico
receptor, enquanto diferentes receptores se ligam a uma quimiocina (Figura 1.1)

(revisado por (9)).



Receptores atipicos QUIMIOCINAS Receptores acoplados a proteina G

Distribuicio Nome exelt Nome Distribuicao
CXCLZ .
CXCL3 ~ cXCR1 N Mo, NK, MC, Ba, DC, T CD8*,
CXCLS Treg, EC, Ca
CHCLE6
o7 CXCR2 N, Mo, NK, MC, Ba, DC, T,
CXCL8 EC, Ca
CXCLALY --. .
CKCLa =S558 CXCR3 B, Th1, T CD8", pDC, NK, NKT,
CXCL9 Treg
CXCL10
B, BMVE. AVEC, ACKR3 v/ CXCL11 ________ CXCR4 A maioria dos leucécitos, NHC
el ——
CxcL13 CXCR5 B, TCD8", Tw

(o' (ot e V. S — 2
CXCL16 CXCR6  Thi& Th17,yi5, NKT, NK, PC,
CXCLLY ==ss=ss=ss=ssssssassa=sane ? Ca

Cels "Es.tromais, (CXCR7) /
neurdnios y

RBC, LEC,

Células de DC; Mo; M¢:; Th2, T CD4rm da pele,

Purkinje T CD8 e y5; Tregs; timdcitos, NHC

Me; Mg; Th1, iDC, Ba, NK
LA

Locais de N, Mo/M¢, Th1, Tmem, Ba, DC, NHC
barreiras; LEC, ACKR2 &=
DC, B; Alguns (D6) N5 Eo, Ba, Th2, MC, MG, DC, PC, NH
leucocitos

DC, Mo, M¢, NK, Th1, Thi7,
Treg, CTL, NHC

Th2, Th17, T-homing/pele, Treg,

- oo RL2
Muitos leucécitos €€ iDC, Mo, B, T CD4 & CD8 efimen

(ACKRS5)

Pulméo, “Th2, Th17, v&, NK, NKT, Treg

intestino, LN ACKR4

(CCRL1)
mDC, timécitos, B, Tn, Tem

Timocitos, T-homing/intestinal, B &
DC, pCD

T-homing/pele, IgA+ plasma, Fb
pele, EC & Me, Ca

Xem—

XClL2 —= XCR1 DC CD8 apresentagiio cruzada, DC
timico

cX3CL1 CX3CR1 Mo residentes, Mé, Th1, Ty5,

CTL, DC, NK, MG, neurdnios

Figura 1.1. Quimiocinas e seus receptores. Abreviaturas: Ba, basofilos; Ca, céncer;
CD4gy\, células T CD4 de memoria residente; CE, células endoteliais; Eo, eosindfilos; Fb,
fibroblastos; iDC, célula dendritica imatura; MC, mastocitos; Me, melandcitos; MG, célula da
micréglia; Mo, mondcitos; M@, macréfagos; N, neutrdfilos; NHC, células néo-
hematopoiéticas; PC, plasmdcitos; pDC, células dendriticas plasmocitéides; Tcy, Células T
de memodria central; Thl ou 2, células T helper do tipo 1 ou 2; Tn, células T naive; ef/mem,
células T efetoras e de memdéria. Adaptado de Bachelerie et al., 2014.



Tabela 1.1. Receptores de Quimiocinas, expresséao e funcionalidade

Receptores Expressao em células imune Funcdo imune chave
Receptores acoplados a proteina G
CXCR1 Neutrofilo> mondcito, NK, mastocitos, Trafego de neutrofilos
basdfilo, T CD8+gre
CXCR2 Neutréfilo> mondcito, NK, mastdcitos, Linfopoiese de células B, egresso de
basofilo, T CD8+ neutrdéfilos para a medula éssea,
trafego de neutréfilos
CXCR3 Thi, CD8+ Tey and Tey, NK, NKT, Polarizacéo para o perfil Thl
pDC, B cell, Treg, Tth
CXCR4 Maioria dos leucécitos Hematopoiese, organogénese,
homing para medula 6ssea
CXCR5 B cel, Tfth, Tfr, T CD8gum Trafego de células T e B para o
tecido linfoide
CXCR6 Thl, Th17,yd T, ILC, NKT, NK, Funcéo ILC, imunidade adaptativa
plasmacitos |
CCR1 Mondécito, macréfago, neutrofilo, Thl, Imunidade inata e adaptativa
basofilo, DC
CCR2 Monécito, macréfago, Thl, iDC, Trafego de mondcitos, resposta
baséfilo, NK adaptativa do tipo Thl
CCR3 Eosindfilo> basofilo, mastocito Resposta adaptativa do tipo Th2,
distribuicéo e trafego de eosinofilos
CCR4 Th2, Treg > Th17, T CD8+, mondcito, Homing de células T para a pele e
cél. B, iDC pulmé&o, resposta adaptativa do tipo
Th2
CCR5 Mondcito, macréfago, Thl, NK, Treg, T Resposta adaptativa do tipo Thl
CD8+, DC, neutrdfilo
CCR6 Th17>iDC, y6 T, NKT, NK, Treg, Tth Trafego iDC, desenvolvimento
GALT, resposta adaptativa do tipo
Th17
CCR7 T naive, Tcw, Trem, MDC, cel B Trafego de mDC, célulaB e T no
tecido linfoide para a zona de célula
T, egresso de DC e células T para o
tecido
CCRS8 Th2, Treg, Trw, Y0 T, monacito, Vigilancia imunoldgica na pele,
macréfago resposta adaptativa do tipo Th2,
timopoiese
CCR9 T, timdcitos, cél.B, DC, pDC Homing de células T para o
intestino, desenvolvimento e fungéo
GALT, timopoiese
CCR10 T, plasmacitos produtores de IgA Resposta humoral para regides de
mucosa, imunovigilancia na pele
XCR1 DC, T CDS8 Apresentacao cruzada de antigenos
por DC CD8+
CX3CR1 Mondcitos residentes, macrofagos, Patrulhamento de mondcitos na

micréglia, Thl, T CD8gy, NK, ydT , DC

imunidade inata, migracdo de
células da micréglia e NK, resposta
adaptativa do tipo Thl




Receptores atipicos

ACKR1(DARC; RBC, LEC Transcitose de quimiocinas,
Duffy) quimiocinas “scavenging”
ACKR?2 (D6) LEC, DC, cél. B Quimiocinas “scavenging”
ACKR3 Células estromais, cél. B Moldar gradientes de quimiocinas
(CXCRY) para CXCR3
ACKR4 Epitélio Timico Quimiocinas “scavenging”

(CCRL1; CKR)

Abreviacbes: DC, células dendriticas; GALT, tecido linféide associado ao intestino; iDC,
células dendriticas imaturas; ILC, células linféides inatas; LEC, endotélio linfatico; NK,
células natural killer; NKT, células T natural killer; RBC, células vermelhas; Tcu, células T de
memoria central; Tgr, células T efetoras; Tey Células T de memoria efetora; Tfh, células T
helper foliculares; Tfr, células T regulatérias foliculares; Th, T helper; Trcm, Células T de
memoria recirculantes; Treg, células T regulatorias; Try, Células T residentes de memoria; >
indica maior expressao do receptor. Adaptado de Griffith et al., 2014.

1.1.1.1. Classificacao quanto a Estrutura

1.1.1.1.1. Familia CC
Maior grupo entre as 4 familias. Possuem dois residuos de cisteina adjacentes

em suas moléculas. Algumas quimiocinas deste grupo, como CCL2/MCP-1,
CCL11/Eotaxin, CCL16/LEC e CCL21/SLC possuem envolvimento na angiogénese
(revisado por (10)). Dentre os principais receptores desta familia podemos
mencionar CCR1, amplamente expresso em células hematopoiéticas e nao-
hematopoiéticas. Ligam-se ao CCR1 as quimiocinas CCL3/MIP-1a, CCL5/RANTES,
CCL6/MRP-1, CCL9/MIP-1, CCL15/MIP-5 e CCL23/MIP-3, tendo um importante
papel na defesa contra doencas infecciosas (revisado por (9)). CCR2, expresso em
células dendriticas imaturas, basofilos, células NK e linfécitos T cujos ligantes séo
CCL2/MCP-1, CCL7/MCP-3, CCL8/MCP-2, CCL11/Eotaxin, CCL13/MIP-3,
CCL16/LEC, CCL24/Eotaxin-2 e CCL26/Eotaxin-3, que influenciam no trafego de
monaocitos e na resposta adaptativa do tipo Thl (revisado por (11)). O CCRS5,
expresso em mondcitos, macrofagos, neutrofilos, células dendriticas e linfécitos T,
esta relacionado a resposta imune adaptativa do tipo Thl, tendo como ligantes
CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-13, CCL5/RANTES, CCL8/MCP-2, CCL13/MCP-4 e
CCL16/LEC (revisado por (8)).



1.1.1.1.2. Familia CXC
A segunda maior familia € a CXC que possui um unico residuo de aminoacido

interposto entre as duas primeiras cisteinas. Sao divididos em 2 subfamilias de
acordo com a presenca ou ndo da sequéncia de aminoacidos acido glutamico-
leucina-arginina (ELR) na regido N-terminal de sua estrutura. As CXC ELR+, como a
CXCLS8/IL-8, atraem leucdcitos polimorfonucleares para sitios especificos em
processos agudos de inflamag&o. Mediadores inflamatérios como IL-1B, TNF-a e
LPS induzem a producdo destas quimiocinas, tendo papel importante nas primeiras
fases de cicatrizacdo e atuando na angiogénese. As quimiocinas relacionadas a
angiogénese sdo CXCL1/GRO-a, CXCL2/MIP-2a, CXCL3/MIP-2B, CXCL5/ENA-78,
CXCL6/GCP-2, CXCL7/NAP-2 e CXCLS8/IL-8 que atuam via receptores CXCR1 e
CXCR2. O grupo ELR- atua de forma antagbnica ao grupo ELR+, tendo papel
angiostatico. Dentre as quimiocinas angiostéaticas, podemos mencionar CXCL4/PF4,
CXCL9/MIG, CXCL10/IP-10 e CXCL11/I-TAC, os trés ultimos ligantes de CXCRS3.
Essas quimiocinas também possuem capacidade de quimioatracdo de linfocitos T

para sitios especificos (revisado por (10, 12)).

1.1.1.1.3. FamiliaC
A familia C possui um unico residuo de cisteina em sua estrutura, tendo como

representantes a XCL1/Linfotactina-a e a XCL2/Linfotactina-B, secretadas por
células T, NK, NKT, particularmente durante o perfil de resposta Thl. Essa familia
tem como Unico receptor XCR1 que € expresso exclusivamente em subpopulacdes
de células dendriticas. A expressdo elevada desta quimiocina ja mostrou ter
envolvimento em diversos processos infecciosos, autotolerancia timica e doencas
autoimunes. Em modelo experimental de infeccdo por Mycobacterium tuberculosis
em camundongos, foi demonstrado aumento da expressdo de XCL1/Linfotactina-a

em linfécitos T CD8 ativados presentes no pulméo (13, 14).

1.1.1.1.4. A Familia CX3C
Por dltimo, a familia CX3C possui em sua estrutura trés residuos de

aminoacidos entre os dois residuos de cisteinas. Tem como Unico membro a
CX3CL1/Fractalcina, uma quimiocina multimodular atipica que existe tanto na forma
membranar quanto soluvel, é expressa em células endoteliais e células da
musculatura lisa em condi¢Bes inflamatoérias. Esta quimiocina possui efeito anti-
apoptético e proliferativo sobre células da musculatura lisa e induz a angiogénese

(revisado por (15)). Seu receptor CX3CR1 é um marcador bem estabelecido de



monaocitos anti-inflamatérios, e, portanto, esta menos expresso em mondocitos pro-
inflamatoérios. O CX3CR1 desempenha papel importante na promocédo da adeséo
mediada pelas integrinas no interior do vaso, auxiliando no patrulhamento de

monaocitos de perfil anti-inflamatdrio na regido (16).

1.1.1.2. Classificacdo quanto a Funcionalidade

Com relacdo a classificagdo das quimiocinas quanto a sua funcionalidade
podemos dividir em 3 grupos: homeostaticas, expressas constitutivamente em
microambientes linféides e n&o-linfoides; pré-inflamatérias, expressas apés ativacédo

por leucdcitos da circulacdo e outros tipos celulares e por fim, as mistas (revisado
por (17)).

1.1.1.2.1. Quimiocinas homeostaticas
Quimiocinas homeostaticas mantém o nivel basal e continuo de migracao

celular, a fim de manter o bom funcionamento do sistema imune em diversos
processos como maturacdo e trafego de leucécitos, diferenciacdo de linfocitos e
células dendriticas, reparo tecidual e angiogénese em processos nao inflamatérios
(revisado por (17)). Também promovem “imunovigilancia” em tecidos considerados
“areas de riscos”, como a pele, mucosa intestinal e pulmdes (revisado por (7)). As
CCL19/MIP-3B e CCL21/SLC, produzidas no linfonodos, sdo as principais indutoras
de migracdo de células dendriticas imaturas que expressam CCR7 da regiao dermal
para o linfonodo (revisado por (18)). A CXCL1l/GRO-a medeia o processo de
rolamento e adesdo dos leucdécitos nas células endoteliais, através de integrinas
presentes nos leucdcitos (19). A CXCL12/SDF-1 e seus receptores CXCR4 e
CXCRY7, possuem importante papel no desenvolvimento do Sistema Nervoso Central
(SNC). Ja foi visto in vitro que CXCL12/SDF-1 pode atrair e aumentar a migracdo de
células progenitoras neurais dentro de um universo de tipos celulares do SNC

(revisado por (20)).

As quimiocinas homeostaticas também participam da regulagéo de linfocitos T.
Por exemplo, células T regulatorias, que expressam fortemente CCR7, migram para
areas de células T nos linfonodos e bago via CCL19/MIP-33 e CCL21/SLC (21, 22).
O processo de diferenciacdo timica depende da interacdo com células epiteliais que
expressam CCL21/SLC, CCL25/TECK e CXCL12/SDF-1 com os receptores CCR7,
CCR9 e CXCR4 expresso nas celulas T progenitoras (revisado por (8)).
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1.1.1.2.2. Quimiocinas Pro-inflamatoérias
As quimiocinas pro-inflamatérias sdo secretadas em resposta a qualquer

estimulo que altere a homeostase celular, que podem ser tanto em razdo da
presenca de um organismo patogénico, quanto em resposta as citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, IL-1B e IFN-y (revisado por (11)). As citocinas proé-
inflamatdrias podem estimular células imunes da vizinhanga ou até mesmo células
epiteliais, levando a producdo de uma série de quimiocinas pro-inflamatérias, como
CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-13, CCL5/RANTES, CXCL1/GRO-q,
CXCL2/MIP-2a, CXCL3/MIP-23 e CXCLS8/IL-8 (23). Uma observacdo importante
neste grupo é que a producdo das quimiocinas e/ou a expressao de seus receptores
estdo relacionadas a perfis celulares diferentes (mais detalhes serdo vistos no item
1.1.3).

1.1.1.2.3. Quimiocinas mistas
As Quimiocinas mistas possuem funcionalidades tanto de carater homeostética

quanto inflamatérias (revisado por (17)). Elas atuam no trafego leucocitario basal,
desenvolvimento do sistema imunoldgico e/ou trafego emergencial de leucocitos
para sitios especificos de lesdo. Neste caso temos a CCL27/CTAK que € expressa
de forma constitutiva na pele e também medeia o trafego de células T durante

inflamacodes cutaneas (24).

1.1.2. Participacao das Quimiocinas na Fisiologia

Apesar das quimiocinas terem sido inicialmente definidas como moléculas de
defesa do hospedeiro contra injarias e patdgenos, seu papel no desenvolvimento e
fisiologia do organismo é fundamental (revisado por (25)). No desenvolvimento de
embrides de vertebrados, a sinalizacdo através das quimiocinas entre o trofoblasto e
o endométrio é importante na implantacdo do embrido. CXCR4 e seu ligante
CXCL12/SDF-1 apresentam papel fundamental na migracao de células germinativas
durante o desenvolvimento embrionario em zebrafish (26). Os CXCR4 e CXCR7
também receptores da CXCL12/SDF-1 estdo relacionados com o desenvolvimento
de células hematopoiéticas, neurogénese e cardiogénese, organizacdo tecidual,
homing de células-tronco e comunicagédo intercelular entre células endodermais e
mesodérmicas (revisado por (12)). Com relacdo a génese dos oOrgaos linfaticos
secundarios, CCL19/MIP-38 e CCL21/SLC ligantes de CCR7 e CXCL21/SLC ligante



de CXCR5, sdo algumas das quimiocinas de extrema importancia nesse processo.
Ressaltamos que CCR7 auxilia no recrutamento de células T naive para o0s
linfonodos, enquanto que CXCRS5 realiza a mesma fungéo, mas para as células B.
CCL25/TECK recruta células T progenitoras que expressam CCR9 para o timo e
células T que coexpressam CCR9 e a integrina 0437 para a regidao intestinal.
CCL27/CTAK induz a migracdo de subpopulacbes de células T que expressam
CCR10 para a pele e CCL28/MEC recruta células que coexpressam CCR10 e IgA
para as glandulas mamarias (revisado por (25)). A figura 1.2 demonstra
esquematicamente a participacdo das quimiocinas no desenvolvimento de érgéos e

na migracao de diversos tipos celulares para tecidos especificos.
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Figura 1.2. Quimiocinas na fisiologia. Em condig¢8es fisiolégicas, as quimiocinas
homeostaticas regulam o trafego celular, orientando as células para locais
especificos. Na pele, CCL27 recruta células CCR10+ CLA+; No intestino delgado,
CCL25 recruta células T CCR9+ que expressam a integrina a437; Nos linfonodos,
CCL21 e CCL19 recrutam células T CCR7+ e CXCL13 recruta células T e B
CXCR5+; Na medula 6ssea, CXCL12 recruta células-tronco hematopoiéticas
(HSCs) CXCR4+ criando um nicho para estas células. Antagonizacdo de CXCR4
induz a migracao das HSCs para a circulacdo. Adaptado de Zlotnik et al., 2011
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1.1.3. Participacdo das Quimiocinas na Resposta Imunologica

A influéncia das quimiocinas na resposta imunolégica e em processos
inflamatoérios de desordens neurolégias, cancer e em diferentes tipos de infec¢des
virais tem sido bastante descrita na literatura cientifica e sera discutida a seguir

(revisado por (27)).

Em modelos de inflamacédo, CCL5/RANTES, CCL11/Eotaxin e CCL7/MCP-3
ativam eosinodfilos promovendo liberagcdo de granulos, como histamina e
leucotrienos, potencializando reacdes alérgicas ou asmaticas (revisado por (28)). Em
pacientes com quadro de artrite reumatoide ja foram encontrados niveis elevados
das CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a, CCL5/RANTES, CXCL8/IL-8 e CXCL10/IP10 no
liguido sinovial das articulagbes. Nestas regides, encontravam-se grandes infiltrados
inflamatdrios compostos por leucdcitos e células sinoviais que expressavam 0S
CCR2, CCR5, CXCR2 e CXCR3, sugerindo forte carater migratério dessas células,
provavelmente em decorréncia da producdo das quimiocinas (revisado por (27)).
Camundongos geneticamente deficientes de CX3CL1/Fractalcina ou de CX3CR1,
comparado aos animais selvagens, apresentam reducdo significativa no
recrutamento de macréfagos para a parede do vaso e diminuicdo da placa de
ateroma na regido, sugerindo a participacdo da CX3CL1/Fractalcina na patogénese

da aterosclerose (29).

Dentre as diversas doencas nas quais as quimiocinas possuem envolvimento,
as mais descritas sdo em relacdo a génese do cancer, principalmente pela forte
inducdo de angiogénese em decorréncia da necessidade do tumor em obter
nutrientes e oxigénio para o seu crescimento (30). Quimiocinas angiogénica
produzidas por células cancerigenas como CXCL1/GRO-a, CXCL2/MIP-2aq,
CXCL3/MIP-2B3, CXCLS/ENA-78, CXCL6/GCP-2 e CXCLS8/IL-8 medeiam esse
processo mediante interacdo com CXCR2 e também com outros fatores

angiogénicos, como VEGF (vascular endothelial growth factor) (Figura 1.3) (revisado
por (31)).
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Figura 1.3. Interacdo das quimiocinas no endotélio e na angiogénese.
Quimiocinas angiogénicas ELR+ atuam através de receptores CXCR2
para promover (a) proliferacao das células endoteliais (EC), (b) formacéo
de fibras de contracdo e (c) de novos vasos. Em contraste, quimiocinas
angiostaticas ELR- atuam através CXCRS3 para inibir a angiogénese. CCL2
também promove a angiogénese via CCR2, (a) estimulando a proliferacao
de EC e (d) atuando de forma indireta aumentando a infiltracdo de
macrofagos associados a tumores (TAMs), que secretam fatores
angiogénicos como VEGF. CXCL12 atua através de CXCR7 para
promover (a) proliferacdo de EC e (e) producdo de VEGF pelas EC.
Alguns relatos mostram que (f) estrogénio (E2) estimula a secregdo de
CXCLS8/IL-8 pelas EC. Adaptado de Palacios-Arreola et al., 2014.

Durante a resposta imune, CCR7 tem a sua expresséo diminuida em células
T ativadas, assim como a producdo de seu ligante CCL21/SLC. Essa mudanca de
perfil facilita a saida dessas subpopulacdes T efetoras dos tecidos linféides, guiada
por outras quimiocinas, para tecidos periféricos infectados e/ou inflamados. Apés a
ativacdo, células T CD8 efetoras aumentam a expressdo de CXCR1, CXCR3,
CXCR6, CCR1, CCR5, CCR6 e CX3CR1, que variam conforme o estado de
diferenciacdo da célula. A regulacdo desses receptores nas células sdo pecas
chaves para a migracdo direcionada a sitios inflamatérios. Com relacéo as células T
CD4, a expressao de receptores de quimiocinas varia de acordo com 0 seu estagio
de polarizacdo. Células T CD4 de perfil Thl expressam CCR5, CXCR3 e CXCR6,
enquanto as células T CD4 de perfil Th2 expressam CCR4, CCR8 e CX3CRL.
Outros perfis sao caracteristicos de células Th17 que expressam CCR6 e CCR4 e as
células Th22, que expressam CCR4, CCR6 e CCR10. Assim, esse perfil diferencial
influencia a migragcdo para sitios inflamatorios especificos, assim como para o

trafego homeostatico (Figura 1.4) (revisado por (8)).
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Figura 1.4. Quimiocinas na homeostasia e inflamagdo. Células T naive
(Tn) expressam CCR7 e CD62L o mantém um perfil de recirculagédo entre
sangue e orgaos linfoides secundéarios (SLOs). Células T de memoria
central (Tcy) possuem um padrdao semelhante ao trafego de células T naive,
expressando fortemente CCR7 e CD62L, o que permite 0 acesso as
CCL19, CCL21 e adressinas do nédulo periférico (Pnad) nas vénulas
endoteliais altas (HEVs). Células T de memodria efetoras (Tgy) Ssao
encontradas no sangue e por auséncia de expressao de CCR7, mas com
alta expressao de receptores de homing tecidual e moléculas de adeséo, o
gue permite a migracdo de células Tgy especificas para tecidos periféricos
especificos, com base em uma Unica quimiocina e expressao de molécula
de adesdo do determinado tecido. Células T de memodria residentes (Trw)
expressam CD103 e persistem por longos periodos no interior de tecidos,
ao passo que células T de memoria (Trey) recirculam nos tecidos, mas
retornam para o SLO por uma via dependente de CCR7. As células
regulatorias (Tregs) parecem ter distribuicdo semelhante as células T
efetores e de memoéria e formam uma populagéo de células que recirculam,
mas residentes nos tecidos (a direita). Quando no recrutamento de células
T efetoras para tecidos inflamados, células T CD4 naive diferenciam-se em
Thl, Th2 e Th17/22 mudando a expressdo de receptores de quimiocinas
permitindo serem recrutadas para tecidos especificas. Dentro do tecido, as
células T aumentam a producdo de citocinas T helper especificas que
aumentam a producdo de quimiocinas especificas num mecanismo de
retroalimentacdo. As células Tregs também diferenciam-se em subgrupos
heterogéneos de acordo com a expressdo de receptores de quimiocinas.
Esta diferenciacdo de expressdo permite o recrutamento especifico, como
mencionado anteriormente, modulando a resposta inflamatéria e o
mecanismo de retroalimentacdo mencionado. Adaptado de Griffith et al.,
2014.
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Particularmente nas infec¢des virais, um dos primeiros trabalhos datado de
1995 introduziu o efeito das quimiocinas na infeccdo pelo HIV-1. Neste estudo foi
demonstrado que CCL5/RANTES, CCL3/MIP-1a e CCL4/MIP-13 secretadas por
linfécitos T CD8 eram capazes de reduzir a replicacdo de certas cepas de HIV-1 em
ensaios in vitro (32). Posteriormente em 1996, foram descobertos os mecanismos de
entrada do HIV-1 em linfocitos T CD4 via CCR5 e CXCR4 (33, 34).

Além de servirem como receptores virais, na infeccdo pelo HIV as quimiocinas
atuam na modulacéo da resposta imune celular de pacientes. Neste contexto, mais
recentemente foi demonstrado niveis aumentados de CXCL10/IP-10 em individuos
infectados pelo HIV nédo-tratados e niveis ainda maiores desta quimiocina naqueles
pacientes em terapia antirretroviral (ART). O tratamento in vitro das células
mononucleares de pacientes-HIV+ sob ART com anticorpos CXCL10/IP-10 diminuiu
a capacidade dessas células produzirem IFN-y frente a antigenos relacionados ou
ndo ao HIV, enquanto que a inibicio do CXCL10/IP-10 com anticorpos

bloqueadores, restaurou a resposta celular in vitro desses mesmos pacientes (35).

Desta forma, nas infec¢des virais, quimiocinas/receptores de quimiocinas
atuam tanto como receptores de reconhecimento viral, quanto como
imunomoduladores de uma resposta imune antiviral. Destacamos a participacao das
guimiocinas/receptores nos processos de homing, recirculagdo e migracdo de
células pelo endotélio vascular para diferentes tecidos. Considerando que o
endotélio é alvo do virus dengue, a interacao virus-endotélio-quimiocinas podera ser
um dos mecanismos de extrema importancia no entendimento da imunopatogénese

da dengue.
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1.2. Dengue
1.2.1. Historia e Epidemiologia da Dengue no Brasil.

Os primeiros indicios sobre a dengue remetem ao periodo de 992 d.C. (depois
de Cristo), aonde sintomas compativeis com a dengue foram descritos em uma
enciclopédia médica chinesa originalmente publicados na dinastia Chin (265-420
d.C.). As descricbes mencionavam uma doenga designada “veneno da agua” em
referéncia aos insetos voadores associados a agua (revisado por (36)). A historia
evolutiva do virus dengue (DENV) é bastante recente e existem algumas evidéncias
de que o DENV tenha sido originalmente um virus que acometia primatas n&o-
humanos. Tem sido discutido que uma transmissao cruzada para a espécie humana
tenha ocorrido de forma independente para os 4 sorotipos nos ultimos 100 anos, em
gue a transmissao saiu da floresta para o ambiente peridomiciliar em decorréncia da
derrubada das matas e dos assentamentos de pessoas proximos a essas regides

(revisado por (37)).

Com relacdo ao vetor primario da doenca, o Aedes aegypti, acredita-se que
sua origem veio a partir da Africa ou Asia, junto com o préprio DENV, tendo por volta
de 1800 comecado a sua disseminacdo de forma gradativa por todas as cidades
costeiras do mundo. Isso, em decorréncia do comércio maritimo daquela época, o
que permitiu a introducédo do virus e do mosquito para diversos destinos costeiros ao
redor do planeta, sendo agravado por outros eventos como a Segunda Guerra
Mundial. A origem etmoldgica do termo “dengue” percorreu diversos paises tendo
diversas designacdes para a doenca. Durante a epidemia de Zanzibar, em 1822, a
doenca passou a ser denominada pelos moradores de “ki-dinga pepo”, que em
Swabhili, lingua nativa daquela regiao, significa “Convulsdo de céibras repentinas
causadas por um espirito do mal”. Posteriormente, ao chegar ao territério de Cuba
em 1829, a doenca passou a ser chamada de “Dunga” e posteriormente de Dengue,

que foi adotado como termo universal da enfermidade (revisado por (38)).

A primeira epidemia de dengue no Brasil foi descrita no ano de 1846, na cidade
do Rio de Janeiro (39). As campanhas de erradicacao do vetor Ae. Aegypti lancadas
posteriormente por Emilio Ribas e Oswaldo Cruz, em 1903 e 1904 respectivamente,
contra a febre amarela resultaram na eliminagéo das duas doengas, que possuiam o
mesmo vetor (revisado por (40)). Entretanto, a falta de investimento nos programas
de erradicacdo do vetor contra o combate a febre amarela em éareas urbanas

permitiu a reinfestacdo do vetor com a predominancia de apenas um sorotipo
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(revisado por (41)). Posteriormente outros sorotipos do DENV acabaram sendo
introduzidos no Brasil (42, 43).

Atualmente a dengue continua sendo uma das doencas que mais se alastram
em nossa populacao (figura 1.1). Em 2002, a epidemia de dengue atingiu um total
de 696.472 casos sendo 355.587 dentro do Estado do Rio de Janeiro, com
prevaléncia do sorotipo 3 do DENV. Neste mesmo ano, foram confirmados 2.607
casos de dengue hemorragica e 121 6bitos no Brasil, atingindo dados que nao
tinham sido excedido desde a introducdo do virus no Brasil. Em 2008, a epidemia de
dengue atingiu numeros alarmantes de casos graves tendo 632.680 casos
confirmados de dengue no Brasil, 2.035 casos de dengue hemorragica e 123 0Obitos
no sudeste sendo 1.859 dentro do Estado do Rio de Janeiro com 106 Gbitos, com
prevaléncia dos sorotipos 2 e 3 do DENV. No ano de 2010 tivemos um total de
1.011.548 de casos de dengue no Brasil sendo a regido sudeste a mais afetada com
478.003 casos. Desse total tivemos 3700 casos de dengue hemorragica com 300
casos de Obitos no Brasil, e 499 casos de dengue hemorragica e 126 6bitos no
Estado do Rio de Janeiro, cuja prevaléncia também foi do sorotipo 2 do DENV. No
ano passado (2013), tivemos a prevaléncia do sorotipo DENV-4 que foi reintroduzido
em 2010 no estado de Roraima apos ficar 28 anos sem notificacdo de nenhum caso
deste sorotipo. Constatados um total de 1.452.489 casos confirmados de dengue no
pais, com 1.297 de casos de dengue hemorragica e 235 6bitos. A regido Sudeste
teve maior nimero de casos com 478.003 sendo 513 casos hemorragicos e 91
Obitos (44). Um dado bastante intrigante ocorreu em decorréncia de um estudo
sobre o ciclo da transmissao silvestre do DENV em 2007 realizado na Malasia, que
leva a acreditar na existéncia de um novo sorotipo, DENV-5 naquela regiao (45).
Entretanto novos estudos devem ser realizados para a confirmacao deste achado.
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Figura 1.5. Dados epidemiol6gicos dos casos de Dengue na época de 2002-2013.
Dados levantados de acordo com o levantamento epidemiol6gicos do Ministério da Saude.
a) Casos confirmados de dengue no Brasil e b) nimero de casos de febre hemorragica e de
Obitos durante os periodos de 2002-2013.
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1.2.2.  Virus Dengue (DENV)

1.2.2.1. Classificagéao, Estrutura e Replicacéo Viral
O virus dengue (DENV) pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus, que

incluem diversos virus considerados uma ameaca para a saude publica, como o
virus da febre amarela (YFV), do Oeste do Nilo (WNV), da encefalite japonesa (JEV)
e virus da encefalite causada por carrapatos (TBEV) (revisado por (46)). O DENV
tem como vetor principal o Aedes aegypti, possuindo 4 sorotipos antigenicamente
distintos (DENV-1-4), dentro os quais existem variagcdes genéticas que definem os
gendtipos virais. Dentro dessas variagcdes temos dois genoétipos conhecidos: o
Americano, que possui caracteristica de ser intrinsecamente de baixa viruléncia em
comparacao ao genotipo Asiatico, que parece estar mais relacionado as formas mais
graves da dengue, como a febre hemorragica do dengue (FHD) e a sindrome do

choque do dengue (SCD) (revisado por (47)).

O DENV possui estrutura esférica de 50nm de diametro e é composto por uma
cadeia simples de RNA senso positivo. Seu genoma compreende cerca de 10.600
nucleotideos, sendo as regides 5 e 3’ nao-traduzidas (UTRsS) responsaveis pela
regulacdo da traducdo e sintese do RNA gendmico. Essa traducdo do RNA viral
resulta na producdo de um polipeptideo que € co-transducionalmente processado
por proteases celulares e virais, gerando trés proteinas estruturais: capsideo (C),
membrana (M, transcrita como precursor prM) e a proteina de envelope (E) e sete
proteinas néo estruturais: NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B e NS5 (figura 1.6) (revisado
por (46)).

A proteina E, sendo uma proteina exposta na superficie do virus, atua como
ligante de receptores relacionados a entrada do virus na célula do hospedeiro.
Evidéncias indicam que a principal forma de entrada do virus € via endocitose
mediada por clatrina. O pH acido do endolisossomo induz alteracdes
conformacionais na proteina E, levando a formacdo de poros na membrana
lisossomal e liberacdo do RNA viral no citoplasma da célula hospedeira (revisado
por (48)). As proteinas estruturais estdo envolvidas com a montagem do capsideo
ao redor do RNA e num processo de maturacdo do virus que se inicia com a
clivagem da prM, pela protease furina e orientada pela proteina E, na rede trans-
Golgi. Durante esse processo de maturacéo viral no interior do lisossomo, o virus
sofre modificacbes em razdo do pH baixo (5,8-6,0). Essa modificacédo
conformacional permite o escape do RNA viral a partir do endossoma, e
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possibilitando a sua traducao no reticulo endoplasmatico e sua replicacdo. Durante
esta etapa, algumas proteinas ndo estruturais (NS4A NS2B/3) induzem a resposta
de proteinas desenovelada (UPR) para impedir a morte da célula hospedeira. Em
seguida, ocorre a associacdo do RNA viral com a proteina do capsideo e o
brotamento para o reticulo endoplasmatico para adquirir sua membrana lipidica,
revestida com as proteinas de membrana (prM/M) e do envelope (E), a saida das
particulas virais ocorrem pela via secretora do hospedeiro (revisado por (49)). A
proteina E, além do seu papel no processo de maturacao viral, € também, muito
relacionada ao desencadeamento de resposta imune humoral do hospedeiro, sendo
a maior parte da resposta via anticorpos dirigida para epitopos especificos desta
regido (revisado por (50)). Além de participarem no processo de replicacdo viral as
proteinas ndo estruturais como a NS1 apresenta-se tanto na forma membranar
guanto na forma solavel, podendo induzir a cascata de ativacdo do Sistema
Complemento (SC), e com isso promovendo produgdo de citocinas inflamatorias
relacionadas com a FHD/SCD. Outras proteinas como a NS2A, NS4A e NS4B atuam
inibindo a transducédo de sinalizacdo do IFN do tipo 1, que esta envolvida no controle
de infec¢Bes virais. Demais proteinas ndo estruturais estdo vinculadas a replicacao

viral e sintese de RNA (revisado por (49)).

(@)
Estrutural N3o estrutural
»<

< ~——
) . .
v oS 0 |2 =] s s -

DENV maturo
Proteina Envelope

Bicamada lipidica
Nucleocapside icosaédrico

ssRNA +

19



,o\

® @~
{oj Ugasko do s

| do hospedeiro

/ l[m‘ — \ Liberacdo do Prggicz An(lcofﬁpos
O virus maduro especificos
( {9} \ FB Qe paraoenvelop

dependente de anticorpos

O\OO oj F proteico

0% / .
@9& ez || o

Endossomo

Acidificacdo 2 Proteina Pre-M
do endossomo Momagem Secregéo do
do virus /P/’Q‘ \ virus imaturo Anticorpos — —

| P’ (

) Y.

RNA viral L \ \%‘Qf/ Oj r para a proteina de anticorpos
/I———- b ) ER Virus imaturo

e
Traducao do Protemas virais
RNA viral
> S \ A""COTPOS Lise mediada por
NS1
NS1 expresso na
membrana ou secretado

Citoplasma

Figura 1.6 Virus da Dengue (DENV). (a) A Particula viral do DENV mede
entre 40-65nm, sendo composto por uma fita de RNA simples que possui
uma regido de leitura aberta que codifica trés proteinas estruturais:
capsideo (C), membrana (M) e envelope (E) e sete proteinas nao
estruturais (NS1, NS2a, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. (b) Ciclo de
replicacdo do DENV e mecanismos de resposta imune as proteinas virais.
Adaptado de Guzman et al., 2010 e Rothman AL, 2011.

1.2.2.2. Principais células-alvo e receptores virais.
O inicio da infeccdo ocorre com a introducdo do DENV pelo seu vetor Ae.

aegypti na regido subcutanea da pele do hospedeiro. Alguns aspectos da trajetoria
do inicio da infeccao viral e replicacdo nao estdo totalmente esclarecidos, como a
resposta imune desencadeada na regido de inoculacdo ou o0 impacto que
determinado sorotipo pode desempenhar nesse processo (revisado por (51)). Logo
apos a injecdo subcutanea na pele do DENV pelo mosquito, particulas virais sao
liberadas infectando células adjacentes, que incluem células dendriticas (DC,
dendritic cells) residentes, mondcitos e macrofagos. As particulas virais podem
migrar, através das células infectadas, para linfonodos de drenagem e estabelecer a

viremia no hospedeiro (revisado por (52)) (Figura 1.7).

A infeccdo destes tipos celulares ocorre mediante a interacdo do virus com
receptores como DC-SIGN (dendritic cell ICAM-3 grabbing nonintegrin) /CD209,
presente em subpopulagbes de células dendriticas; L-SIGN (liver/lymph node-
specific ICAM-3 grabbing nonintegrin), expresso em células endoteliais especificas

como o endotélio sinusoidal do figado, 6rgaos linféides e capilares placentarios que

20



interagem com a proteina E (53); receptores de manose, presentes em populacdes
de macréfagos, que interagem com glicoproteinas de superficie do DENV;
proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs), encontrados em células endoteliais;
ICAM-3, CD14, HSP70/90, GRP78 e receptores de laminina (revisado por (48)).

Por outro lado, células do sistema imune auxiliam a eliminacdo de células
infectadas pelo DENV. Dentre elas, células NK e linfécitos T, IgM naturais, DC,
células Langherans. Mastdcitos, células predominantes na pele, participam do
processo de vigilancia imunoldgica liberando mediadores pré-formados como a (-
hexosaminidase, em resposta ao reconhecimento de proteinas estruturais do virus e
promovendo a regulacdo de citocinas e quimiocinas, como CCL5/RANTES e
CX3CL1/Fractalcina. Essas quimiocinas promovem o recrutamento de outros tipos
celulares, como células NK e células NKT limitando a propagac¢éo do viral (revisado

por (51)).
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Figura 1.7. Resposta do hospedeiro a infeccdo pelo DENV na pele. A maioria
das infeccdes pelo DENV ocorre ap0s a injecdo subcutanea do virus na pele.
Particulas virais liberadas podem infectar células vizinhas (predominantemente
mondcitos e células dendriticas) ou ativar células imunes residentes, como
mastdcitos. Uma resposta inflamatéria local anti-DENV na pele inicia o recrutamento
de leucécitos, como células NK e linfocitos T, que promovem, no local, a morte de
células infectadas pelo DENV. Apés a infeccdo, o DENV é drenado para o0s
linfonodos através dos vasos linfaticos estabelecendo uma infeccdo sistémica. As
repostas inflamatdérias localizadas ocorrem muitos dias antes que haja qualquer sinal

de infeccdo. Adaptado de St John et al., 2013.
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1.2.3. Classificacéao Clinica da Dengue.

Dengue € uma doenga com amplo espectro de manifestacdes clinicas, que vao
desde uma infeccdo assintomatica, casos sintomaticos sem maiores complicacdes
(febre do dengue, FD), até formas graves (febre hemorragica do dengue e sindrome

do choque por dengue, FHD/SCD) (revisado por (54)).

Apds um periodo de incubacéo de 4-8 dias, a infec¢do pelo DENV pode induzir
um amplo espectro de manifestacbes clinicas, a maioria assintomaticas ou
subclinicas. Grande parte dos pacientes se recupera sem maiores complicacdes, no
entanto, alguns pacientes podem apresentar quadros graves, como extravasamento
plasmatico e/ou manifestacées hemorragicas até casos de Obito. A doenca comeca
de maneira abrupta, seguindo por trés fases: febril, critica e a de recuperacdo. A
fase febril dura entre 2-7 dias sendo muitas vezes acompanhada de rubor facial,
eritema cutaneo, dor no corpo generalizada, mialgia, artralgia e cefaleia. Nesta fase,
existe grande dificuldade de distinguir clinicamente a dengue de outras doencas
febris. O periodo critico ocorre préximo (aproximadamente 24-48 horas) a fase de
recuperacdo, quando pode ocorrer aumento da permeabilidade capilar
acompanhada por hemoconcentracdo (aumento do hematdcrito), acarretando em
choque hipovolémico, insuficiéncia de oOrgados, acidose metabdlica, coagulacao
intravascular disseminada e hemorragias graves. A fase de recuperacdo é
caracterizada por uma gradual reabsorcdo do fluido extravascular dentro de um
periodo de 48-72 horas, seguido de melhora sintomatica e estabilizacdo do nimero
de plaquetas, glébulos brancos e valor do hematdcrito. Caso néo tratado, o nivel de
mortalidade dos pacientes pode ser superior a 20%, enquanto que um manejo
terapéutico adequado e reidratacéo intravenosa podem reduzir esse percentual para
menos de 1%(55).

Inicialmente a Dengue era classificada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) em febre do dengue (FD), febre hemorragica do dengue (FHD, grau | e Il) e
sindrome do choque da dengue (FHD, grau lll e IV). Dentro desta diretriz os
pacientes classificados em: grau | apresenta febre acompanhada de sintomas
inespecificos e prova do lago positiva; grau Il, além dos sinais anteriores apresentam
quadros hemorragicos mais brandos, por exemplo, nas mucosas e outras regioes;
grau lll, colapso circulatério com fraca pulsacao seguido de queda de presséo e grau

IV, choque grave com queda importante da pressao arterial.
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Entretanto com a Dengue se dispersando ao redor do mundo tornou-se
evidente que esta classificacdo ndo era universalmente aplicavel para o0 manejo
clinico. Que foi revelado mediante estudo multicéntrico, realizado pela TDR/OMS
(Programa de Treinamento e Investigacdo de Enfermidades Transmissiveis da
Organizacdo Mundial de Saude), que incluia uma analise comparativa das diretrizes
clinicas da dengue em 13 paises no ano de 2009, objetivando avaliar variacdes
dessa classificacdo na América Latina e na Asia. As diferencas observadas no uso
destas diretrizes entre esses paises sugeriram a necessidade de reavaliar e
padronizar novas diretrizes clinicas para a Dengue (56). No ano de 2009, o
TDR/OMS estabeleceu uma nova classificacéo clinica da dengue: dengue sem sinal
de alarme (FD), dengue com sinal de alarme (FDSA) e dengue grave (55) (Tabela
1.2). A nova classificacdo demonstrou ter um potencial elevado para gestdo dos
casos de dengue e a vigilancia dos pacientes. Além disso, esta classificacao ja foi
mostrada ser mais sensivel que a classificagdo anterior com relacéo a facilitacdo do
reconhecimento de pacientes com dengue grave, diminuicdo da proporcao de
pacientes “nao-classificaveis” e maior aplicabilidade em relagdo a triagem e

gerenciamento de casos (56).

Dengue * Sinais de Alarme (S Dengue Grave

Comsinais de
alarme

Provdvel Dengue

Febre e mais dois dos seguintes
sinais/sinftomas e critérios:

« Ndausea, voémito;

= Rash;

= Mialgia/Artralgia;

= Prova do lago positiva;

= Leucopenia;

* Qualguer sinal de Alerta.

Confirmagdo Laboratorial

Tabela 1.2. Classificacdo da Dengue quanto a Gravidade Clinica. Adaptado de WHO/TDR 2009
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1.2.4. Teorias envolvidas com a Patogénese da Dengue
1.2.4.1. Teoria Multifatorial

A teoria multifatorial discute a patogénese da dengue envolvendo diversos
fatores: viruléncia, genética e resposta imunologica do hospedeiro e fatores
ambientais (Figura 1.8). Variacdes genéticas entre 0s sorotipos e subtipos séo
importantes determinantes da viruléncia e do potencial de ocasionar epidemia, por
exemplo, sorotipos com vantagem de replicacdo em humanos e mosquitos podem
se espalhar mais rapidamente, substituindo sorotipos com baixa aptidao para tais
eventos. Além disso, estudos baseados em levantamentos epidemioldégicos em
associacdo com o0s parametros laboratoriais apresentados pelos pacientes,
reforcaram a viruléncia do DENV como um fator de risco importante para a doenca e
sugerindo que o sorotipo do virus e seu gendtipo podem influenciar no quadro
sintomatico da doenca e sua evolugéo {revisado por(57)).

Com relacdo ao hospedeiro, a variedade de manifestacdes clinicas durante a
dengue levanta a possibilidade do envolvimento genético do hospedeiro no quadro
evolutivo da doenca. Por exemplo, na epidemia de 2007 ocorrida em Cuba pelo
DEN-2, verificou-se que populacdes de ascendéncia africana apresentavam uma
incidéncia de 2% para FHD enquanto que essa incidéncia subia para 30% em
populac6es de origem caucasianas, reforcando a influencia do fator genético na
dengue (58). Outras associacdes ja tem sido identificadas como no HLA, o
polimorfismo no HLA de classe 1 foi associado com aumento da susceptibilidade a
dengue hemorragica no Vietna onde criancas com HLA-A*24 sdo mais suscetiveis a

FHD em comparacdo com criangas com HLA-A*33 (59).

Polimorfismo em cinco genes: IL-4, IL-1RA, MBL, VDR, e FccRIl estdo
correlacionados com o aumento da susceptibilidade a DHF, em contraposi¢cdo uma
mutacdo funcional na regido promotora do receptor DC-SIGN foi associado a
susceptibilidade a dengue branda, mas ndo DHF. Polimorfismos de citocinas como:
TNF-a, IFN-y, TGFB e IL-10 ja foi verificado possuirem relacdo a DHF (revisado por
(60)). Além disso, o receptor CLEC5A, presente em macréfagos, ja foi demonstrado
em ensaios experimentais contribuir para o aumento da letalidade em camundongos
infectados pelo DENV (61).

Com relacdo aos fatores ambientais relacionados sabe-se que a transmisséo

da DENV é dependente do seu vetor primario Ae. aegypti e secundario Ae.
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albopictus. A densidade desses mosquitos numa regido e um importante parametro
para previsdes de epidemias de Dengue. Tais vetores sdo dependentes de agua
para o0 seu ciclo reprodutivo, sendo correlacionado o aumento da densidade
populacional do vetor com as épocas de estacdo chuvosa na regido. Tendo grande
afinidade com o ser humano, podendo infectar varias pessoas num unico dia
frevisado por (57)). Uma das medidas atuais utilizadas para o controle do vetor
envolve a infec¢éo do vetor com a bactéria Wolbachia. Estudos iniciais sugerem que
a infeccdo do mosquito com a Wolbachia reduz o tempo de vida adulta do mosquito
em 50% e esta bactéria induz resisténcia a uma variedade de agentes patogénicos,
que incluem a DENV. Além disso, os insetos infectados pela Wolbachia podem
transmiti-los via transovariana para a proxima geracado. Com isso reduzindo o tempo
de vida do vetor, sua competéncia virus-vetor e eficiéncia de transmissdo do virus

(revisado por (62)).

1.2.4.2. Teoria da facilitagcdo dependente de anticorpo
Em 1977 Halstead e Rourke durante seus ensaios experimentais observaram

gue macacos infectados pelo DENV-1, -3 ou -4 quando desafiados posteriormente
pelo DENV-2 apresentavam maiores niveis do virus presentes na circulagdo em
comparacao aos macacos que tinham sido expostos pela primeira vez pelo mesmo
DENV-2 e com a mesma carga viral. Nao obstante a isso, constatou in vitro que
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) obtidos de macacos e de
humanos, infectados com determinado sorotipo eram mais permissivas a infeccao
por um sorotipo distinto quando comparadas com as culturas de PBMC obtidas de

macacos e humanos que nao tinham sido infectados pelo DENV (63).

Surgiu entdo a teoria da facilitacdo dependente de anticorpo (antibody
dependent enhancement, ADE) propondo que a formacao de imunocomplexos entre
anticorpos heterdlogos e o DENV aumentaria a sua infeccdo. O ADE ocorre através
da interacdo da porcédo Fc do anticorpo heterélogo ndo-neutralizantes com o FcyR,
principalmente a classe FcyRIl (64), na superficie de células-alvo, mondcitos,
macrofagos e recentemente demonstrados em basdfilo e mastécitos (65, 66).
Estudos in vitro reforgcam essa teoria, uma vez que foi visto que soros de criangas
com infec¢do secundaria promoviam o aumento da infec¢do pelo DENV em culturas
de células K562 (human erythromyeloblastoid leucemia cell line), analisadas através
do ndmero de células infectadas em comparagcdo com a quantidade de virus

infeccioso presente no soro. Ja foi visto também que criancas nascidas de maes ja
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imunizadas contra determinado sorotipo do DENV apresentam carga viral elevadas
em comparacao a criancas nascidas de maes que néo foram expostas ao virus (67).
Alguns mediadores inflamatorias como as citocinas IL-1B e IL-6 e quimiocinas
CCL3/MIP-1a, CCL4/MIP-13, e CCL5/RANTES s&o encontradas em maiores niveis
apos infeccdo por anticorpo dependente, podendo estar relacionadas as alteracdes

da permeabilidade encontrado em pacientes com dengue grave (68).

1.2.4.3. Teoriado Pecado Antigénico Original.
A hipotese do “Pecado Antigénico Original” postula que a infecgdo secundaria

por um sorotipo distinto do DENV resulta na expansao de células T de memoaria pré-
existentes, com baixa avidez, e de reatividade cruzada para o sorotipo da infeccéo
secundaria. Com isso, diminuindo a eficacia do sistema imune em desenvolver uma
resposta imune celular especifica para o DENV de forma adequada (revisado por
(69)). Linfocitos T de memdria, quando ativados nessa infeccao heteréloga exibem
baixa capacidade de degranulacdo e aumento da producdo de TNF-a e IFN-y(70).
Um dado curioso € que se tem demonstrado correlacéo positiva do nivel de ativagcéo
de células T de memoéria com a gravidade da doenca e dados utilizando criancas
vietnamitas sugerem que a ativacdo destas populacdes celulares no sangue néao
ocorre de modo sincronizado com o aumento da permeabilidade endotelial.
Sugerindo a localizacdo destas populacbes em tecidos especificos durante esse

processo de alteragdo da permeabilidade (revisado por (69)).

1.2.4.4. Tempestade de Citocinas
A tempestade de citocinas refere-se a uma liberacdo excessiva ou

descontrolada de citocinas pré-inflamatorias e tem sido associada com uma ampla
variedade de doencas infecciosas (Citomegalovirus, Epstein-Barr, Influenza, Variola,
SARS) e nao infecciosas (esclerose multipla, pancreatite, disfuncdo mudultipla de
orgdo). Na infeccdo pelo DENV uma das principais consequéncias dessa
tempestade de citocinas e a extravasamento plasmatico (revisado por (71)). O
extravasamento plasmatico € uma marca registrada em casos de FHD/SCD em
decorréncia a alteracdes do endotélio vascular. Entretanto, os mecanismos que
levam a esse extravasamento ndo estdo totalmente elucidados (72). Dentre as
possiveis explicacdes, podemos mencionar o descontrole de producao de citocinas
e quimiocinas que ocorre neste evento. Durante a fase critica da doenca, que
antecede a fase de convalescéncia, altos niveis de citocinas e quimiocinas sao

observados nesses pacientes com dengue hemorragica e sindrome do choque por
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dengue. Além disso, sabe-se também que a infeccéo viral de células endoteliais ndo
parece ser a principal etapa para a alteracdo da permeabilidade, sugerindo a
influéncia de fatores solUveis produzidos por células T, mondcitos, macréfagos e

mastoécitos que sao estimulados por essa “tempestade de citocinas” (73).

Dentre os mediadores sollveis envolvidos no aumento da permeabilidade em
células endoteliais primarias, podemos mencionar: TNF-a, IL-6, CXCLS8/IL-8, IL-10,
IL-12, MIF, HMGBZ1 (high-mobility group protein 1)CCL2/MCP-1 e metaloproteinases
de matriz (74) e proteinas como a NS1 secretada, em conjunto com anticorpos anti-
NS1 e ativacdo do Sistema Complemento também podem estar envolvidos na
alteracdo da permeabilidade vascular induzida pelo DENV durante este fendbmeno
(75).
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Figura 1.8. Mecanismos Imunopatogénico relacionados ao desfecho clinico da
Dengue. Dentre 0s processos possiveis temos a presenca de anticorpos pré-existentes que
podem mediar ADE; infeccdo e ativagdo de células da imunidade inata; ativagdo do sistema
complemento, de células T e B; producdo de auto-anticorpos; liberacao de citocinas e outros
mediadores solluveis que séo liberadas em decorréncia da ativagdo do sistema imune e
participando da patogénese mediando o extravasamento plasmatico. A exacerbacdo da
ativacdo do sistema imune esta associado com a gravidade da doenca. Niveis elevados de
citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias agem sobre o endotélio promovendo alteracdes na
monocamada que reflete no extravasamento plasmatico. Legenda: Abs, anticorpos; ADE,
facilitacdo dependente de anticorpos; ICS, imunocomplexos; DC, células dendriticas; Mo,
mondcitos/macréfagos; Ty, células T de memdria; Ty, Células T naive; Treg, células T
regulatérias. By, células B de memodria; By, células B naive; DIC, coagulacado intravascular
disseminada. Adaptado de Guzman & Harris, 2014
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1.3. Contribuicdo das Quimiocinas na  Alteracdo da
Permeabilidade Endotelial na Dengue

Células endoteliais (CE) infectadas pelo DENV (76-78) sofrem, por
consequéncia, algum tipo de alteragcdo em suas fun¢des. Por exemplo, na regulagéao
da barreira endotelial, ativacdo/migracdo de células imunes, aumento da producao
de citocinas e quimiocinas e no controle da viremia, por mecanismos ainda nao
completamente esclarecidos (79, 80). Estudo demonstrou que o DENV foi capaz de
infectar 80% das CE primarias humanas, via receptores celulares contendo heparan
sulfato, com uma infeccdo rapidamente produtiva e liberacdo de aproximadamente
10° FFU/mL (unidades formadores de foco) de virus no meio nas 24 horas de
infeccdo (81). Células endoteliais infectadas pelo DENV induzem uma resposta
aumentada de citocinas e quimiocinas inflamatérias, o que contribui para a
“tempestade de citocinas” e na disfungcéo e alteracdo da permeabilidade endotelial
(76, 82, 83). Kelley e colaboradores demonstraram que mediadores vasoativos,
como TNF-a e CXCL8/IL-8 presentes no sobrenadante de células THP-1 (linhagem
humana de células monociticas) infectadas pelo DENV, promoviam alteracdo da
permeabilidade da monocamada de células endoteliais humanas HMVECs (human
dermal microvascular endothelial cells), através da diminuicdo da medida da
resisténcia elétrica transendotelial (TEER) e aumento da expressdo de moléculas de

superficie das CE como VCAM-1 e E-selectina (84).

Além das citocinas, quimiocinas sdo candidatos potenciais na modulacdo da
permeabilidade vascular na dengue. Um dos trabalhos pioneiros neste sentido € o
estudo de Avirutnan e colaboradores (1998) que caracterizaram a infeccado pelo
DENV-2 em linhagem de CE do tipo ECV304 (human umbilical cord vein endothelial
cell line). Segundo os autores, quando infectadas essas CE levam a producdo de
CCL5/RANTES e CXCLS8/IL-8. Esses dados foram associados aos observados com
pacientes nas formas FHD/SCD, nos quais foram encontrados altos niveis de IL-8. A
hipétese dos autores é de que quimiocinas catibnicas, em conjunto com
anafilatoxinas oriundas da ativacdo do Sistema Complemento, induzem um aumento
da permeabilidade na vasculatura das serosas e apoptose na barreira endotelial,
principalmente nas formas graves da dengue (85). Mais tarde, o envolvimento da
CXCLS8/IL-8 foi confirmado no estudo de Talavera e colaboradores (2004) que

infectaram monocamadas confluentes da linhagem de CEs do tipo HMEC-1 (human
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mammary epitelial cells) com o DENV e observaram que essas células aumentaram
a permeabilidade, observada pela reorganizagcao do citoesqueleto de actina e da
proteina ocludina das juncbes tight, nas 72 horas apods infeccdo. De forma
interessante, essas modificacdes também foram observadas nas CE néo-infectadas
da cultura. Neste sistema, a CXCL8/IL-8 foi uma das quimiocinas identificadas em
maior concentragdo na cultura e a neutralizacdo desta inibiu parcialmente as
modificacdbes na monocamada (86). Além da CXCLS8/IL-8, Lee e colaboradores
(2006) demonstraram que a exposicdo a monocamada de CEs do tipo HUVEC
(human umbilical vein endothelial cells) a quimiocina CCL2/MCP-1 ou ao
sobrenadante de mondcitos humanos infectados pelo DENV-2, aumentou a
permeabilidade da monocamada ou prejudicou as juncdes do tipo tight entre as
células. De forma interessante, semelhante a neutralizacdo da CXCL8/IL-8, a adic&o
de anticorpos bloqueadores anti-CCL2/MCP-1 reverteu parcialmente essas
alteracdes, sugerindo a participacdo destas quimiocina, em parte, neste processo
(87). A inducdo da producdo da quimiocina CXCL8/IL-8, assim como de citocinas
pré-inflamatérias como IL-6 ja foram demonstradas em estudo posterior no contexto

de infecgdo in vitro das CEs (88).

Importante destacar que outras células também séo fontes de quimiocinas na
infeccdo in vitro pelo DENV, como demonstrado em estudo no qual células
dendriticas infectadas pelo DENV-2, assim como as bystander, secretam uma seérie
de mediadores inflamatérios, incluindo CCL2/MCP-1, CCL3/MIP-1a, CCL5/RANTES,
CCL11/Eotaxin e CXCL10/IP-10 (89).Ainda, linhagem de mastdcitos de ratos RBL
(basophilic leukemia-2H3 cells) quando infectados in vitro pelo DENV, além de
induzir ativacdo e degranulacdo dessas células, induz secrecdo de citocinas,
incluindo TNF-a e IFN-a, e quimiocinas tais como CCL5/RANTES, CXCL12/SDF-1 e
CX3CL1/Fractalcina (90).

De forma bastante interessante, a interacdo de células infectadas pelo DENV
com outras células do sistema imune parece promover uma amplificacdo da
producdo de quimiocinas. Dejnirattisai e colaboradores (2008) observaram que
linfécitos T de pacientes quando co-cultivadas com células dendriticas infectadas
pelo DENV produziam mais CXCL9/MIG e CXCL10/IP-10, mas menos CXCL11/I-
TAC e TNF-a. De forma similar, células endoteliais primarias do tipo HUVEC (human
umbilical vein endothelial cells) quando co-cultivadas com células mononucleares do

sangue periférico ativadas de pacientes ou com células dendriticas infectadas pelo
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DENV, aumentaram a producdo de CXCL10/IP-10 (91). Mais recentemente foi
demonstrado que mondécitos de doadores saudaveis em contato com plaquetas de
pacientes infectados pelo DENV induziram a secrecdo dos mediadores IL-1f3,
CXCL8/IL-8, IL-10 e CCL2/MCP-1, enquanto que a interacdo de mondcitos e
plaguetas de doadores induziu apenas CCL2/MCP-1 (92).

Em pacientes infectados pelo DENV tém sido encontradas diferentes
quimiocinas circulantes. Estudo demonstrou niveis aumentados de CXCL10/IP-10,
CXCL9/MIG e CXCL11/I-TAC em pacientes FHD comparados aos pacientes FD.
CCL2/MCP-1 também foi detectada, mas sem diferenca entre os grupos FHD e FD.
De forma interessante, uma vez que esses autores encontraram as CXCL10/IP-10,
CXCL9/MIG e CXCL11/I-TAC, todos ligantes do CXCR3, eles demonstraram um
aumento da frequéncia de linfécitos T de pacientes expressando CXCR3 com perfil
de ativacdo através da coexpressdo da molécula CD38. Os autores sugerem uma
correlacdo desses niveis aumentados das quimiocinas com a gravidade da doenca
(91). Outro estudo confirmatério sobre a magnitude da resposta inflamatoria
mediada por citocinas e quimiocinas na gravidade da dengue e, de forma
importante, na permeabilidade vascular, foi o de Chau e colaboradores (2008). Os
autores detectaram altos niveis de IL-12p70, TNF-a, IL-6, IL-1B, CXCLS8/IL-8,
CXCL10/1P-10, CCL2/MCP-1 e CXCL9/MIG em pacientes com SCD comparado aos
pacientes com FHD e pacientes com outras doencas febris. De forma
surpreendente, CCL5/RANTES foi a Unica quimiocina com niveis diminuidos nos
SCD comparado aos demais pacientes. Andlises de correlacdo com diferentes
parametros laboratoriais dos pacientes indicaram que CXCL10/IP-10 foi diretamente
correlacionado com a viremia. Em relacdo a dosagem das transaminases
relacionadas a disfuncéo hepatica, autores observaram uma correla¢éo positiva com
CXCL9/MIG, mas negativa com CCL5/RANTES (67).

Raros estudos tem abordado a expressdo de receptores de quimiocinas em
modelos de infecgéo in vitro pelo DENV ou em pacientes naturalmente infectados.
Em 2012 nosso grupo publicou dados originais nos quais vimos um aumento da
frequéncia de linfécitos T CD4 e CD8 do sangue expressando CCRS5, de linfécitos T
CD4 expressando CXCR3 e de linfocitos T CD8 expressando CCR4. De forma
interessante, subpopulacdes de linfécitos T CD4 e CD8 CCR5+ ou CXCR3+
coexpressavam marcadores de citotoxicidade CD38 e CD107a. Enquanto que,
linfécitos T CD8 CCR4+ coexpressavam marcadores de ativacdo e migracéo celular
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CD44"e" cp127-°" e CD29, indicando que essas subpopulacbes celulares
apresentam funcdo efetora e sdo capazes de migrar para outros tecidos.
Semelhantes a estudos anteriores, vimos um aumento das quimiocinas circulantes
CCL2/MCP-1 e CCL4/MIP-1B3, mas um decréscimo de CCL5/RANTES em pacientes
classificados como FD e FD com sinais de alarme/graves comparado aos controles.
Também foi visto um perfil diferencial de CCL5/RANTES. Assim, enquanto
detectamos baixo nivel da quimiocina no sangue, verificamos um aumento de
células expressando CCL5/RANTES no tecido hepéatico de 4 pacientes que foram a
Obito na infeccdo pelo DENV. Esses dados sugerem que células do sangue
expressando receptores de quimiocinas especificos ao ligante CCL5/RANTES
estariam migrando para sitios especificos durante a infec¢ao pelo DENV (93).

Juntos, esses trabalhos indicam que quimiocinas tem sua produgdo aumentada
por diferentes populacdes celulares na infeccdo natural pelo DENV. Se essa
producdo esta envolvida na inducdo de uma resposta imune anti-DENV efetiva, ou
na imunopatogénese da dengue, ainda ndo esta claro. Neste estudo, pretendemos
avaliar a contribuicdo de quimiocinas circulantes moduladas na infeccdo humana

pelo DENV na alteracdo da permeabilidade endotelial.
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2. Justificativa

A interacdo do DENV com o endotélio pode ser um dos mecanismos chaves
para a compreensao da imunopatogénese, sendo influenciado por mediadores pro-
inflamatorio como quimiocinas e citocinas produzidas por células endoteliais e por
outros tipos celulares durante esse processo de infec¢cdo. Ensaios in vitro confirmam
a participagdo das quimiocinas, como CXCL8/IL8 e CCL2/MCP-1 neste processo,
pois estas tem capacidade de promover alteracdes na permeabilidade interferindo
nas juncdes tight e citoesqueleto de linhagens humanas de células endoteliais (84,
86). CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES e CXCLS8/IL-8 também sdo produzidas pelas
células endoteliais quando infectadas in vitro pelo DENV (86, 88). Poucos trabalhos
cientificos abordam a influéncia das quimiocinas presentes na circulacdo de
pacientes infectados pelo DENV na alteracdo da permeabilidade endotelial.
Quimiocinas tem sua producdo aumentada por diferentes subpopulagdes celulares
na infeccdo natural pelo DENV, se essa producédo esta preferencialmente envolvida
na indugédo de uma resposta imune anti-DENV efetiva, ou na imunopatogénese da
doenca, ainda ndo esta claro. Neste estudo pretendemos avaliar a contribuicdo de
guimiocinas circulantes moduladas na infeccdo humana pelo DENV na alteracao da

permeabilidade endotelial.
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3.

3.2.

Objetivos

Objetivo Geral

Avaliar o envolvimento de quimiocinas circulantes presentes em pacientes

infectados pelo DENV na alteracdo da permeabilidade transendotelial, utilizando

células endoteliais primarias num sistema in vitro.

3.3.

VI.

Objetivos especificos

Relacionar parametros clinicos e laboratoriais com o desfecho clinico de
pacientes infectados pelo DENV;

Quantificar niveis séricos das citocinas TNF-a, IL-18 e IL-10 e correlaciona-las
aos parametros clinicos e laboratoriais dos pacientes;

Quantificar niveis séricos das quimiocinas CXCL8/IL-8, CCL2/MCP-1,
CXCL10/IP-10, CX3CL1/Fractalcina e CCL5/RANTES e correlaciona-las aos
parametros clinicos e laboratoriais dos pacientes;

Avaliar alteracdo da permeabilidade endotelial segundo uma cinética de
interacdo de células endoteliais primarias HMVEC-d com soro de pacientes
infectados pelo DENV;

Avaliar a contribuicdo das quimiocinas na alteracdo da permeabilidade das
HMVEC-d, utilizando ensaios com anticorpos bloqueadores das quimiocinas;
Correlacionar a alteracdo da permeabilidade endotelial das HMVEC-d com

citocinas e quimiocinas séricas presentes em pacientes.

33



4. Materiais e métodos

4.1. Estudo Populacional

No periodo de fevereiro a abril de 2013 foram obtidas 267 amostras de sangue
de pacientes com suspeita clinica de dengue. Esse trabalho ocorreu em centros
regionais especializados no atendimento e tratamento de pacientes infectados pelo
DENV: Hospital-Dia Professora Esterina Corsini da Universidade Federal do Mato
Grosso do Sul (UFMS), coordenado pelo Dr. Rivaldo Venancio da Cunha, e Hospital
Plantadores de Cana, no Centro de Referéncia em Dengue em Campos dos
Goytacazes, Rio de Janeiro, coordenado pelo Dr. Luis José de Souza. Cento e
oitenta e um pacientes (67,8%) tiveram confirmacdo do diagndstico e foram
classificados quanto a gravidade clinica de acordo com os critérios estabelecidos
pelo Programa de Treinamento e Investigacdo de Enfermidades Transmissiveis da
Organizagcdo Mundial de Saude (TDR/OMS, 2009). Os pacientes foram
entrevistados (anexo 1) e a sua insercdo em nosso projeto foi realizada mediante
assinatura do Termo de Consentimento, Livre e Esclarecido (anexo 2). Esse projeto
é parte de um projeto aprovado pelos Comités de FEtica em Pesquisa
37230.000.009-08 IPEC/FIOCRUZ, 0029.0314.011-09 SMS/RJ e mais
recentemente, pelo Sistema Plataforma Brasil namero CAAE
13318113.7.3001.0021(anexo 3).

Para nossos ensaios utilizamos 10 individuos como controles sadios, coletados
no estado do Rio de Janeiro, tendo em consideracdo que estes nao apresentaram
episédios febris ou historico de outras doencas por até 3 meses antes da data de

coleta de sangue.

4.2. Obtencdao de Plasma e Soro de Pacientes e Controles
Saudaveis

Amostras de sangue de pacientes foram coletadas entre 1° e 0 18° dia apés o
aparecimento dos primeiros sintomas (dias de doenca). Volume de
aproximadamente 10mL de sangue foram coletados de pacientes com suspeita de
dengue e de controles sadios em tubos contendo anticoagulante ACD (citrato de
sédio 22 g/L, acido citrico 8 g/L e dextrose 24,5 g/L) (BD Vacutainer®, catalogo #
364606), para obtencdo de plasma e células mononucleares. Além desse volume

inicial, cerca de 5mL de sangue foram coletados em tubo seco para obtencdo de
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soro. A obtencdo de plasma e soro foi feita apds centrifugagdo a 1000g por 10
minutos e diferentes aliquotas do material foram armazenadas a -70°C até sua

utilizagéo.

4.3. Confirmacdo do Diagnostico Laboratorial e Classificacao
Clinica dos Casos Confirmados

A infeccdo pelo DENV foi confirmada através da pesquisa qualitativa de
anticorpos IgM anti-DENV por ELISA de captura (PANBIO, Columbia, USA),
deteccdo do antigeno viral NS1 por ELISA (PlateliaTM Dengue NS1 Ag Kit — Bio-
Rad Laboratories) e/ou deteccdo do RNA viral por RT-PCR. Todos os testes foram
realizados por Nieli Costa Farias do Laboratério de Flavivirus (LabFla, IOC/Fiocruz),
chefiado pela Dra. Rita Maria Ribeiro Nogueira. O diagndstico por deteccdo de NS1
foi realizado de trés diferentes formas: a 1° seguindo protocolo do fabricante, a 2° e
a 3° seguindo modificagdes metodologicas estabelecidas pelo LabFla em busca de
maior sensibilidade para deteccdo de NS1. Para isso, amostras séricas foram pré-
aguecidas a 100°C por 5 min ou incubadas com solucédo de 1,5M de glicina/acido
hidroclérico, pH 2,8 a 37°C por 1 hora. Em seguida, foi feita neutralizacdo da reacéo
pela adicdo de solucdo de 1,5 M de tris/acido hidroclérico pH 9,7. Estas reacdes
promovem a dissociacdo de complexos imunes formados entre a proteina NS1 e
anticorpos heterdlogos provenientes de infeccdes anteriores pelo DENV (94). A
positividade de NS1 nesta coorte de pacientes aumentou significativamente apos
utilizagéo dos protocolos modificados.

Foi também realizado o teste anti-DENV IgG, utilizando o kit Dengue Virus IgG
DxSelect (EL1500G, Focus Diagnostics, Cypress, CA, USA), para verificar infec¢céao
prévia ou secundaria. Pacientes com infeccdo priméaria foram considerados aqueles
com positividade para qualquer um dos trés testes: IgM, NS1 e/ou sorotipo viral por
RT-PCR com IgG negativo. No caso de IgG positivo, a taxa de IgM/IgG >2,0. No
caso de infeccdo secundaria, aqueles com positividade para qualquer um dos trés
testes: IgM, NS1 e/ou sorotipo viral por RT-PCR com IgG positivo e uma taxa de
IgM/1gG <2,0 (55).

Parametros laboratoriais, tais como: contagem de plaquetas, % hematdcrito,
contagem de leucdcitos, linfécitos mondcitos, bem como dosagem das enzimas

AST/TGO e ALT/TGP foram realizados pelos hospitais onde os pacientes foram
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atendidos. Obtivemos alguns desses parametros nos controles saudaveis utilizados
no estudo como numero de plaquetas, leucdcitos, linfocitos e mondcitos e

hematocrito.

4.4. Quantificacdo de Citocinas e Quimiocinas Plasmaticas pelas
Técnicas de Multiplex em Microarranjo Liquido ou ELISA

As citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-10) e quimiocinas (CXCL8/IL-8, CCL2/MCP-1,
CXCL10/1P-10, CCL5/RANTES e CX3CL1/Fractalcina) foram quantificadas utilizando
soros de pacientes com diagnostico confirmado e controles sadios. As citocinas e
quimiocina: TNF-a, IL-1B, IL-10, CXCLB8/IL-8 foram quantificadas pelo ensaio de
multiplex em microarranjo liquido, pela tecnologia Luminex® de acordo com as
especificacdes do fabricante (kit R&D Systems). O imunoensaio de deteccéo
multiplex Luminex® consiste na deteccdo de varias proteinas circulantes
simultaneamente numa Unica amostra de soro utilizando microesferas especificas
para cada citocina. Microesferas de propriedades espectrais definidas sao

conjugadas aos anticorpos de captura especificos.

Todos os reagentes e solu¢cdes foram preparados conforme especificado pelo
fabricante. O primeiro passo do procedimento foi umidificar a membrana da placa de
96 pocos fornecida pelo kit com 100uL/poco de Wash Buffer. Logo em seguida, o
liquido foi removido num sistema a vacuo. Foram adicionados 25uL/poco da mistura
de microparticulas diluidas (50uL de IL-1B + 50uL de CXCL8/IL-8 + 50uL de TNF-a +
50uL de IL-10) em 3mL de Microparticle diluent) em toda placa. Sobre a mistura de
microparticulas, foram adicionados 100uL/poc¢o das solu¢des da curva padrdo ou
amostras séricas de pacientes e controles diluidos em Calibrator Diluent RD6-40 na
proporcdo 1:2, seguido de incubacdo por 3 horas a temperatura ambiente com
agitacdo. Apds esse periodo, a placa foi lavada 3 vezes em Wash Buffer. Em
seguida, foram adicionados 50uL da solucdo Biotin Antibody Cocktail (50uL de IL-18
+ 50uL de CXCLS8/IL-8 + 50uL de TNF-a + 50uL de IL-10 Biotin antibody concentrate
em 6mL de Biotin Antibody diluent 2) seguido de incubacgao por 1 hora a temperatura
ambiente com agitacdo. A placa foi lavada novamente 3 vezes em Wash Buffer e
adicionados 50uL do reagente Streptavidin-PE por 30 minutos a temperatura
ambiente com agitacdo. Apés 3 lavagens, as microparticulas foram ressuspendidas

em 100pL/poco do tampé&o Wash buffer fornecido pelo kit e a leitura da placa foi
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realizada no aparelho Luminex® Instrumentation System (Luminex, Austin, TX,
USA). O aparelho Luminex® determina a propriedade espectral da microesfera e a
qguantidade de fluorescéncia associada ao PE e assim, a concentragcdo das
citocinas/quimiocina presentes nas amostras. A média de intensidade de
fluorescéncia € medida pelo aparelho e as concentracdes de citocinas foram
calculadas em pg/ml. Utllizamos a Plataforma tecnolégica do Programa de
Desenvolvimento em Insumos para Saude (PDTIS) (RPTO3C- Luminex) da Fiocruz.

A quantificagdo das quimiocinas CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10, CCL5/RANTES
e CX3CL1/Fractalcina foram realizadas pelos ensaios de ELISA. A tabela 4.1.
mostra os valores de cada curva padrdo, fabricantes e a diluicdo dos soros de

pacientes e controles para dosagem das quimiocinas.

Tabela 4.1. Especificagcfes do kit de ELISA e diluicdo das amostras séricas de
pacientes e controles.

Quimiocina Curva Padrdo Fabricante Numero do Diluicdo da
pg/mL catalogo amostra
sérica
CCL2/MCP-1 1.000-15,62 Peprotech 900-M31 1:10
CXCL10/IP-10 1.000-15,62 Peprotech 900-M39 1:10
CCL5/RANTES 2.000-31,25 Peprotech 900-M33 1:100
CXCL3/Fractalcina 10.000-156,25 R&D System DCX310 1:2

Para os ensaios de ELISA, CCL2/MCP-1, CXCL10/IP-10 e CCL5/RANTES,
foram adicionados 100uL do respectivo anticorpo de captura por poco em placas de
96 pocos. As concentracdes finais dos anticorpos de captura foram 0,25ug/mL para
CCL2/MCP-1; 0,5pug/mL para CXCL10/IP-10 e 0,5ug/mL para CCL5/RANTES
diluidos em PBS pH 7,2. As placas foram incubadas overnight a temperatura
ambiente. ApGs esse periodo de incubacéo, as placas foram lavadas 4 vezes com
solucédo de lavagem (0,05% de Tween-20 em PBS pH 7,2). Posteriormente, foram
adicionados 200pL por poco da solucao de bloqueio (1% de BSA em PBS pH 7,4) e
incubados por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram
novamente lavadas 4 vezes e foram adicionados 100uL dos respectivos padrdes e
amostras seéricas e incubados overnight a 4°C. Os padrdes foram diluidos em série
conforme estabelecido pelo fornecedor (Tabela 4.1). Em seguida as placas foram

lavadas 4 vezes e adicionado 100pL do anticorpo de deteccdo na concentragao de

37



0,25ug/mL para CCL2/MCP-1; 0,5ug/mL para CXCL10/IP-10 e 0,5ug/mL para
CCL5/RANTES, diluidos em reagente diluente (0,05% de Tween-20, 0,1% de BSA
em PBS pH 7,4) e incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente.
Posteriormente ao periodo de incubacéo foram realizadas 4 lavagens e adicionado
100pL da Streptavidin-HRP com incubacéo por 30 minutos a temperatura ambiente.
As placas foram novamente lavadas 4 vezes e adicionados 100pL do subtrato
ABTS. As placas foram protegidas da luz e monitoradas entre 5 a 30 minutos para
finalizar a reacdo com adicdo de 50uL por poco de Stop solution. As leituras foram

realizadas no comprimento de onda de 405/650nm.

No ensaio da quimiocina CX3CL1l/Fractalcina da R&D System foram
inicialmente adicionados 100ulL/poco do padrdo e amostras séricas (Tabela 6.1)
ambos diluidos em Calibrator Diluent RD6-11 seguido de incubacdo por 3 horas a
4°C. As placas foram lavadas 4 vezes em Wash Buffer e adicionado 200uL de
Fractalkine Conjugate com incubacao de 1 hora a 4°C. ApGs uma nova sequencia de
lavagens, foram adicionados 200uL do Substrat Solution. As placas foram protegidas
da luz e monitoradas entre 5 a 30 minutos para finalizar a reacdo com adicdo de
50uL por poco do Stop Solution. As leituras foram realizadas no comprimento de

onda de 450/540nm. Todas as solucfes deste ensaio foram fornecidas pelo Kit.

Os dados foram quantificados pela andlise da curva obtida pela densidade
Optica versus concentra¢cdes em pg/mL conhecidas do analito nos 8 pontos da curva
padrdo, utilizando analise de 4 parametros para as quimiocinas: CCL2/MCP-1,
CXCL10/IP-10 e CCL5/RANTES e 5 parametros para a quimiocina:
CX3CL1/Fractalcina, feitos pelo Programa Prism 5 (GraphPad). Todas as proteinas

circulantes quantificadas foram expressas em pg/mL.

4.5. Manutencdo das Culturas de Células Priméarias HMVEC-d
oriundas do Endotélio Microvascular da Derme (Human Dermal
Microvascular Endothelial Cells)

As HMVEC-d foram adquiridas na Lonza (Rochester, NY, USA) e constituem
células priméarias isoladas da microvasculatura do tecido epitelial de adultos ou do
preplcio de recém-nascidos. As ampolas contém 5x10° células por mL, s&o
fornecidas criopreservadas, na 3° passagem com laudos negativos para
contaminagao por micoplasmas, bactérias, leveduras ou fungos. Além disso, séao
sorologicamente negativas para os virus HIV-1, hepatite B e C. As HMVEC-d foram
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descongeladas seguindo protocolo do fabricante, no qual a ampola é rapidamente
descongelada em banho Maria a 37 C° por no maximo 2 minutos. O congelamento é
feito em pelo menos 5x10° HMVEC-d, utilizando solucdo de congelamento (90%
Soro fetal bovino e 10% DMSO). As células sao inicialmente congeladas a -70°C por

24 horas e em seguida, nitrogénio liquido até sua utilizacao.

As HMVECSs foram cultivadas em garrafas de 25cmz2, com filtro, em meio EGM-
2MV (Endothelial Cell Growth Medium-2) com 10% de SFB (soro fetal bovino) e 1%
de Glutamina. O meio EGM-2MV foi obtido mediante a suplementagédo do meio
EBM-2 (Endothelial Basal Medium) com: rhFGF-B (Human Fibroblast Growth Factor-
B), rhEGF (Epidermal Growth Factor Human), R3-IGF-1 (Recomb. Long R Insulin-
Like Growth Factor-1), rhVEGF (Endothelial Growth Factor Vascular Human),
hidrocortisona, acido ascorbico, anfotericina B, gentamicina, penicilina e
streptamicina. O meio e os suplementos sédo adquiridos na Lonza. As HMVEC-d séo
mantidas a 37°C, 90% de humidade e 5% CO,. Em geral, foi mantida a propor¢ao
1,25x10°> HMVEC-d para cada garrafa de 25cm2 A cada 2 dias, o meio
suplementado foi trocado por meio fresco. O volume de EGM-2MV utilizado
respeitou as proporcdes fornecidas pela Lonza: 1mL de meio para 5cm? de area
guando as células estiverem com menos de 25% de confluéncia, 1,5mL/5cm2 para
25 a 45% de confluéncia e 2mL/5cm? para acima de 45% de confluéncia. Ao
atingirem 80% de confluéncia, as HMVEC-d foram tripsinizadas para passagem,
congelamento ou para 0s ensaios. A tripsinizacao ocorreu mediante rapida rinsagem
com de 5mL de DPBS (Gibco), a temperatura ambiente, para neutralizar a acao de
complexos protéicos e célcio presentes no meio EGM-2MV, sobre a Tripsina/EDTA.
Apds esse processo, foram adicionadas 2mL de Tripsina/EDTA por garrafa e
acompanhado o processo de descolamento da monocamada entre 2-6 minutos.
Com cerca de 90% de células soltas, realiza-se rapidamente a neutralizacdo da
acao da Tripsina/EDTA com adicdo de 4mL de meio EGM-2MV suplementado com
10% de SFB e 1% de glutamina a 4°C. As células soltas em suspensdo séo
transferidas para um tubo de 15mL, seguido de centrifugacdo por 1300rpm, 5
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o pellet de
células desfeito com batidas no tubo e diluicdo do pellet com 1mL de meio fresco. A
contagem de células foi realizada em camaras de Neubauer, utilizando-se o corante
de viabilidade azul de Trypan na propogéo 1:10. Os experimentos foram realizados

com HMVEC-d entre a 4° a 8° passagem.
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4.6. Padronizacdo do Ensaio de Permeabilidade através da Medida
da Resisténcia Elétrica Transendotelial (TEER)

O ensaio para medir a alteracdo da permeabilidade endotelial foi padronizado
utilizando-se placas de 24 pocgos, acopladas a insertos Transwell revestidos de
membrana de policarbonato de 3um de porosidade e 0,33cm? de diametro (cat.
3457, Corning, NY, US). Procuramos estabelecer as condicdes de cultura,
observando: esquema de plaqueamento, densidade de células HMVEC-d a serem
plaqueadas, local da adicdo do estimulo: inserto ou camara inferior, substrato do
inserto: matrigel (cat.354248, BD Bioscience, Bedford, MA) ou fibronectina
(cat.33016-015, Gibco, NY, US).

Diferentes metodologias foram realizadas quanto ao sistema de plagueamento
das HMVEC-d nos insertos. Inicialmente, realizamos um Unico plaqueamento de
2x10°> HMVEC-d, mas a viabilidade das células ap6s 24 horas de plaqueamento ndo
foi satisfatéria. Chegamos ao que consideramos a melhor condicdo de cultura
baseado no estudo de Petreaca e sua equipe (95). Neste protocolo, no dia 1, 10°
HMVEC-d em 100uL de meio EGM-2MV suplementado (com 10% soro fetal bovino
(SBF) e 1% glutamina) foram plagueadas no inserto (camara superior) e incubadas
por 30 min a 37°C com 5% CO,. Seguido incubagéao, foram adicionados 100 pL de
EGM-2MV suplementado no inserto sobre as HMVEC-d e 1 mL de EGM-2MV
suplementado na camara inferior por 24 horas a 37°C com 5% CO,. No dia seguinte,
0 meio EGM-2MV suplementado do inserto foi removido e sobre o inserto foram
plaqueadas mais 10° HMVEC-d em 100uL de EGM-2MV suplementado por 30 min a
37°C com 5% CO,. Apds esse curto periodo, foram adicionados 200uL de EGM-
2MV suplementado no inserto e substituido o EGM-2MV suplementado na camara
inferior por 1 mL de meio fresco seguido por incubagé&o por 24 horas a 37°C com 5%
CO.. Esse esquema de plaqueamento resultou numa maior viabilidade e integridade

da monocamada.

Utilizamos como controle positivo o TNF-a a 10* pg/mL (outras diluicdes foram
testadas anteriormente) para avaliar a cinética da alteracdo da permeabilidade e a
melhor condigdo de estimulagdo. O TNF-a foi adicionado no inserto ou na cdmara
inferior. Testamos também o revestimento do inserto com matrigel ou fibronectina.

De acordo com nossos dados (Figura 4.1), estabelecemos que a adicéo do estimulo
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no inserto e o pré-tratamento da membrana com fibronectina seriam as melhores

condigoes.
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Figura 4.1. Padronizacdo do ensaio de permeabilidade. Simbolo e linha cinza
representam inserto tratado com Matrigel e adicdo de TNF-a na camara superior, simbolo e
linha azul B representam inserto tratado com Matrigel e adicido de TNF-a na camara
inferior, simbolo e linha rosa representam inserto tratado com Fibronectina e adicdo de
TNF-a na camara superior e por fim, simbolo e linha verde | | representam inserto tratado

com Fibronectina e adicdo de TNF-a na camara inferior.

ApOGs a padronizacdo da densidade do cultivo das HMVEC-d, assim como o
local de adicdo do estimulo e o revestimento, o segundo passo foi saber a diluicdo
do soro dos pacientes requerida para avaliar a alteracdo da permeabilidade na
monocamada de HMVEC-d e ainda, se poderiamos utilizar amostras de soro ja
descongeladas. Com isso, utilizamos como varidveis a utilizacado de soro de paciente
20% nao descongelado ou de soro a 50% ja descongelado (Figura 4.2). Esses
valores foram baseados em ensaios preliminares em que medimos a liberacdo da
enzima intracelular lactato desidrogenase (LDH) quando na adi¢cdo de 20% de soro

de pacientes em monocamada da linhagem de células endoteliais HMEC.
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Figura 4.2. Padronizacdo do ensaio de permeabilidade. Simbolo e linhal " cinza
representam inserto tratado com Fibronectina e adigcdo de soro de paciente a 20% nunca
descongelado. Em esquema semelhante, o simbolo e linha azul ¥ mas com adicdo de soro
de paciente a 50% descongelado 1x

As medidas do TEER foram realizadas com insertos pré-tratados com
fibronectina, apds 2 dias de cultivo consecutivos resultando numa densidade final de
2 x 10° HMVEC-d em 300uL de EGM-2MV no inserto do sistema Transwell e 1mL de
meio EGM-2MV na camara inferior. No 3° dia de cultivo, o TEER foi medido para
verificacdo da confluéncia. Foi considerado que uma confluéncia acima de 5, seria
ideal para realizacdo dos experimentos, uma vez que estaria garantindo a formagao
de uma monocamada integra. Medidas de TEER abaixo de 5, ndo garantiam um

experimento confiavel.

Apods adicdo do estimulo ou soro de pacientes, foi realizada cinética para
avaliacdo do TEER nos tempos: 0, 5, 15, 30 minutos e 1, 2, 3, 4 e 24 horas pela
camara Endohm 6 (World Precision, Saratoga, FL) e aparelho Millicell-ERS
(Millipore, Billerica, MA). O valor detectado no aparelho é transformado utilizando a

seguinte férmula:

Item 1. TEER (£2/cm?2)= valor detectado da amostra - Blank (inserto com meio

EGM-2MV, sem células) x 0,33cm? (4rea do inserto).

42




4.6. Ensaio de Permeabilidade da Cultura das HMVEC-d na
Presenca de Soro de Pacientes Pré-tratados ou N&o com
Bloqueadores das Quimiocinas

Depois de padronizado o0 ensaio, iniciamos a medida do TEER na
monocamada das HMVEC-d frente ao soro de pacientes. Uma vez que tinhamos
disponivel uma coorte de pacientes com apenas 2 casos graves e, considerando
que a literatura aponta para mediadores inflamatorios como principais indutores da
alteracdo da permeabilidade vascular, apos dosagem desses mediadores nos
pacientes infectados pelo DENV, partimos para analise da medida do TEER
baseado em dois grupos de pacientes, cada um com n=5: Grupo 1, aquele composto
de pacientes considerados alto produtores de TNF-qa, IL-18 e CXCL8/IL-8 e Grupo 2,
como os baixos produtores de TNF-a, IL-1 e CXCLS8/IL-8, desconsiderando
inicialmente a classificacdo clinica, dias de doenca e producdo de outros
mediadores. Os soros de pacientes foram diluidos a 20% em meio EGM-2MV com
1% glutamina. A medida do TEER foi feita antes da adicdo do soro (tempo=0,
monocamada de HMVEC em meio) ou com adicdo de soro seguindo a cinética
estabelecida acima. Os valores de TEER foram calculados segundo a férmula
descrita no item 1. Os resultados finais foram expressos como % TEER relativo, no
qual foi feito uma razdo do valor do TEER detectado na amostra de soro sobre o
valor do TEER no inserto contendo apenas o meio, ambas as medidas foram feitas

Nno mesmo tempo.

Valor do TEER da amostra de soro

Item 2. TEER relativo =

Valor do TEER no inserto com meio

Para avaliar se a contribuicdo das quimiocinas na alteracdo da permeabilidade,
volume de 60uL de soro de pacientes foram diluidos em 234uL de EGM-2MV e pré-
tratados com 6uL de anticorpos bloqueadores anti-quimiocinas: CCL4/MIP-1 (cat.
MAB271), CCL5/RANTES (cat. MABG678), CXCL10/IP-10 (cat. MAB266),
CX3CL1/Fractalcina (cat. MAB3652) (R&D System, Inc, Minneapolis, MN, USA) ou
IgG (cat. 400124, BioLegend, San Diego, CA) a 10ng/mL durante 30 minutos a 37°C.
Apés incubagao, 300uL, do soro pré-tratado, diluido em EGM-2MV, foram
adicionados sobre a monocamada de HMVEC-d no inserto. Os valores de TEER

foram calculados segundo a formula descrita no item 2.
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4.7. Analise Estatistica

Diferencas entre os grupos de pacientes e controles com relacdo aos dados
demograficos, laboratoriais e clinicos foram feitas pelo teste t ndo-paramétrico Mann-
Whitney U e as andlises de correlacdo pelo Spearman. Em relagdo a quantificacédo
dos niveis séricos de citocinas e quimiocinas, utilizamos o teste t ndo-paramétrico
Kruskal-Wallis seguido do pds teste de Dunn. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Usamos o0 programa The Prism 5 statistics
(GraphPad, US).
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5. Resultados

5.1. Perfis Demografico, Clinico e Laboratorial de Pacientes e
Controles

Dos 267 pacientes com suspeita de dengue nos quais foram coletadas
amostras de sangue na epidemia de 2013, 181 pacientes (67,8%) tiveram
diagnéstico laboratorial confirmado para dengue. Dentre estes 50,3% dos pacientes
(91 dos 181) tiveram confirmacédo pelo anti-DENV IgM, enquanto que 40,9% (74 dos
181) confirmaram pelo NS1 circulante, ap6s modificacbes no protocolo como
mencionado no item 4.3. Materiais e Métodos. Destacamos prevaléncia do sorotipo
DENV-4 (96,8%, 61 das 63 amostras) nesta epidemia.

A classificacdo dos pacientes foi realizada de acordo com os critérios
estabelecidos pelo Programa de Treinamento e Investigacdo de Enfermidades
Transmissiveis da Organizacdo Mundial de Saude (TDR/OMS, 2009). O primeiro
grupo foi constituido por 125 pacientes com caracteristicas da Febre do Dengue sem
sinais de alarme (FD), por apresentarem febre, cefaleia, dor na regiao retro orbital,
mialgia, artralgia, anorexia, nauseas e leucopenia. O segundo grupo foi formado por
54 pacientes FD com sinais de alarme (FDSA) mais 2 casos graves, formando um
anico grupo (FDSA/Grave). Os pacientes FDSA apresentaram todos o0s
sinais/sintomas da FD mais dores abdominais e/ou vOmitos persistentes,
sangramento de mucosa e plaguetopenia. Os pacientes graves apresentaram além
dos sinais/sintomas mencionados, niveis elevados das enzimas AST/TGO (aspartato
aminotransferase/ transaminase glutdmico-oxalacética) e ALT/TGP (alanina
aminotransferase/ transaminase glutamico-pirivica), um dos pacientes apresentou
complicacBes do sistema nervoso acarretando na sindrome de Guillain-Barré e o
segundo paciente apresentou quadro de hepatite com niveis muito altos de
AST/TGO e ALT/TGP. Ambos os pacientes graves apresentaram sinais de
extravasamento plasmatico com acumulo de liquidos na regido abdominal (ascite).
Dezoito dos 56 pacientes FDSA/Grave (32%) exibiram algum tipo de manifestacéo
hemorragica do tipo epistaxe, gengivorragia, hematuria, melena, metrorragia e/ou

petéquias. Os resultados descritos a seguir sdo apresentados na Tabela 5.1.
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Dentre estes pacientes, tivemos um percentual de 54,4% do sexo feminino e
45,6% do sexo masculino no grupo FD e 62,5% do sexo feminino e 37,5% do sexo
masculino no grupo FDSA/Grave, portanto, uma maior incidéncia do sexo feminino
no grupo FDSA/Grave. Em relacdo aos dias de doenca, contados a partir dos
primeiros sinais/sintomas apresentados pelos pacientes, observamos diferenca entre
o grupo FD, com média de 4,8 dias, e o grupo FDSA/Grave (p=0,0002), que teve
média de 6,8 dias.

A plaquetopenia €, dentre as alteracdes hematoldgicas na infec¢éo pelo DENV,
uma das mais frequentes. Verificou-se diferenca na contagem de plaquetas entre 0s
grupos FD e controles sadios (p=0,0005), FDSA/Grave e controle sadios (p=0,0001)
e entre os grupos FD e FDSA/Grave (p=0,0093). Tendo o grupo FDSA/Grave
constatado menor numero de plaquetas durante a infeccdo, o que confirma a

trombocitopenia como um quadro de evolucéo de gravidade da dengue.

Na dengue, sdo frequentemente encontradas alteragbes como leucopenia,
neutropenia com presenca de linfécitos atipicos, além, claro da trombocitopenia com
valores abaixo de 100.000 plaquetas/puL e aumento do hematocrito. Também pode
ocorrer leucocitose precoce e neutrofilia com discreto desvio a esquerda. Em nossa
coorte de pacientes, ndo foram observadas diferencas no percentual de hematdcrito,
nem nas dosagens das AST/TGO e ALT/TGP entre os grupos FD e FDSA/Grave. E
importante ressaltar que por medida preventiva, pacientes FDSA/Grave séo
rapidamente submetidos a hidratagdo venosa, portanto, reduzindo a
hemoconcentracédo desses pacientes. Ainda, um dos 2 pacientes graves apresentou
niveis muito elevados de AST/TGO=1235 U/L e ALT/TGP=1345 UJL.

Comparando-se o0s grupos FD e FDSA/Grave, pacientes FDSA/Grave
apresentaram leucopenia (p=0,0151), tendéncia a linfopenia e monocitopenia
(p=0,0054). Todas essas alteracbes foram ainda mais acentuadas quando
comparados os grupos de pacientes DENV+ aos controles.
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Tabela 5.1. Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais de pacientes

e controles envolvidos no estudo.

FDSA/Grave

n=56

Controles Sadios
n=10

Sexo (Fem/Masc)
Idade (anos) @

Dias de doenca®"
Extravasamento Plasmaéatico ©

Sangramentos ¢

Plaquetas x 103/mm3?

Hematocrito %2
AST/TGO U/L @

ALT/TGP U/L ®

Leucodcitos x103/mm3?
Linfécitos x103/mms3 2
Mondcitos x103/mm3 2

Anti-Dengue IgM °

NS1 Plasmatico ®

DENV-1: DENV-2: DENV-4

68/57
37 + 14,6 "%
4 8 i 2 8n:125###
0/125; 0
0/125; 0

169,8 + 61,3 ™
(64 - 387)"*
42 +4.2
(25,8 - 54)"
72,4 + 53,4
(2 - 181)"
112,7 + 64,8
(35 - 220)™*°
4534 + 2387 %~
(1880-17100)"**
1478 + 1143 ™"
(206 - 10260)"1
490,7 + 298,4 "
(88 - 2394)"1%°
51/125; 40,8%

54/125; 43,2%
1: 0: 51

35/21
38,3+ 18,6™°
6,2 + 2,8 "

2/56; 3,6%
18/56; 32%

129,6 + 64,3 %%
(29 - 230)"*°
43+ 4.4
(32,9 - 53,4)™3
266,9 + 406,38
(50 - 1235)™®
266,9 + 440,4
(43 - 1345)"®
3532+ 1540 *
(1000 - 7590)"™>3
1156 + 571.1
(336 - 2272)"*°
380 +281,7*
(34 - 1530)™8
40/56; 71,4%

20/56; 35,7%
0:1:10

7/3
31,8 +4,8n°°

278,2 +38,8 ¢
(242 - 305)"°
40,3 +2,7
(37,6 - 44)™°

6552 + 1092 " ¢%°
(5300 - 7800)"°

5113 +1713.9 %

(2106 - 6100)"°
396,3 + 136,7
(304 - 640)™°

% valores das médias + desvio padréo;
® Dias de doenca, contados a partir do aparecimento dos primeiros sintomas;

¢ Ascite;

9n positivos / n total; % de positivos;
°Gengivorragia, petéquias, metrorragia, hematuria, epistaxe e melena;
Teste estatistico utilizado foi Mann-Whitney, trés simbolos representam P<0,0001; dois
simbolos P<0,0010 e um simbolo P<0,0500;
* representa diferenca estatistica entre FD vs Controle Sadio;

¢ representa diferenca estatistica entre FDSA/Grave vs Controle Sadio;
# representa diferenca estatistica entre FD vs FDSA/Grave
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5.2. Correlagcdo entre Parametros Laboratoriais em Pacientes
Infectados pelo DENV

Visando ressalvar parametros relacionados ao desfecho clinico dos pacientes e
a relacdo entre eles, realizamos anadlise de correlacdo entre 0s parametros
laboratoriais disponiveis. Como observado na Tabela 5.2, listamos inicialmente as
correlagcbes entre a contagem de plaquetas com: (i) dias de doenca (r= -0,208,
p=0,0268), (ii) ALT/TGP (r= -0,298, p=0,0048), (iii) AST/TGO (r= -0,389, p=0,0002),
(iv) contagem de leucécitos (r= +0,324, p= 0,0005), (v) percentual de hematdcrito (r=
+0,204, p=0,0304) e (vi) contagem de mondcitos (r= +0,254, p=0,0081). Como
esperado, (vi) AST/TGO e ALT/TGP foram fortemente correlacionadas (r= +0,733,
p<0,0001). Entre as células sanguineas, os leucocitos foram correlacionados com
(viii) linfocitos (r= +0,564, p<0,0001) e (ix) mondcitos (r= +0,693, p<0,0001). Ainda,

(x) mondcitos e linfécitos foram correlacionados (r= +0,472, p<0,0001).

Esses dados de correlacdo nos indicam que dias de doenca, contagem de
plaguetas e as dosagens de AST/TGO e ALT/TGP sado parametros fortemente
correlacionados, assim como as células mononucleares do sangue. Portanto, sao
importantes parametros no prognéstico da doenca e serdo posteriormente

correlacionados as citocinas/quimiocinas circulantes em pacientes.

48



Tabela 5.2. Correlacdo entre os dados laboratoriais de pacientes Infectados
pelo DENV

Dias de Plaquetas Hematécrito AST/TGO ALT/TGP Leucécitos Linfécitos Monbdcitos

Doenca
Dias de - r(-)0,208 ns" % ns™?’ ns"™?’ ns" % ns" ns"
doenca p=0,0268
n=113
Plaquetas r(-)0,208 - r(-)0,204 r(-)0,389  r(-)0,298  r(+)0,324 ns" 1% r(+)0,254
p=0,0268 p=0,0304  p=0,0002 p=0,0048 p=0,0005 p=0,0081
n=113 n=112 n=88 n=88 n=112 n=107
Hematocrito  ns"™'®  r(-)0,204 - ns"?% ns"? ns"* ns"*%° ns"***
p=0,0304
n=112
AST/TGO ns"=% r(-)0,389 ns"=®’ - r(+)0,733 ns "% ns "% ns "%
p=0,0002 p<0.0001
n=88 n=88
ALT/TGP ns"=® r(-)0,298 ns"=% r(+)0,733 = ns "%’ ns "% ns "2
p=0,0048 p<0.0001
n=88 n=88
Leucdcitos ns" % r(+)0,324 ns"-1%4 ns "% ns "% - r(+)0,564  r(+)0,693
p=0,0005 p<0.0001  p<0.0001
n=112 n=156 n=154
Linfécitos ns"='%2 ns "% ns"=*%° ns "= ns "% r(+)0,564 = r(+)0,472
p<0.0001 p<0.0001
n=156 n=153
Mondcitos ns"*  r(+)0,254 ns" %! ns " ns "% r(+)0,693 r(+)0,472 -
p=0,0081 p<0.0001  p<0.0001
hiry n=154 n=153

Correlacdo de Spearman utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5. Valores de p
(two-tailed) foram considerados significativos quando < 0,05. O ns significa correlacdo néo
significativa, n representa o numero de pares analisados. Plaquetas sdo expressas em
células/mm3; hematdcrito em %; AST/TGO e ALT/TGP em UJ/L; leucécitos, linfocitos e

mondacitos por células/mm3.
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5.3. Avaliacdo do Perfil das Citocinas TNF-a, IL-1B8 e IL-10 e
Quimiocinas: CCL2/MCP-1, CCL5/RANTES, CXCLS8/IL-8,
CXCL10/IP-10 e CX3CL1/Fractalcina em Pacientes Infectados
pelo DENV e Controles

Como demonstrado na Figura 5.1, independente do quadro clinico, pacientes
FD ou FDSA/Grave apresentaram aumento significativo dos niveis de TNF-a em
relacdo aos controles (controles 3,380 [2,727-5,756] vs FD 11,500 [7,082-50,230] vs
FDSA/Grave 9,796 [5,975-35,450], no qual temos mediana [25-75%]). Na&o
detectamos diferenca entre os niveis de IL-18 entre os grupos de pacientes e
controles (controles 0,5200 [0,288-1,217] vs FD 0,8200 [0,4235-0,3370] vs
FDSA/Grave 0,4760 [2,167-609,2]). Por fim, a citocina IL-10 teve um perfil similar ao
do TNF-a nos quais pacientes FD ou FDSA/Grave apresentaram aumento
significativo em relacéo aos controles (controles 0,4600 [0,3480-0,6805] vs FD 2,311
[0,6790-5,540] vs FDSA/Grave 4,908 [1,787-11,010]).

A Figura 5.1 demonstra a quantificacdo das quimiocinas. Iniciamos pela
CXCLS8/IL-8 que demonstrou niveis aumentados em ambos 0s grupos de pacientes
FD ou FDSA/Grave comparado aos controles (controles 1,945 [1,270-4,549] vs FD
13,960 [6,360-45,99] vs FDSA/Grave 11,01 [3,652-19,090]). A CCL2/MCP-1
(controles 136,7 [42,43-339,8] vs FD 648,1 [966,0-2390,0] vs FDSA/Grave 543,3
[329,6-979,6]), a CXCL10/IP-10 (controles 64,34 [36,53-166,2] vs FD 548,4 [179,5-
790,2] vs FDSA/Grave 601,0 [246,3-779,3]) e a CX3CL1/Fractalcina (controles 272,7
[259,0-365,1] vs FD 784,9 [499,5-1620,0] vs FDSA/Grave 641,1 [414,1-1300,0])
também apresentaram o mesmo perfil de aumento nos pacientes, independente da
gravidade, comparado aos controles. Entretanto, ndo detectamos diferenca entre os
niveis de CCL5/RANTES entre os grupos de pacientes e controles (controles 18675
[12215-30282] vs FD 15943 [9752-30261] vs FDSA/Grave 13109 [4612-23505]),
embora podemos observar uma tendéncia decrescente das medianas dos controles,
FD e FDSA/Grave em relacao a esta quimiocina.

A influéncia desses mediadores inflamatorios na imunopatogénese da dengue,
assim como na alteracdo da permeabilidade endotelial serdo avaliados nos ensaios

a sequir.
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Figura 5.1. Niveis séricos de citocinas e quimiocinas em pacientes infectados pelo DENV e controles. Gréficos representam as
medianas e os intervalos interquartiles (25 — 75%) dos niveis séricos (em pg/mL) das citocinas (A)TNF-a, (B) IL-1B e (C) IL-10 e das quimiocinas
(D) CXCLS8/IL-8, (E) CCL2/MCP-1, (F) CCL5/RANTES, (G) CXCL10/IP-10 e (H) CX3CL1/Fractalcina em pacientes-FD (n=48, O), FDSA/Grave
(n=21, @) e Controles saudaveis (n=10, [lJ). As dosagens foram feitas pelos ensaios Luminex ou ELISA. Na anélise estatistica foi utilizado o teste
nao-paramétrico Kruskal-Wallis seguido do post test Dunn para analise dos pares. Valores de p *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 foram
considerados estatisticamente significativos.
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5.4. Correlagcao das Citocinas e Quimiocinas em pacientes
infectados pelo DENV

Compreendendo a importancia do envolvimento desses mediadores no quadro
infeccioso, nosso proximo passo foi avaliar se essas moléculas estdo atuando de
forma conjunta ou néo, e se for de forma conjunta, de modo sinérgico ou regulador
na infeccdo pelo DENV. Para isso, realizamos analises de correlacdo como
observado na Tabela 5.3. Listamos as correlagbes entre TNF-a com: (i) IL-1B (r=
+0,616, p<0,0001) e (ii) CXCL8/IL-8 (r= +0,649, p<0,0001). Mesmo né&o observando
diferenca dos niveis de IL-1B entre pacientes e controles, esta citocina foi
correlacionada com: (iii) CXCL8/IL-8 (r= +0,723, p<0,0001). A CCL2/MCP-1 foi
correlacionada com: (iv) CXCL10/IP-10 (r= +0,651, p<0,0001) e (v)
CX3CL1/Fractalcina (r= +0,646, p<0,0001). A CXCL10/IP-10 foi correlacionada com:
(vi) IL-10 (r= +0,495, p<0,0001), (vii) CCL2/MCP-1 (r= +0,651, p<0,0001) e (viii)
CX3CL1/Fractalcina (r= +0,524, p<0,0001). Por fim, CCL5/RANTES correlacionou-se
com: (ix) IL-1B (r= +0,418, p=0,0004) e (x) IL-10 (r=-0,380, p=0,0015).
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Tabela 5.3. Correlacdo das Citocinas e Quimiocinas Sérica em Pacientes
Infectados pelo DENV

TNF-a IL-1B IL-10 CXCL8/ CCL2/ CCL5 CXCL10/ CX3CL1
IL-8 MCP-1 /RANTES IP-10 /Fractalci
na
TNF-a = r(+)0,616 ns ™ r(+)0,649 ns = ns o’ ns "0 ns "0
p<0,0001 p<0,0001
n=69 n=69
IL-1B r(+)0,616 - ns " r(+)0,723 ns "°’ r(+)0,418 ns "% ns "%
p<0,0001 p<0,0001 p=0,0004
n=69 n=69 n=67
IL-10 ns " ns "=*° = ns "% ns "=’ r(-)0,380  r(+)0,495 ns "=
p=0,0015 p<0,0001
n=67 n=69
CXCL8  r(+)0,649 r(+)0,723 ns "% - ns "%’ ns "’ ns "% ns "%
/IL-8 p<0,0001 p<0,0001
n=69 n=69
cCL2 ns "’ ns "’ ns "’ ns "’ = ns "=%° r(+)0,651  r(+)0,646
IMCP-1 p<0,0001  p<0,0001
n=67 n=58
CCL5 ns "% r(-)0,380 ns "% ns "% - ns "%’ ns "°
/RANTES p=0,0015
n=67
CXCL10 ns "°° ns "=%° r(+)0,495 = r(+)0,651 ns "%’ - r(+)0,524
/IP10 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
n=69 n=67 n=60
CX3CL1  ns™™ ns " ns " ns"™  r(+)0,646  ns"™™  1(+)0,524 -
[Fractalci p<0,0001 p<0,0001
na n=58 n=60

Correlacdo de Spearman utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5. Valores de p

(two-tailed) foram considerados significativos quando < 0,05. O ns significa correlacdo néo

significativa, n representa o niumero de pares analisados. Valores das citocinas e quimiocinas

séo expressos em pg/mL.
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5.5. Correlacdo entre as Citocinas/Quimiocinas com Parametros
Laboratoriais em Pacientes Infectados pelo DENV

Na tentativa de avaliar o potencial papel dessas moléculas como indicadores
biolégicos das alteracbes clinicas e laboratoriais dos pacientes, parametros
laboratoriais previamente selecionados como indicadores do desfecho clinico, que
foram dias de doenca, contagem de plaquetas, niveis das AST/TGO e ALT/TGP e
namero de células do sangue, foram correlacionados aos niveis séricos das

citocinas e quimiocinas.

Na Tabela 5.4 verificamos correlacdo inversa entre os dias de doenca com: (i)
CCL2/MCP-1 (r= -0,382, p=0,0023), (ii) CXCL10/IP-10 (r= -0,274, p=0,0298) e (iii)
CX3CL1/Fractalcina (r= -0,576, p<0,0001). Plaquetas também foram correlacionadas
negativamente com (iv) IL-10 (r= -0,381, p=0,0116) e (v) CXCL10/IP-10 (r= -0,305,
p=0,0460). Enquanto os niveis de AST/TGO foram correlacionados positivamente
com (vi) CCL5/RANTES (r=0,384, p=0,0298). ALT/TGP foi correlacionado com TNF-
a (r= +0,364, p=0,0370). Por fim, leucécitos foram correlacionados com: (vii) IL-10
(r=-0,477, p=0,0002), (viii) CCL5/RANTES (r= +0,286, p=0,0308) e (ix) CXCL10/IP-
10 (r= -0,300, p=0,0217). No caso dos linfocitos, encontramos correlagdo negativa
entre: (x) IL-10 (r= -0,486, p=0,0004), (xi) CCL2/MCP-1 (r= -0,395, p=0,0028) e
CX3CL1/Fractalcina (r= -0,486, p=0,0004), mas, positiva com CCL5/RANTES (r=
+0,381, p=0,0037). Por fim, mondcitos foram correlacionados inversamente com: IL-
10 (r= -0,511, p<0,0001) e CXCL10/IP-10 (r= -0,279, p=0,0409). Ndo detectamos
alguma correlagdo com CXCL8/IL-8 nem com a IL-1p.

Como visto, esses mediadores parecem estar relacionados tanto aos
parametros laboratoriais como com a frequéncia de diferentes subpopulacdes
celulares. Nosso proximo passo é avalia-los segundo potencial efeito destes na

alteracdo da permeabilidade endotelial.
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Tabela 5.4. Correlagcédo entre as citocinas/quimiocinas com parametros

clinico-laboratoriais nos pacientes infectados pelo DENV

TNF-a IL-10 ccL2/ CCL5/ CXCL10/ CX3CL1/
MCP-1 RANTES IP-10 Fractalcina
Dias de ns "> ns "> r(-)0,382 ns "> r(-)0,274 r(-)0,576
Doenca i p=0,0023 " i p=0,0298 "*  p<0,0001 "**
Plaquetas ns "% (-0,381 ns " ns "% r(-)0,305_ ns "
p=0,0116 ™ p=0,0460 "
AST/TGO ns " ns " ns " r(+)0,384 ns "% ns "%
. i p=0,0298 " i i
ALT/TGP r(+)0,364 ns " ns " ns "% ns " ns "
p=0,0370 "
2 F  n=58 n=56 n=50
Leucocitos ns r(-)0,477_ ns r(+)0,286 r(-)0,300 ns
p=0,0002 "8 p=0,0308 ">’  p=0,0217 ">*
Linfécitos ns "’ 1(-)0,434 r(-)0,395 r(+)0,381 ns ">’ 1(-)0,486
i p=0,0007 " p=0,0028 "> p=0,0037 "**° p=0,0004 "**°
Mondécitos ns "> r(-)0,511 ns "> ns "> r(-)0,279 ns "%
p<0,0001 ">* p=0,0409 ">*

Correlacdo de Spearman utilizando o programa GraphPad Prism versédo 5. Valores de p

(two-tailed) foram considerados significativos quando < 0,05. O ns significa correlacdo néo

significativa, n representa 0 nimero de pares analisados.

5.6. Medida da Resisténcia Elétrica Transendotelial (TEER) em
Monocamada de Células Endoteliais HMVEC-d na Presenca de
Soro de Pacientes Infectados pelo DENV

Além do envolvimento de citocinas pro-inflamatérias na inducdo da

permeabilidade endotelial, estudos demonstraram efeito de CXCLS8/IL-8 e
CCL2/MCP-1 na alteracao da permeabilidade transendotelial de linhagens humanas
de células endoteliais, através da modulacdo das juncdes tight e do citoesqueleto
das células (86, 87).

Uma vez que citocinas e quimiocinas estao presentes no soro de pacientes, o
efeito destes mediadores foi diretamente observado em monocamadas de células
endoteliais primarias, as HMVEC-d, quando em contato com as amostras séricas de
pacientes. Nos estabelecemos inicialmente uma forma de analise do TEER baseado
no quanto das citocinas TNF-a, IL-18 e da quimiocina CXCL8/IL-8 cada paciente

tem, agrupando-os em dois grupos: Grupo 1 caracterizados como os altos
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produtores dessas citocinas e o Grupo 2, baixos produtores das citocinas (Tabela
5.5). Dos 10 pacientes avaliados nesta analise, apenas o IMA1ll era infeccéo
primaria, os demais pacientes eram infec¢éo secundaria.

De forma surpreendente, 4 pacientes que ndo apresentaram alguma alteracao
da TEER durante a cinética, 2 deles eram do Grupo 1 e outros 2 do Grupo 2,
indicando que os niveis de TNF-q, IL-18 e CXCLS8/IL-8 tem pouca interferéncia na
alteracdo do TEER em nossos ensaios. Seis pacientes apresentaram diminuicao do
% TEER relativo em algum momento da cinética, sem recuperacdo. Neste caso
encontra-se o paciente LFS08 que diminuiu rapidamente o TEER da monocamada
de HMEVC-d j4 nos 5 minutos de adicdo do soro, sem recuperacdo. De forma
similar, o paciente IVM16 apresentou uma diminui¢do do TEER nos 5 minutos, mas
com um decaimento bem menos acentuado que o LFS08. Entre 15 a 30 minutos, 0s
pacientes GFS01, IMA1l, SMMRM25 e RDTNO3 diminuiram o % TEER relativo
(Figura 5.2).

Com isso acreditamos que no nosso modelo in vitro de estudo, TNF-q, IL-1B e
CXCLB8/IL-8 presentes no soro de pacientes ndo foram condi¢cdes efetivas para
diminuicdo do TEER, mas que provavelmente as quimiocinas séricas poderiam estar
exercendo algum tipo de alteragdo da monocamada das células endoteliais
HMVECs.
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Tabela 5.5. Caracteristicas dos pacientes infectados pelo DENV para analise do TEER.

TNF-a IL-18 IL-10 CXCL8/ CCL2/ CXCL10/  CX3CL1/ CCL5/ Forma Dias de

IL-8 MCP-1 IP-10 Fractalcina RANTES clinica  doenca
Grupo 1
IGS15 212,74 51,83 2,73 476,1 1551,18 832,58 2816,2 20606,93 FD 2
IVM16 260,16 15,61 1,09 942,31 164,77 94,94 144,01 25070,58 FD 2
MM18 45,70 1,60 1,19 32,05 954,21 534,17 1333,08 12646,16 FD 5
SHRMM25 9541 609,19 2,38 740,11 403,45 36,9 936,44 7734,19 Grave 18
RDTNO3 2915 1851 2,3 1039,8 890,0 2,3 ND 49224,3 FD 11
Mediana 212,7 51,83 2,3 740,1 890 94,94 11,35 20,607 5
[25- [70,56- [8,605- [1,14-  [254,1- [284,1- [19,60- [342,1- [10190- [2-
75%)] 275,8] 397,1] 2,5555]  991,1] 1253] 683,4] 2445] 37147] 14,5]
Grupo 2
CS 9,06 0,45 59,30 12,85 931,11  4435,43 2501,89 6013,39 FDSA 7
GFSO01 4,44 0,26 0,73 0,75 243,49 132,85 189,19 26720,72  Grave 12
IMA11 3,36 0,74 0,36 1,31 283,19 44,21 ND 27397,82 FD 8
LCCC12 1,88 0,7 1,96 10,01 1001,54 855,14 20115 30600,7 FD 4
LFS09 4,04 0,2 0,98 2,74 339,2 308,9 258,97 4478,35 FDSA 15
Mediana 4,040 0,45 0,98 2,740 339,2 308,9 1135 26721 8
[25- [2,62- [0,23- [0,55-  [1,030- [263,3- [88,53- [206,3- [5246- [5,5-
75%)] 6,750] 0,72] 30,63] 11,43 966,3] 2645] 2379] 28999] 13,5]

Pacientes altos e baixos produtores das citocinas e quimiocina TNF-a, IL-1B e CXCL8/IL8. Medida dos valores obtidos em pg/mL.
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Figura 5.2. Medida da resisténcia elétrica transendotelial (TEER) de 2 x 10°
HMVECs cultivadas em insertos de 3 ym de porosidade. Apds o 3° dia de cultivo,
foram adicionados soro dos pacientes dos Grupos 1 e 2 e realizado a medida do
TEER numa cinética dos tempos de: 0, 5, 15 e 30 min e 1, 2, 3, 4 e 24 horas. Em (A)
representam pacientes que nao modificaram a medida do TEER na cinética e em (B)
aqueles que diminuiram a medida do TEER em algum momento da cinética.
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5.7. Medida da Resisténcia Elétrica Transendotelial (TEER)
em Monocamada de Células Endoteliais HMVEC-d na
Presenca de Soro de Pacientes Infectados pelo DENV pré-
tratados com Anticorpos Blogueadores de Quimiocinas

A fim de avaliar a contribuicAo das quimiocinas na alteracdo da
permeabilidade transedotelial da monocamada das HMVEC-d através da
medida do TEER, nds pré-tratamos o soro de pacientes durante 30 minutos
com anticorpos bloqueadores das quimiocinas anti-CCL4/MIP-13, anti-
CXCL10/1P-10, anti-CX3CL1/Fractalcina, anti-CCL5/RANTES ou IgG e
medimos o TEER nos diferentes tempos. Uma vez que a diminuicdo do TEER
ocorreu entre 5 a 30 minutos naqueles pacientes que apresentaram esse tipo
de alteracdo, nés demonstraremos apenas os valores relativos da medida do
TEER no tempo de 1 hora, comparando os soros nao-tratados com aqueles do
mesmo paciente pré-tratado com os bloqueadores. Como podemos observar,
existe uma variabilidade enorme entre os pacientes, alguns demonstraram uma
inalteracdo do valor relativo do TEER com o tratamento, outros pacientes
detectamos aumento do TEER com o tratamento e por fim, outros diminuiram o
TEER apds tratamento (Figura 5.3). Vale ressaltar que esses dados no tempo

de 1h, foram similares aos demais tempos da cinética.
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Figura 5.3. Medida da resisténcia elétrica transendotelial (TEER) em soro de
pacientes pré-tratados com o0s anticorpos neutralizantes das quimiocinas no
tempo de 1 hora. HMVECs foram cultivadas em insertos e ap6s o 3° dia de cultivo,
foram adicionados soro pré-tratados com os blogueadores ou ndo dos pacientes dos
Grupos 1 e 2 e realizado a medida do TEER numa cinética dos tempos. Em (A)
representam soro pré-tratado com anti-CCL4/MIP-183, (B) anti-CXCL10/IP-10, (C) anti-
CX3CL1/Fractalcina, (D) anti-CCL5/RANTES ou (E) anti-lgG.

5.8. Correlagédo das Medidas do TEER com os Diferentes

Perfis de Pacientes dos Grupo 1 e 2

Uma vez que nossos dados ndo apontaram para o TNF-a, a IL-1 ou o
CXCL8/IL8 como potenciais indicadores da alteracdo da permeabilidade,
realizamos andlises de correlacdo na tentativa de buscar se existiria algum

hY

parametro intrinseco aos pacientes mais relacionados a alteracdo da
permeabilidade.

Inicialmente, comparamos os valores de %TEER relativo entre pacientes
FD (n=06) versus pacientes FDSA/Grave (n=04), mas nao encontramos
diferenca, embora com uma ligeira diminuicdo do % TEER relativo nos
pacientes FDSA/Grave comparado aos FD (no tempo de 30 minutos, por
exemplo, FD 1,738 + 0,6330 versus FDSA/Grave 1,105 + 0,6532, em que

temos média + desvio padrao).
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Nas analises de correlacdo, ndo vimos em momento algum correlacéo
com dias de doenca. De forma significativa, CCL5/RANTES foram
correlacionados diretamente com a medida do % TEER relativo nos tempos de
15 (r= +0,733, p=0,0158, Figura 5.4) e 30 minutos (r= +0,6364, p=0,0479) e
menos significativamente em 1h (r= +0,5758, p=0,0816). JA em tempos mais
longos de medida do %TEER relativo, os niveis de CX3CL1 demonstraram
uma tendéncia a correlagdo em 3 horas (r= +0,6868, p= 0,0599, Figura 5.4) e 4
horas (r= +0,6190, p=0,1017).

Um maior niumero de analises em pacientes sera necessario para
entender fatores intrinsecos mais implicados a alteracdo da permeabilidade no
nosso modelo. Nossos dados indicam que CXCL3/Fractalcina estariam de
alguma forma contribuindo na alteracdo da permeabilidade, mas que altos
niveis de CCL5/RANTES seriam efetivos na manutencdo da monocamada de
células endoteliais, indicando um possivel papel protetor desta quimiocina na
integridade endotelial.
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Figura 5.4. Correlagdo dos niveis séricos de CCL5/RANTES e
CX3CL1/Fractalcina com os valores de TEER relativo dos pacientes infectados
pelo DENV. (a) Figura representativa de CCL5/RANTES do tempo de 15 minutos, no
qual r= +0,733 p=0,0158. Até o tempo de 30 minutos as correlagdes sao significativas
e entre 1-2 horas ainda mantém a correlacdo e (b) Figura representativa de
CX3CL1/Fractalcina mostrando uma tendéncia a correlagdo no tempo de 3 horas, no
qual r=+0,6868 p=0,1017. Correlacdo de Spearman utilizando o programa GraphPad

Prism versao 5.
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6. Discussao

6.1. Analise Comparativa dos Parametros Clinicos e
Laboratoriais de Pacientes Infectados pelo DENV-4
durante Epidemia de 2013

Neste estudo realizado em 2013 participaram da coorte 181 pacientes
com diagnéstico confirmado de infeccdo pelo DENV, sendo que 96,8% das
amostras que tiveram confirmacdo pelo RT-PCR foram positivas para o
sorotipo DENV-4. Esse dado indica uma caracteristica particular deste grupo,
uma vez que estamos num quadro de reintroducdo do DENV-4 no pais
recentemente, desde 2010, com uma populagéo susceptivel a esse virus e que
ja convive com a transmisséo de outros trés sorotipos. Na teoria esse quadro
aumentaria o risco de ocorréncia de casos mais graves da doengca numa
populacdo ndo-imunizada. No entanto, nossos dados indicaram que a
prevaléncia de DENV-4 em 2013 resultou em 69,1% de casos FD e 30,1% de
FDSA/Grave, no qual apenas 2 foram casos graves, segundo a classificacao
de gravidade clinica da OMS de 2009. Comparando esses dados com
epidemias anteriores realizadas pela nossa equipe, nos mesmos centros
hospitalares -Mato Grosso do Sul e em Campos dos Goytacazes-, em 2007-
2008 tivemos uma prevaléncia dos sorotipos DENV-2 e DENV-3 com 45,2%
pacientes FD e 54,8% FDSA/Grave (93). Ja na prevaléncia do sorotipo DENV-2
na epidemia de 2010, 51,5% foram FD, 25,8% FDSA e 22,7% de casos graves
(96). O conjunto desses dados indica que, de forma surpreendente, a
reintroducdo do sorotipo DENV-4 nédo resultou numa maior ocorréncia de casos
graves. Thomas e colaboradores realizaram estudo retrospectivo de 2005 a
2010 comparando sinais e sintomas de 715 pacientes (entre 14-91 anos)
infectados por diferentes sorotipos virais. Pacientes infectados pelo sorotipo
DENV-2 foram em sua maioria infec¢des secundarias, admitidos na fase critica
da doenga, com sinais de extravasamento plasmatico. As infec¢cdes pelo
sorotipo DENV-1 levou a uma gravidade intermediaria, sem extravasamento de
plasmatico evidente. Nesta série, infeccdes pelo sorotipo DENV-4 foram

mais frequentes e, similar aos nossos achados, 0s pacientes tiveram uma
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apresentacao clinica mais branda. De forma consistente, esses dados
confirmam a existéncia de diferencas em relacdo a viruléncia entre os

sorotipos (97).

O proximo passo foi verificar o impacto da infeccdo pelo DENV-4 nas
alteracbes hematolégicas dos pacientes, relacionando-o aos achados
anteriores de nossa equipe. Trombocitopenia, coagulopatia e vasculopatia séo
alteracdes hematoldgicas relacionadas as plaquetas e a permeabilidade
vascular que séo caracteristicas importantes das formas graves da dengue (98-
100). Discute-se mecanismos indutores da trombocitopenia que podem ser
tanto devido as alteracfes da medula 6ssea por conta da infeccdo de células
progenitoras ou estromais, como pelo consumo de plaquetas no sangue em
consequéncia da ativacédo do Sistema Complemento, aumento da fagocitose e
lise de plaquetas por anticorpos anti-NS1, anti-prM e anti-E, que reagem de
forma cruzada com plaquetas, células endoteliais e moléculas da coagulacéo
(101). Se compararmos a contagem de plaquetas x 10%mm?® em todos os
casos FD das trés epidemias, veremos que em 2013 com DENV-4 foi de 169,8
+ 61,3, em 2010 com DENV-2 foi de 137,4 + 57,9 e em 2007-2008 com
DENV2 e DENV-3 foi de 138,9 £ 76,8. Nos casos FDSA/Graves, em 2013 com
DENV-4 foi de 129,6 + 64,3, em 2010 com DENV-2 foi de 73,9 £ 52,5 para
FDSA (nos casos graves, 47,1 + 61,3) e em 2007-2008 com DENV2 e DENV-
3 foi de 92,8 + 84,8. Embora ndo tenhamos realizado uma analise estatistica
entre as trés epidemias, fica claro que independente do quadro clinico, o
sorotipo DENV-4 parece induzir uma trombocitopenia menos acentuada
comparada aos outros sorotipos virais, num mesmo grupo de pacientes
segundo a classificacao clinica.

O envolvimento hepatico na dengue geralmente se manifesta pela
hepatomegalia ou pelo aumento das transaminases (102). Na dengue grave, a
ocorréncia de insuficiéncia hepética fulminante tem sido causa de morte em
criangas (103). Os mecanismos de lesdo hepatica na dengue podem estar
relacionados aos efeitos diretos do virus ou por consequéncia da resposta
imune do hospedeiro no tecido hepatico, levando ao comprometimento
circulatério, acidose metabdlica, hipdxia por hipotensdo e/ou derrame
vascular(104). Nesta epidemia de 2013 pelo sorotipo DENV-4, de forma similar
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a epidemia de 2007-2008 pelos sorotipos DENV-2 e DENV-3, ndo foram
observadas diferencas entre os niveis de AST/TGO ou ALT/TGP entre os
grupos FD e FDSA/Grave. No entanto, na epidemia de 2010 com sorotipo
DENV-2 o grupo grave teve um aumento significativo de ambas as
transaminases, comparado ao grupo FD. Em 2013, o valor de 1 dos 2
pacientes graves infectados pelo DENV-4 foi de 1235 U/L de AST/TGO e
1345 U/L de ALT/TGP. Nas analises de correlagdo, vimos que as
transaminases foram correlacionadas negativamente com a contagem de
plaquetas nos pacientes, confirmando que ambas as enzimas constituem

parametros importantes para o progndéstico clinico dos pacientes.

Alguns estudos mostram que no inicio da doenca, tanto por infeccbes
primarias quanto secundarias, ocorre uma queda na contagem de leucdcitos
concomitantemente a queda de linfécitos T e ao aumento de linfécitos atipicos,
que podem estar relacionados ao processo de supressdo da medula Ossea
durante a fase aguda da doenca (105). Nas trés epidemias discutidas
anteriormente com sorotipos distintos, observamos tanto uma
leucocitose como uma linfocitose nos pacientes comparado aos
controles ou pacientes na fase de convalescéncia. Nos grupos
FDSA/Grave, os valores absolutos dos leucécitos ndo variaram entre as trés
epidemias. De forma interessante, nos casos FD a contagem de leucocitos x
10’ mm?® durante epidemia de 2013 com DENV-4 foi de 4534 + 2387
comparado a epidemia de 2010 com DENV-2 que foi de 4047,8 + 2573,9 e de
2007-2008 com DENV-1 e DENV-2 de 3733,3 £ 1639,4, indicando que, mesmo
sem uma analise estatistica desses dados, a infeccdo pelo DENV-4 induz um
melhor estado imunolégico dos pacientes.

Por fim, como mencionado nos Materiais e Métodos, foram realizadas
adaptacdes do protocolo para aumentar a deteccdo do NS1 circulante na
coorte de pacientes infectados pelo DENV-4. As modificagdes do protocolo
confirmaram 11% a mais de casos que tinham sido anteriormente negativos ou
inconclusivos (94). O mesmo protocolo modificado foi aplicado nas amostras de
DENV-2 da epidemia de 2010, mais 0 numero de casos positivos ndo foi

alterado (dados né&o publicados), provavelmente devido a uma maior
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prevaléncia de complexos imunes associados ao DENV-4 comparado ao

DENV-2, entretanto, outros argumentos deverédo ser discutidos.

6.2. Perfil de Secrecao de Citocinas e Quimiocinas na Infeccéo
pelo DENV-4

Uma rede de citocinas/quimiocinas e suas mdultiplas vias regulatorias sédo
moduladas na dengue por um processo altamente complexo, mas ainda nao
elucidado. Estudos mostram que estes mediadores apresentam uma producao
distinta nas diferentes fases da doenca e ainda, de acordo com a gravidade
clinica. Neste contexto, pacientes FD e FDSA foram comparados nas fases
febril, defervescéncia e convalescéncia em estudo de Rathakrishnan e
colaboradores (2012). Em relacdo a IL-1B e TNF-a, houve uma tendéncia a
baixos niveis na fase febril nos grupos FD e FDSA, com um pico na fase de
defervescéncia. Quanto a secrecdo da citocina anti-inflamatéria IL-10, os
autores observaram nos FD niveis aumentados nas fases febril e de
defervescéncia, com queda brusca na fase de convalescéncia. Nos FDSA, IL-
10 manteve-se alta nas trés fases na doenca. As quantificacbes das
quimiocinas demonstraram que a CXCLS8/IL-8 teve um pico de producdo na
fase de defervescéncia no grupo FDSA, CCL2/MCP-1 na fase febril nos dois
grupos, CXCL10/IP-10 manteve-se alto nas trés fases nos dois grupos e
CCL5/RANTES mostrou-se alto na fase febril nos dois grupos, com queda na
fase de defervescéncia. Esses dados indicam a complexidade do sistema, o
perfil diferencial de regulacdo dessas moléculas segundo uma cinética e o
estagio da doenca (106).

NOs realizamos quantificacdo de citocinas e quimiocinas na maioria dos
casos na fase febril e com excecéo da IL-18 e da CCL5/RANTES, todas as
outras moléculas avaliadas tiveram niveis aumentados nos pacientes em
relacdo aos controles. Nenhuma delas distinguiu os pacientes quanto a
gravidade clinica. Por andlises de correlacdo, parece que CCL2/MCP-1,
CXCL10/IP-10 e CX3CL1/Fractalcina sédo produzidas em dias iniciais da

infeccdo. Existe toda uma discussdo ao redor do papel dessas moléculas na
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dengue, mas o fato € de que elas estao presentes e sao autoreguladas positiva
ou negativamente umas pelas outras em algum(s) momento(s) da infeccdo. A
grande questdo € o porqué e para que servem essas moléculas na

infeccdo natural pelo DENV.

Existe uma caréncia de trabalhos cientificos que comparam a producao
de citocinas e quimiocinas em resposta aos diferentes sorotipos DENV ou
ainda durante a segunda, terceira ou quarta reinfecgdo heterotipica.
Aproveitando-se da situacdo epidemiolégica da dengue em Cuba, durante
1977-2001, Sierra e colaboradores (2012) abordaram a resposta de células T
de memodria de reatividade cruzada, medindo a expressao do RNA mensageiro
de dois mediadores pro-inflamatorios, TNF-a e IFN-y e dois mediadores da
resposta imunoregulatéria, o fator de crescimento tumoral-B (TGF-) e IL-10.
Para isso, foram avaliadas células mononucleares do sangue periférico de
pessoas com diferentes perfis de infeccdo prévia pelo DENV (ndo-imunes,
imunes para um Unico sorotipo, dois ou trés sorotipos) apds estimulacao in vitro
com o DENV-1, DENV-2 ou DENV-3 infecciosos (107). Resumidamente, o
MRNA das citocinas da resposta pro-inflamatoria foi maior nos individuos que
tiveram infeccdo primaria para DENV-1 e DENV-3, mas muito maior para
DENV-2 comparado aqueles ndo-imunes. Ja nas infec¢cdes secundarias, as
PBMCs apresentaram maior expressdo de mediadores pro-inflamatérios em
resposta a um sorotipo heterdlogo. De forma surpreendente, PBMCs oriundas
de pessoas que ja tiveram infeccdo prévia por trés sorotipos distintos
demonstraram uma resposta Th1l mais branda para o sorotipo heterélogo. Esse
achado é consistente com a observacdo de que hd um aumento da
imunidade protetora e desenvolvimento de uma forma clinica mais branda
ap6s reinfeccdes sequenciais (108, 109). A expressdao de IL-10 nos
individuos previamente infectados por trés sorotipos também é mais baixa, isso
porque como ha uma diminuicAo da resposta pro-inflamatéria, ndo ha
necessidade de uma forte resposta regulatéria mediada pela IL-10 (110).

A producgéo de IL-10 na dengue foi revista na dengue por um mecanismo
bastante interessante no qual autores demonstraram que plaquetas de
pacientes entram em apoptose, por consequéncia expde fosfatidilserina, que é

reconhecida pelos mondcitos que se tornam fortes produtores de IL-10 (45).
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Dados do nosso trabalho mostraram que niveis de IL-10 sdo correlacionados
inversamente com a contagem de plaquetas e de mondcitos, indicando
gue o mecanismo descrito por Hottz e colaboradores poderia contribuir a
trombocitopenia caracteristica da dengue (45).

Noés ainda observamos uma correlacdo direta entre IL-10 e CXCL10/IP-10
e ambos foram correlacionados inversamente com a contagem de plaquetas.
Em um estudo de pacientes com trombocitopenia ativa, plaquetas foram
inversamente correlacionadas com os niveis de CXCL10/IP-10. Segundo os
autores, CXCL10 induziria a migracao de linfécitos T CD8 para o baco desses
pacientes, e no 6rgdo, as CD8 mediariam uma importante destruicdo de
plaquetas, explicando a trombocitopenia (111). Com relagdo aos n0sSsos
pacientes, observamos correlacéo inversa dos niveis de CXCL10/IP-10 com a
contagem de mondcitos. Assim, poderiamos especular que CXCL10/IP-10
induziria migracdo de mondécitos que levariam a apoptose de plaquetas
com producgéo de IL-10, semelhante ao modelo de Hottz (45).

Quando se compara a producao de citocinas e quimiocinas em resposta
aos diferentes sorotipos DENV, a caréncia de dados cientificos é ainda maior.
Fizemos uma retrospectiva de dados anteriores na tentativa de comparar 0s
niveis dessas moléculas em relacédo aos diferentes sorotipos. Infelizmente ndo
pudemos comparar os niveis de TNF-a, IFN-y, IL-10 e CXCL8/IL-8 entre as
epidemias, porque 0s ensaios utilizados foram diferentes. Entretanto, os kits de
CCL2/MCP-1 e CCL5/RANTES sao comparaveis. Entdo, a quantificacdo de
CCL2/MCP-1 em pacientes FD em 2013, DENV-4 foi de 648,1 [966,0-2390,0]
e em 2010, DENV-2 foi de 1209,0 [805,2-1651]. No caso dos pacientes
FDSA/Grave em 2013, DENV-4 foi de 543,3 [329,6-979,6] e em 2010, DENV-
2 foi de 881,7 [653,8-2021]. Assim, o sorotipo DENV-4 induziu menos
CCL2/MCP-1 comparado a epidemia pelo DENV-2. Quanto a
CCL5/RANTES, em pacientes FD em 2013, DENV-4 foi de 15943 [9752-
30261] e em 2010, DENV-2 foi de 10550 [6558-24490]. No caso dos pacientes
FDSA/Grave em 2013, DENV-4 foi de 13109 [4612-23505] e em 2010, DENV-
2 foi de 8785 [6291-24999]. Entdo, enquanto que o0s niveis de CCL2/MCP-1
foram menores na epidemia de DENV-4 comparado a DENV-2, os niveis de
CCL5/RANTES foram maiores no DENV-4 comparado ao DENV-2. Chau e

sua equipe (2008) realizaram a dosagem de diversas citocinas e quimiocinas,
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dentre elas destacamos IL-18 e TNF-a e as quimiocinas CCL2/MCP-1,
CXCLS8/IL-8 e CXCL10/IP-10 que tiveram niveis muito elevados nos pacientes
com SCD comparado aos pacientes com FHD. CCL5/RANTES que foi a
excecao, pois pacientes com SCD tiveram niveis mais baixos comparados
aos FHD o que poderia sugerir um papel protetor desta quimiocina. E
importante pontuar que s6 consideramos para andlise comparativa quando as
quantificacdes dos grupos controles foram muito proximas.

Uma proposta original do nosso estudo foi a quantificacdo da quimiocina
CX3CL1/Fractalcina em pacientes. CX3CL1/Fractalcina funciona como um
quimioatrativo para linfécitos T, mondcitos e células NK (90). Ja foi mostrado
que mastdécitos induzem a producdo de CX3CL1/Fractalcina, juntamente com
CCL5/RANTES, durante a infeccdo pelo DENV (90). Entretanto, em nossos
pacientes nado foi confirmada uma relacéo entre a producdo de CCL5/RANTES
e de CX3CL1/Fractalcina. A CX3CL1/Fractalcina parece ser produzida numa
fase mais precoce da doenca e poderia estar envolvida com a migracao
de linfécitos T do sangue para outros tecidos, como indica nossos dados

de correlacgéo.

6.3. Alteracdo da Permeabilidade de Células Endoteliais
Associada as Quimiocinas

Trabalhos anteriores detectaram em autopsias de pacientes FHD/SCD e
em modelos murinos, células endoteliais infectadas pelo DENV (112-114). No
endotélio, o virus é capaz de se replicar e a resposta imunoldgica é ativada
através, por exemplo, do recrutamento de células imunes para o endotélio e
pela sua capacidade de secretar citocinas. Desta forma, o endotélio favorece
0 aumento da viremia, secrecdo de citocinas e ativacdo da cascata do
Sistema Complemento o que indica que a alteracdo da permeabilidade
das células endoteliais é de natureza multifatorial, e que esses fatores
trabalham em conjunto (80, 85, 115). Por outro lado, como o endotélio é a
barreira primaria de fluido da vasculatura, células endoteliais, juncdes
aderentes, citocinas, indutores de permeabilidade, imunocomplexos,

fatores da coagulacdo e plaquetas, normalmente atuam em acordo
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contrabalanceando os efeitos sobre a alteracdo da permeabilidade e o
extravasamento vascular (revisado por (116)). Existe uma grande dificuldade
de se realizar estudos no endotélio de pacientes infectados pelo DENV, mas
uma relativa facilidade para se avaliar componentes no sangue, o0 que leva a
pesquisas mais focalizadas nas células imunes circulantes dos pacientes ao
invés de suas células endoteliais. Em nosso estudo tentamos demonstrar o
efeito das citocinas e quimiocinas presentes no soro de pacientes usando
modelo in vitro de células endoteliais, as HMVEC-d. Como o extravasamento
plasmatico sempre ocorre em tecidos da serosa, isso indica que células
endoteliais da microvasculatura sao preferencialmente afetadas na dengue
(117).

A teoria da “tempestade de citocinas” tem sido uma das propostas
centrais na indugcao da “peneira endotelial” nos pacientes. No entanto,
observa-se uma rapida recuperacdo do extravasamento plasmatico nos
pacientes, e, portanto, esses mediadores inflamatdrios atuariam também
na regulacao dessa alteracdo. Uma série de mediadores que parecem alterar
dramaticamente a permeabilidade em resposta a ativagcdo do sistema imune,
particularmente as citocinas TNF-a, IFN-y, IL-6, e CXCL8/IL-8, e outras pro-
inflamatorias. Outros estudos relatam o aumento dos niveis de VEGF-A na
FHD. Ainda, IL-2 e CCL5/RANTES em pacientes FHD parecem regular a
permeabilidade celular, embora o papel relativo dessas citocinas no

extravasamento plasmativo ndo seja ainda conhecido (revisado por (116)).

O efeito do soro de 10 pacientes, divididos inicialmente em altos e baixos
produtores de TNF-a, IL1-B e CXCLS8/IL-8, sobre monocamadas de células
HMVEC-d foi avaliado observando-se a alteracdo da medida de resisténcia
elétrica transendotelial (TEER). Quatro dos 10 pacientes ndo demonstraram
alteracbes importantes na monocamada, enquanto que outros 6 pacientes
induziram alteragdo nas monocamadas das HMVEC-d, em cinéticas distintas, e
parece que de maneira irreversivel. Dentre os 6, 2 graves foram inseridos nas
analises e ambos induziram diminuicdo do TEER, conforme esperado e em

acordo da associacao desse efeito com a gravidade.
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Surpreendentemente, nao conseguimos confirmar um efeito
importante do TNF-a, IL1-B e CXCL8/IL-8 na alterag&o vascular. No entanto,
niveis limiares de citocinas e quimiocinas sdo necessarias para modular
as alteracdes fenotipicas das células endoteliais, particularmente TNF-a e
CXCLB8/IL-8 (84). Kelley e colaboradores determinaram que 14pg/mL de TNF-a
ou 483 pg/mL de CXCLS8/IL-8 alteram de forma sinérgica a permeabilidade de
células HUVEC cultivadas na presenca de sobrenadante de cultura de THP-1
infectadas pelo DENV. No entanto, quando na combinacdo das citocinas, a
concentracdo requerida pode ser bem menor para se observar o efeito nas
HUVEC (84). Assim, baixas concentracfes sanguineas de mediadores
vasoativos sdo capazes de alterar eficazmente a permeabilidade,
comparado aos mesmos mediadores sozinhos (118). Juntos TNF-a, IFN-y e
IL-18 induzem maior permeabilidade do que estas mesmas citocinas
sozinhas(119). Os niveis séricos das citocinas e quimiocinas em nossos
pacientes indicam uma correlacdo direta entre TNF-a e IL-1-B, TNF-a e
CXCLS8/IL-8 e IL-1-B e CXCLS8/IL-8, mesmo nado sendo um grupo de
pacientes graves, essas concentracdes séricas estdo dentro do limite
necessario na inducdo da permeabilidade, segundo Kelley e
colaboradores. Assim, existe rede autorregulada, complexa e interativa de
inducdo de mediadores envolvida da imunopatogénese da FHD/SCD e na

dengue grave (120).

Nosso proximo passo, semelhantes a trabalhos prévios da literatura, foi
avaliar a contribuicdo das quimiocinas. Baseamos-nos em estudos de Talavera
e colaboradores que adicionaram sobre cultura de HMEC-1, sobrenadante de
cultura de células THP-1 infectadas pelo DENV pré-tratadas com anticorpo
neutralizante anti-CXCL8/IL-8. Os autores observaram que o pré-tratametno
inibiu parcialmente a alteracdo da permeabilidade da monocamada (86). Em
um sistema bastante similar a Talavera, Kelley e colaboradores neutralizaram
TNF-a e CXCLS8/IL-8. Os autores observaram que o bloqueio das duas
citocinas simultaneamente reverteu a alteracdo da permeabilidade de forma
bem mais eficiente comparado a neutralizacdo TNF-a ou do CXCLS8/IL-8
sozinhos (84, 121). Nossa proposta foi bloquear especificamente as moléculas
CCL4/MCP-1, CXCL10/IP-10, CX3CL1/Fractalcina ou CCL5/RANTES no soro
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daqueles 10 pacientes previamente avaliados e reavaliar os dados da alteracao
na monocamada das células HMVEC-d apés o tratamento. Ndo detectamos
diferenca importante na medida do TEER quando os soros foram pré-
tratados com os bloqueadores sozinhos. E provavel que, diferentemente
do uso de sobrenadantes utilizados por Talavera e Kelley, a inibicdo de uma
Gnica quimiocina no soro dos pacientes pode nao ser suficiente para
reverter a alteracdo da monocamada. Assim, novos ensaios serdo realizados
utilizando diferentes concentracbes dos bloqueadores e a associacdo entre

eles na tentativa de ver alguma alteracéo.

Um dado surpreendente de nossos achados €é que quando
correlacionamos as medidas de TEER com os parametros intrinsecos dos
pacientes, como dias de doenca, gravidade, niveis séricos das citocinas e
quimiocinas. Encontramos que IL-1-8 e CXCLS8/IL-8 parece influenciar na
alteracdo da monocamada em momentos precoces da avaliacdo, seguido
de CCL5/RANTES em diferentes tempos da cinética e por fim, a
CX3CL1/Fractalcina em tempos mais tardios.

A avaliacdo da possivel participacdo da CX3CL1/Fractalcina neste
processo foi avaliada pela primeira vez na dengue e de forma interessante,
dados da literatura demonstraram que TNF-a e CXCLS8/IL-8 aumentam a
expressdo de CX3CL1/Fractalcina nas células endoteliais, levando a disfuncéao
do endotélio (121). Esses dados estariam de acordo com a influéncia da
CX3CL1/Fractalcina em momentos mais tardios da cinética da alteracdo no
endotélio.

A CCL5/RANTES foi a unica quimiocina na qual detectamos baixa
producdo nos pacientes comparado aos controles, diferente das demais.
Trabalhos mostram que niveis de CCL5/RANTES sdo ainda menores nos
pacientes SCD e graves comparados aqueles com FHD (67), sugerindo
um papel protetor de CCL5/RANTES na permeabilidade.

Contudo, faz-se necessario aumentar o numero de pacientes nos ensaio
de permeabilidade, observando principalmente pacientes com quadros clinicos
mais graves. Além disso, pretendemos estabelecer outros ensaios para
verificar a contribuicdo das quimiocinas na alteracdo da permeabilidade

endotelial. Por fim, semelhante aos dados de Appana e colaboradores (2012)
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gue demonstraram alteracdo das HUVEC com soro de pacientes FHD (122),
pretendemos confirmar a perturbacdo da integridade do endotélio através de
outras medi¢cdes, como avaliar morfologicamente as HMVEC-d quanto a
disposicdo das proteinas das juncdes aderentes, como a caderina e das
juncg@es tight como a ZO-1, o citoesqueleto de actina e também, a expressédo
de moléculas envolvidas na ativacdo do endotélio como VCAM-1 que podem
ser a base molecular que sustenta um aumento da permeabilidade vascular
durante a FHD/SCD.
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7. Concluséao

7.1.

7.2.

7.3.

7.4.

7.5.

7.6.

7.7.

Pacientes infectados nesta epidemia de DENV-4 apresentaram
caracteristicas clinicas e laboratoriais associadas a um melhor desfecho
clinico, observado principalmente por uma trombocitopenia menos
acentuada e um status imunoldgico geral melhor, quando comparados
aos pacientes oriundos de epidemias pelos sorotipos DENV-2 e DEN-3;
Independente da gravidade clinica, pacientes DENV-4 apresentaram
altos niveis dos mediadores inflamatérios: TNF-a, IL-10, CCL2/MCP-1,
CXCLB8/IL-8, CXCL10/IP-10 e CX3CL1/Fractalcina, mas néo de IL-1B e
CCL5/RANTES em comparacgdo aos controles saudaveis;

Citocinas e quimiocinas quantificadas no soro de pacientes infectados
pelo DENV-4 sdo autoreguladas positiva- ou negativamente umas pelas
outras em algum(s) momento(s) da infeccdo. Influenciando no balanco
da indugdo de uma resposta imune antiviral mais eficiente e/ou para a
“tempestade de citocinas” contribuindo a imunopatogénese da infecgao;
O aumento da permeabilidade na monocamada das HMEC-d indicado
pela diminuicdo dos valores % TEER relativo na presenca do soro de
alguns pacientes DENV-4, foi independente dos niveis séricos TNF-q,
IL-18 e da quimiocina CXCLS8/IL-8;

O bloqueio de uma uUnica quimiocina no soro dos pacientes nao foi
suficiente para reverter a medida do % TEER relativo na monocamada;
Niveis séricos de CX3CL1/Fractalcina parecem influenciar a alteracao
da monocamada das HMVEC-d em tempos distintos;

Baixos niveis séricos de CCL5/RANTES em pacientes DENV-4 parece
ter papel protetor quanto a inducdo da permeabilidade endotelial na

infecgao pela DENV.
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Anexo 1

Projeto Dengue

Laboratdrio de Imunologia Viral - FIOCRUZ

Mato Grosso do Sul - 2013

IDENTIFICACAO

Nome:

Endereco:

Prontuario:

Sexo:( )Masc ( )Fem Data de Nascimento: /

Data Entrevista: [/ Data Internagao: [/

Telefone: e-mail:

DADOS EPIDEMIOLOGICOS
Gestante: ( )Sim ( ) Nao Dengue anterior: () Sim ( ) Ndo
Vacina: () Febre amarela<l10anos ( ) Rubéola/triviral

Outros:

HISTORIA CLINICA

Comorbidades:

Diabetes mellitus | DPOC Asma brénquica rinite Hipertensad
arterial
Doenca cardiaca Doenca falciforme | Doenga auto- Tabagismo Outros
imune

Doenca viral cronica? Quais?

Faz uso de medicamentos continuos? Especificar:

Sintomas suspeitos de dengue
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Febre Prostagdo/Asten | Calafrios Cefaléia | Mialgia Dor Artralgia

ia lombar
Data de Inicio
da Febre:
_J_J__
Dor Retro- Dor de garganta | Tosse Nauseas | Vomitos Dor Diarréia
Ocular ao Abdominal
movimento
do globo
ocular
Epigastralgia Tontura/Vertige | Exantema | Prurido Adenomegalias | Ictericia Hiperemia

m cervicais conjuntival
Outros
Atencao para os Sinais de Alarme
Dor Sangrament | Sangrament | VOmitos Hepatomegalia Derrame Derrames
Abdominal | o o volumoso persistentes Pleural Pericardio
persistent | espontaneo
e
Ascite Hipotensdo Hipotensao Desconfort Hemoconcentra | Diarréia

Postural Arterial o ¢do
respiratério

Outros
Manifestagdes Hemorragicas
Prova do lago Petéquias Gengivorragia Epistaxe Metrorragia
Outras
LABORATORIAL
1°HT: 1° Plaqueta: data: / /
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2°HT: 2°Plaqueta: data: /

Gltimo HT: Gltima Plaqueta: data: /

Anexar dados do hemograma e bioquimica

Outras informacdes:
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Anexo 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, fui informado de que este
estudo é para obter mais conhecimentos sobre minha doencga, que se chama DENGUE. MINHA
PARTICIPAGAO SERA APENAS PARA DOAR SANGUE DURANTE OU APOS MEU ATENDIMENTO MEDICO. Os
resultados deste estudo ndo me beneficiardo diretamente, mas poderdo no futuro beneficiar
outras pessoas com esta doenca.

O procedimento sera o seguinte: UM VOLUME DE 5 ML OU DE 20 ML SANGUE sera obtido por
puncao da veia do antebraco, no mesmo momento em que for coletado sangue PARA DOSAGEM
DE PLAQUETAS E HEMATOCRITO NECESSARIOS PARA CONHECER E CONTROLAR A GRAVIDADE DO MEU
ESTADO. SEREI SOLICITADO A DOAR 5 OU 20 ML SANGUE UMA VEZ APOS A RECUPERAGAO (ENTRE 1 A
2 MESES) COM A FINALIDADE DE CONFIRMAR A NORMALIDADE DOS EXAMES LABORATORIAIS.

FOI-ME EXPLICADO QUE ESTA QUANTIDADE DE SANGUE REPRESENTA UMA PEQUENA PORGAO
DO QUE POSSUO E SUA RETIRADA NAO VAI ME PREJUDICAR.

A retirada do sangue sera feita por um enfermeiro ou técnico do CRD. Os possiveis
desconfortos e riscos, se ocorrerem, sdo aqueles relacionados com a retirada de sangue, como
dor local e/ou hematoma (rouxid&o) no local da punc¢éo, com duragdo de 3 a 5 dias. Todos os
cuidados serdo tomados, como uso de seringa, agulha e gaze descartaveis e é&lcool para
assepsia local, entre outros. Quanto aos exames e procedimentos ndo foram identificados
riscos até o momento.

Os resultados deste estudo serdo relatados a minha pessoa e considerados
confidenciais, podendo os mesmos ser divulgados na forma de comunicagdo cientifica.
Entretanto ndo sera permitida a minha identificacdo, o que garante a minha privacidade.

O pesquisador responséavel colocou-me a par destas informacdes, estando a disposi¢édo
para responder minhas perguntas sempre que eu tiver novas ddvidas. Também tenho toda
liberdade para contactar os demais pesquisadores envolvidos neste estudo.

MINHA PARTICIPAGAO NESTE ESTUDO E INTERAMENTE VOLUNTARIA, E SOU LIVRE PARA
RECUSAR A PARTICIPAR NO ESTUDO, OU ME RETIRAR EM QUALQUER FASE DA PESQUISA SEM QUE ISSO
POSSA AFETAR OU PREJUDICAR O CUIDADO MEDICO A QUE DEVO RECEBER.

Recebi uma cépia deste termo de consentimento, e pela presente consinto
voluntariamente em participar deste estudo, permitindo que os procedimentos acima sejam
realizados na minha pessoa.

Nome

Eu, Responsavel pelo menor acima identificado, autorizo sua participagdo, como voluntario (a) no
presente projeto de pesquisa.

Data:

Nome :

Assinatura :

Pesquisadores: Dra. Luzia Maria de Oliveira Pinto (021) 8755-7771

Dra.Elzinandes L Azeredo (021) 7183-9093
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Anexo 3
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa:Estudo imunolégico e genético durante a febre do dengue
Pesquisador: Claire Fernandes Kubelka

CAAE: 13318113.7.0000.5248

Instituicdo Proponente: Fundacao Oswaldo Cruz - FIOCRUZ/IOC
Patrocinador Principal: Fundagao Oswaldo Cruz - FIOCRUZ/IOC

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 495.688
Data da Relatoria: 16/12/2013

Apresentacédo do Projeto:

Os autores pretendem estudar mecanismos fisiopatolégicos da dengue, mais especificadamente, fatores
imunoldgicos e genéticos relevantes a regulacdo da resposta antiviral e a patogénese da doenca. No
objetivo primério € descrito que o estudo redne duas vertentes. Entretanto, sdo identificaveis trés grandes
estudos que se complementam.

S&o apresentados quatro objetivos e treze objetivos secundarios.

O primeiro estudo é de caso-controle, considerando casos pacientes com manifestacdes clinicas
indicadoras de gravidade (manisfestacdes neurolégicas e/ou co-morbidades) e controles pacientes sem
estes sintomas. Os voluntarios serdo recrutados de bancos de dados dos centros participantes da
pesquisa (UFMS e UPE) semelhante ao realizado pelo centro do RJ. Pretende-se determinar o perfil de
citocinas e o perfil genético a fim de identificar biomarcadores especificos de gravidade através da
correlacéo entre polimorfismo no gene e regulacéo da proteina como marcador de gravidade.

O segundo estudo € longitudinal, avaliando voluntarios jovens na fase aguda da doenca. Amostras de
voluntarios na fase aguda da doenca serdo processadas imediatamente ou estocadas nas instituicdes
participantes do estudo, a fim de comparar a resposta imunolégica de fase aguda com

Endereco: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Expanséo)

Bairro: Manguinhos CEP: 21.040-360
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone
(21)3882-9011 Fax: (21)2561-4815 E-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br
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