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RESUMO

O virus dengue é caracterizado por quatro sorotipos antigenicamente distintos
(DENV-1 a 4), apresenta um amplo espectro de manifesta¢des clinicas, em que o risco
de desenvolvimento das formas graves esté parcialmente relacionado com a resposta
imune de reatividade cruzada a sorotipos heterdlogos. Os alelos do antigeno leucocitario
humano (HLA) de classe | e classe Il tém sido correlacionados com a susceptibilidade
a dengue grave em diferentes populac6es. Neste estudo, nosso objetivo foi associar a
frequéncia dos alelos do HLA de classe | e Il de pacientes com dengue, caracterizados
pela infeccao por diferentes sorotipos e apresentando diferentes manifestacdes clinicas,
com as frequéncias de células T produtoras de IL-2, IFN-g e Granzima B, e também com
o perfil de ativacdo destas células em resposta ao antigeno total de DENV-2 (DENV-2
Ag). Utilizamos uma coorte de 60 pacientes naturalmente infectados de diferentes
epidemias com prevaléncia de DENV-1, 2 e 4. Entre os pacientes, 36 deles foram
classificados como dengue (FD) e 24 deles como FD com sinais de alerta mais graves
(FDSA/Graves) de acordo com a OMS, 2009. A tipagem de alelos de HLA de classe | e
Il foi realizada utilizando Luminex de mdltiplas analises (One Lambda, CA). As células
de pacientes foram cultivadas com DENV-2 Ag (isolado de um paciente brasileiro) para
a realizacdo dos ensaios de FluoroSpot de IFN-y/IL-2/Granzima B. Em seguida,
recuperamos gentilmente as células apds a estimulacdo e realizamos a marcacao
extracelular com marcadores de ativacdo (CD45R0O, CCR7 e CD62L) por citometria de
fluxo. Para as analises estatisticas os testes T pareado, ndo paramétrico Mann Whitney
U, Wilcoxon e as analises com o RATE foram utilizadas. Desta forma, a frequéncia
génica dos HLA classe | mais frequentes em nossa coorte de pacientes DENV+ (>5%)
inclui 6 alelos HLA-A (A*02, A*30, A*24, A*03, A*23 e A*01), 7 alelos HLA-B (B*51, B*35,
B*44, B*15, B*07, B*58 e B*40), e 7 alelos HLA-C (C*07, C*04, C*03, C*06, C*15, C*08
e C*05). Para o HLA de classe Il, 4 alelos HLA-DQA1 (*01, *05, *03 e *02), 5 alelos HLA-
DQB1 (*03, *02, *06, *05 e *04) and 8 alelos HLA-DRB1 (*13, *04, *03, *07, *11, *01,
*15 e *16). Destes, 2 alelos foram associados com aumento da susceptibilidade (alelo
HLA-A*03, p=0.024) ou resisténcia (alelo HLA-B*15, p=0.034) ao desenvolvimento de
FDSA/Grave. Além disso, 6 alelos foram associados com contagem de plaguetas abaixo
de 150 mil/mm? (alelo HLA-B*35, p=0.02, HLA-C*04, p=0.04 e supertipo A03, p=0.003)
ou acima de 150 mil/mm? (HLA-DQA1*02, p=0.033, HLA-DRB1*07, p=0.022 e supertipo
A24, p=0.03). NGs demonstramos um aumento de células T produtoras de IFN-y
especificas ao DENV-2 Ag em pacientes FD, mas ndo em pacientes FDSA/Grave, em
comparacdo com a condi¢do de estimulo basal. No entanto, nenhuma reposta restrita a
alelos de HLA foi associada com células produtoras de IFN-y, mas o alelo HLA-C*03 foi
associado com células T produtoras de Granzima B apds estimulacdo com DENV-2 Ag.
Por fim, também avaliamos a frequencia de subpopulacdes de linfocitos T. A maior parte
da resposta de linfocitos T CD4+ ap0ds estimulo com DENV-2 Ag foi da subpopulagéo
de linfécitos T CD4 CD45ROPSCCR7™CD62L"Y, caracterizado por linfécitos T de
memoria efetora/efetor. A auséncia desta resposta foi associada ao alelo HLA-B*58.
Portanto, corroborando estudos anteriores, a expressao de certas moléculas de HLA
contribuem com a susceptibilidade ou prote¢do ao desenvolvimento de formas graves
da doenca. Além disso, dois dos alelos mais frequentes em nossa coorte de pacientes
parecem estar relacionados com uma resposta imune de alta magnitude, e, portanto,
uma possivel resposta imunoprotetora.

Palavras-chaves: 1. Linfécitos T. 2. HLA. 3. Dengue. 4. Pacientes. 5. Brasil.



ABSTRACT

The dengue virus comprises four antigenically distinct serotypes (DENV-1 to 4),
characterized by a broad spectrum of clinical manifestations, in which the risk of
developing the severe forms is partially related to the cross-reactive immune responses
with heterologous serotypes. Human leukocyte antigen (HLA) class | and class Il alleles
have been correlated with susceptibility to severe dengue in different populations. In this
study, our goal is to associate the HLA class | and Il allele frequency from dengue
patients, characterized by different serotypes infection and clinical outcomes, with the
frequencies of the IL-2, IFN-g and Granzyme B-producing T-cells and also with the profile
of activation of these cells in response to DENV-2 antigen. We proceeded in a cohort of
60 naturally infected patients from different epidemics with prevalence of DENV-1, 2 and
4. Among patients, 36 of them classified as dengue fever (DF) and 24 of them as DF
with warning signs plus severe (DFWS/S) according to WHO 2009. The profile of HLA
class | and Il alleles were typed using a Luminex Multi-analyte profiling system (One
Lambda, CA). Cells from patients were cultured with DENV-2 Antigen (DENV-2 Ag
isolated from a Brazilian patient) for realizing IFN-y/IL-2/Granzyme-B FluoroSpot assays.
Then, we gently recovered these cells after stimulation and submitted them to the
activation markers (CD45R0O, CCR7 and CD62L) extracellular staining by flow cytometry
assay. The paired t test, nonparametric t test Mann Witney U, Wilcoxon and RATE
analysis were used. Briefly, the genotypic frequency of the highly prevalent HLA class |
found in our DENV-patients (>5%) included six HLA-A alleles (A*02, A*30, A*24, A*03,
A*23 and A*01), seven HLA-B alleles (B*51, B*35, B*44, B*15, B*07, B*58 and B*40),
and seven HLA-C alleles (C*07, C*04, C*03, C*06, C*15, C*08 and C*05). For HLA class
I, four HLA-DQAL alleles (*01, *05, *03 and *02), five HLA-DQBL1 alleles (*03, *02, *06,
*05 and *04) and eight HLA-DRBL1 alleles (*13, *04, *03, *07, *11, *01, *15 and *16).
These two alleles were associated with increased susceptibility (HLA-A*03 allele,
p=0.024) or resistance (HLA-B*15 allele, p=0.034) to DFWS/Severe DENV clinical
outcomes. Besides, six alleles were associated with platelets count bellow 150 mil/mm?3
(HLA-B*35 allele, p=0.02, HLA-C*04, p=0.04 and supertype A03, p=0.003) or up 150
mil/mm?3 (HLA-DQA1*02, p=0.033, HLA-DRB1*07, p=0.022 and supertype A24, p=0.03).
We demonstrated an increased DENV Ag-specific IFN-y-producing T cells in DF
patients, but not in DFWS/Severe patients, in relation to unstimulated conditions.
However, no HLA allele restricted responses were associated with the IFN-g-producing
T cells, but HLA-C*03 allele was associated with the granzyme B-producing T cells
following DENV-2 Ag stimulation. In the same series of experiment, we also tested the
frequency T cells subsets. The majority of the CD4+ T-cell responses after DENV-2 Ag
stimulation were CD45ROPCCR7"9CD62L"*® CD4 T-cells subsets, characterized by
effector/effector memory T-cells. This response was mostly associated with HLA-B*58
allele. Therefore, confirming previous studies the expression of certain HLA molecules
contribute with susceptibility to or protection from severe clinical outcome. Moreover, two
of the most frequent alleles seen in our patients appear to be involved in a higher
magnitude of immune response and therefore a more immunoprotective response.

Keywords: 1. T cells. 2. HLA. 3. Dengue. 4. Patients. 5. Brazil
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1 - INTRODUCAO

Parte 1: Dengue
1.1.1. Historico Recente e Epidemiologia

A Dengue é uma das arboviroses de maior impacto na saude publica
mundial, com incidéncia de 50 a 100 milh&es de infec¢bes por ano no mundo, e
ainda 2,5 bilhdes de pessoas vivendo em areas de risco de transmissdo (OMS,
2009). Seu agente etioldgico é o virus dengue (DENV), transmitido por mosquitos
do género Aedes em um ciclo humano-mosquito-humano. O DENV tem quatro
sorotipos antigenicamente distintos (DENV-1, -2, -3 e -4) que compartilham 65%-
75% de homologia entre suas sequéncias de RNA. Infeccbes por qualguer um
dos quatro sorotipos confere imunidade de longa duracdo para o sorotipo
homélogo. Observa-se uma imunidade cruzada entre sorotipos logo apés a
infeccdo primaria, porém, apés 6 meses 0 hospedeiro torna-se suscetivel aos
demais sorotipos do DENV (Bhatt et al., 2013).

Os primeiros relatos de uma doenca com caracteristicas similares a
dengue foram documentados entre os anos de 1779 e 1788 (Gubler et al., 2006).
A primeira descricdo de um surto de dengue no Brasil, com casos confirmados
laboratorialmente, ocorreu na cidade de Boa Vista, Roraima, entre 1981 e 1982
(Abe et al., 2012). Estima-se que, na época, cerca de 11 mil pessoas foram
infectadas, marcando a introducdo dos sorotipos DENV-1 e DENV-4 no pais
(Osanai et al., 1983). A propagacéo viral para o restante do pais ndo ocorreu a
partir desse episodio, devido a uma rapida contengcdo e também, pelo Aedes

aegypti ainda néo estar tdo disperso no territério brasileiro (Teixeira et al., 1999).

Anos depois, em 1986, ocorreram epidemias em algumas capitais do
Nordeste causadas pelo DENV-1, assim como sua reintrodu¢cdo no Rio de
Janeiro, em Nova Iguacu, a 2° maior Regido Metropolitana do pais (Schatzmayr
et al., 1986). A partir dai a dengue se disseminou com uma surpreendente forca
de transmissao para as cidades vizinhas, incluindo Niteréi e Rio de Janeiro. Em
1986, mais de 33 mil casos foram notificados. Em 1987, S&o Paulo, Bahia e
Minas Gerais foram acometidos por surtos localizados em pequenas cidades

(Teixeira et al., 1999). O DENV-4 entrou pela primeira vez no pais em 1982,



através de Roraima, de onde chegou a se espalhar por alguns estados, porém
Nnos anos seguintes sua ocorréncia ndo foi mais notificada (Rocco et al., 2012).
Nos dois primeiros anos da década de 1990, a dengue permaneceu quase que
exclusivamente nos estados do Rio de Janeiro, Ceara, Alagoas e Pernambuco,
com poucas notificagdes de casos oriundos do Mato Grosso e Mato Grosso do
Sul (Teixeira at al., 1999). Nos anos seguintes, a circulacdo dos sorotipos virais
DENV-1 e DENV-2, se expandiu rapidamente para outras areas do territorio
brasileiro, acompanhada da dissemina¢édo do mosquito vetor, o Aedes aegypti
(Teixeira et al., 2008).

Em 1999, o DENV-3 foi introduzido no territério brasileiro em Limeira, Sao
Paulo, porém sua confirmacao e isolamento deram-se somente em 2001 no Rio
de Janeiro. Este sorotipo foi considerado o mais virulento do pais (Nogueira et
al., 2005). Assim, em 2002, foram confirmados cerca de 697 mil casos. Essa
epidemia ocasionou uma célebre dispersdo para outros estados, sendo que, em
2004, 23 dos 27 estados do pais ja apresentavam a circulacédo simultanea dos
sorotipos DENV 1, 2 e 3 (Barreto & Teixeira, 2008).

Desde os primeiros casos notificados no pais, os adultos jovens eram 0s
mais acometidos pela doenca. No entanto, a partir de 2006, periodo em que o
DENV-3 predominava, alguns estados apresentaram a recirculacdo do DENV-2.
Esse panorama acarretou em um aumento do niamero de casos graves e de
hospitalizacdes em criancas, sobretudo no Nordeste. Em 2008, novas epidemias
causadas pelo DENV-2 ocorreram em diversos estados do pais, assinalando o
cenario mais grave da doenca no Brasil em relacao ao total de internagfes e de
Obitos até o momento (MS, 2015).

A Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude registrou um
total de 286.011 casos de dengue no pais de janeiro a abril de 2012. Na analise
comparativa em relacdo ao ano de 2011, foi observada redugéo de 44% dos
casos. Apesar de todas as regides apresentarem diminui¢do na transmissao da
doenca, algumas unidades federadas (UF) apresentaram aumento na incidéncia

e no numero absoluto de casos em 2012.

Em 2013, até 16 de fevereiro, foram notificados 204.650 casos no pais.
Deste total, 324 foram notificados como casos graves e 33 6bitos. Comparando

esses resultados com igual periodo de 2012, nota-se um aumento de 190% dos



casos notificados, e uma importante reducao de 44% nos casos graves e de 20%
nos 6bitos. Em relagéo a circulacao viral, 52,6% das andlises realizadas foram
positivas para o DENV-4 (OPAS, 2013).

Em 2014, foram registrados 572.308 casos provaveis de dengue no pais.
Da semana epidemioldgica (SE) 01 até a 47, foram confirmados 673 casos de
dengue grave e 8.047 casos com sinais de alarme. Houve também confirmacao
de 400 ébitos, o que representa uma reducado no pais de 39% em comparagao
com o0 mesmo periodo de 2013. As proporcdes dos sorotipos virais identificados
foram: DENV1 (82%), seguido de DENV4 (16,1%), DENV2 (1,5%) e DENV3
(0,5%) (OPAS, 2014) (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Casos notificados de Dengue no periodo de 1986 até 2014. Setas
vermelhas representam introducdo dos sorotipos. Setas pretas, sorotipos
prevalentes nas epidemias. Fonte: Boletim Epidemioldgico, volume 46, n° 18 —
Secretaria de Vigilancia em Saude — Ministério da Saude, 2014.

Em 2015, foram registrados 1.125.955 casos suspeitos de dengue no pais
até a 23° SE (04/01/15 a 13/06/15). As proporcbes dos sorotipos virais
identificados foram: DENV-1 (93,2%), seguido de DENV-4 (5,6%), DENV-2
(0,9%) e DENV-3 (0,3%) (OPAS, 2015). Oitocentos e quarenta e um casos de
dengue grave e 11.900 casos de dengue com sinais de alarme foram
confirmados. Houve também confirmacdo de 434 &bitos, o que representa um

aumento no pais de 42% em comparagdo com 0 mesmo periodo de 2014.



1.1.2. Virus Dengue
1.1.2.1. Estrutura Viral

O virus dengue (DENV) é um representante do grupo B dos arbovirus do
género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae. O DENV apresenta quatro
sorotipos antigenicamente distintos e sorologicamente relacionados, conhecidos
como DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (revisado por Rothman, 2011).

Como um integrante da familia Flaviviridae, o DENV possui um envelope
formado por uma bicamada lipidica, no qual sdo inseridas as proteinas do
envelope (E) e de membrana (M). A particula viral tem formato esférico e
diametro de aproximadamente 50 nm. Abaixo do envelope viral ha um
nucleocapsideo com diametro de aproximadamente 30 nm, composto por um
capsideo viral icosaédrico, formado pela proteina do capsideo (C) e complexado
a uma molécula de RNA fita simples, com polaridade positiva (Lindenbach &
Rice, 2001; Kuhn et al., 2002).

1.1.2.2. Caracteristicas Gendmicas e Proteicas do DENV

O RNA viral tem aproximadamente 10,7 Kb e apresenta uma Unica fase
aberta de leitura que codifica uma poliproteina precursora das proteinas virais.
Esta proteina precursora é clivada tanto por proteases celulares do hospedeiro
guanto pela protease viral, gerando trés proteinas estruturais, C, pré-Membrana
(prM)/M, E, e sete ndo-estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5
(revisado por Guzman et al., 2010) (Figura 1.2).

NS2A NS4A
(C M NSRS T NES

NS28 NS48 3"UTR

Figura 1.2. Genoma do virus Dengue (DENV). Imagem representativa do
genoma do DENV, destaca-se a regido que codifica as proteinas estruturais,
como a do capsideo (C), membrana (M — transcrita na sua forma precursora pre-
M) e a do envelope (E); além da regido que codifica as proteinas ndo-estruturais,
como NSI1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Fonte: Adaptado de
Guzman et al., 2010.



A proteina C (capsideo) tem peso molecular em torno de 13,5 kDa e é o
primeiro polipeptideo sintetizado durante a tradugdo. Possui uma alta propor¢éo
de aminoacidos basicos que parecem neutralizar a carga negativa da molécula
de RNA viral com a qual esta associada. Sua porcéo central contém dominios
hidrofébicos que interagem com membranas celulares, tendo um papel na

montagem da particula viral (Mukhopadhyay et al., 2005).

A glicoproteina prM, de aproximadamente 26 kDa, é gerada pela clivagem
da sua regido N-terminal no reticulo endoplasmatico durante o processamento
da poliproteina viral. Aparentemente, essa proteina funciona impedindo que a
proteina E sofra mudancas conformacionais durante o seu transito em
compartimentos acidos na fase de maturacdo do virus. Acredita-se que a
proteina prM, antes de ser clivada durante a maturacéo viral, poderia assessorar
a montagem da proteina E, agindo como uma chaperona (Kuhn et al., 2002). A
porcdo N-terminal dessa proteina € clivada durante o transporte pelo complexo
de Golgi, originando a proteina M presente na particula madura (revisado por
Stiasny & Heinz, 2006).

A proteina E, a maior proteina viral com 495 aminoacidos, apresenta-se
como o principal componente da superficie dos virions de flavivirus. E glicosilada
e tem peso molecular de aproximadamente 53 kDa. Esta proteina é formada por
3 dominios estruturais (DI, DIl e DIIl) separados por uma regido com dois
dominios transmembranares que ancoram a proteina a membrana do envelope
do virus (Lee et al., 1997). Esta envolvida com varias funcdes bioldgicas, tais
como: ligacéo aos receptores das células-alvo e endocitose do virus; inducéo da
producdo de anticorpos neutralizantes; hemaglutinagcdo de eritrocitos e

montagem da particula viral (Kuhn et al., 2002).

A glicoproteina NS1 possui 45-48 kDa e € essencial para a viabilidade do
DENV, contudo, pouco € conhecido sobre o papel desta proteina. Durante a
infeccédo viral, a NS1 é translocada pela via do reticulo endoplasmatico utilizando
a sequéncia sinal localizada na regido C-terminal da proteina E. Este peptideo
sinal é clivado por uma peptidase sinal da célula hospedeira, gerando a porcao
N-terminal da proteina NS1 (Falgout et al., 1989). A proteina NS1 é translocada
pela via secretora e permanece ancorada a membrana plasméatica da célula

infectada ou secretada para o meio extracelular na forma de hexameros



(Flamand et al., 1999). A NS1 circulante (sNS1) foi detectada em amostras de
soro de pacientes na fase aguda. Em culturas de células infectadas, os niveis de
sNS1 no sobrenadante das culturas correlacionam-se com os titulos de virus

infecciosos (Libraty et al., 2002).

Pouco é descrito sobre a atividade das pequenas proteinas hidrofébicas
NS2A, NS4A e NS4B. A proteina NS4A aparentemente funciona como ancora
da replicase viral a membrana celular. A proteina NS4B parece auxiliar na
modulacdo da replicacéo viral em associacdo a NS3 (Preugschat & Strauss,
1991). Além disso, essas proteinas poderiam também atuar na inibicdo da

resposta aos interferon-o/p em individuos infectados (Umareddy et al., 2006).

A NS3 é uma proteina de aproximadamente 70 kDa, bastante conservada
entre os flavivirus, que participa da replicacdo do DENV. Esta proteina apresenta
multiplas atividades enzimaticas, incluindo um dominio serino-protease
localizado na regido N-terminal, enquanto que sua porcao C-terminal apresenta
atividades de helicase, nucleosideo 5’ trifosfatase (NTPase) e RNA trifosfatase
5’ terminal (RTPase) (Qi et al., 2008). A funcao helicase nao estd completamente
esclarecida, mas pode atuar dissociando a estrutura dupla-fita durante a
replicacdo do RNA viral ou desdobrar estruturas secundarias envolvidas no inicio
da sintese de RNA. Esta atividade é dependente de energia, que é fornecida
pela atividade NTPase que hidrolisa ATP (Sampath et al.,, 2006). A funcéo
RTPase € provavelmente necessaria para a remocado do grupo fosfato 5’-

terminal e formacéo da estrutura de cap do RNA viral (Qi et al., 2008).

A proteina NS5 apresenta trés atividades enzimaticas essenciais para
replicacdo viral. Aproximadamente 320 residuos da porcdo N-terminal
compreendem uma metiltransferase dependente de S-adenosilmetionina, que
apresenta atividade de metiltranferase e guanililtransferase. A regido C terminal
da NS5 é uma RNA polimerase dependente de RNA, que atua na sintese do
RNA intermediario que serve de molde para transcricdo da fita positiva de RNA
(Qi et al., 2008).



1.1.2.3. Replicacéao Viral

A infeccao pelo DENV inicia-se com a picada do mosquito e liberagéo dos
virus juntamente com a secrecao salivar do vetor. A particula viral interage com
a membrana plasmatica da célula alvo e é internalizada (Mukhopadhyay et al.,
2005). A glicoproteina do envelope (E) é responsavel tanto pela ligacdo do DENV
ao receptor da célula-alvo, quanto pelo processo de fusdo com a membrana
celular do endossomo e liberacdo de componentes virais no citoplasma da
célula-alvo. Desta maneira, a correta organizacdo da proteina E é essencial
durante as fases de adsorcao e penetracdo (Henchal & Putnak, 1990). O DENV
entra por endocitose mediada por clatrina na qual a proteina E ou glicoproteinas
do DENV atuam como ligantes para diversos receptores celulares, como por
exemplo, o DC-SIGN/CD209 (dendritic cell ICAM-3 grabbing nonintegrin)
presente em subpopulacdes de células dendriticas (DC; dendritic cell) (revisado
por De La Guardia & Lieonard, 2014). O ambiente acidofilico do endossomo é
responsavel por desencadear uma mudanca conformacional irreversivel nas
glicoproteinas de fuséo, resultando na fusdo das membranas viral e celular
(Mukhopadhyay et al., 2005).

A bicamada lipidica do DENV é obtida por brotamento no reticulo
endoplasmatico celular e possui em sua composicao a proteina do envelope (E)
e a proteina precursora da membrana (prM). A particula viral imatura passa pela
via secretoria e a prM € clivada por uma furino-protease, passando a assumir
sua forma madura, a proteina de membrana (M). A clivagem permite a exposicao
de partes da proteina E, facilitando a saida do virus por exocitose (Modis et al.,
2003). A clivagem de prM em M é fundamental para a infectividade do virus, uma
vez que particulas imaturas sédo incapazes de promover a fuséo do virus com as
membranas celulares, inclusive com a do endossomo. Todavia, a maturacao da
particula a torna mais labil e menos resistente, enquanto que a particula imatura

inerte, € mais estavel (Henchal & Putnak, 1990) (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Ciclo de replicacéo intracelular do virus da dengue. O DENV se
liga e entra por meio de varios receptores celulares, via endocitose mediada por
receptor (RME, receptor-mediated endocytosis). A acidificacdo endossomal
resulta em uma trimerizacgao irreversivel da proteina viral E, expondo o dominio
de fusdo. Com a perda do capsideo, o RNA viral é traduzido nas membranas do
reticulo endoplasmatico (RE) onde é processado em trés proteinas estruturais e
sete ndo estruturais. Apdés o complexo de replicacdo viral ser sintetizado, a
traducdo do RNA viral se encerra e inicia-se a sintese de RNA. Em seguida,
sucessivos ciclos de traducéo séo seguidos pela montagem no RE. O virion sofre
um processo de maturacdo no complexo de Golgi e é finalmente eliminado das
células através da via de secrecdo do hospedeiro. Fonte: Adaptado de
PIERSON, T. C. e DIAMOND, M. S. Degrees of maturity: the complex
structure and biology of flaviviruses. Curr Opin Virol. 2(2):168-75. 2012

1.1.3. Manifestacdes e Classificacdo Clinica segundo os critérios da
Organizacao Mundial da Saude

A Dengue tem um amplo espectro de apresentacdes clinicas, muitas
vezes com evolugdes clinicas imprevisiveis. Enquanto a maioria dos pacientes
se recupera apos um curso-clinico autolimitado brando, uma pequena parcela
progride para a forma grave da dengue, principalmente caracterizada por
extravasamento plasmatico, na presenca ou nao de hemorragias
(Srikiatkhachorn et al., 2011).



Em 1997, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) agrupou as infeccdes
sintométicas da dengue em trés categorias: Febre Indiferenciada, Febre do
Dengue (DF) e Dengue Hemorragica (FHD). A FHD foi classificada em quatro
graus de gravidade, sendo os graus lll e IV definidos como Sindrome do Choque
do Dengue (SCD). Dificuldades na aplicacdo dos critérios de FHD na situacao
clinica, preferencialmente na América Latina, juntamente com o aumento de
casos de dengue clinicamente graves que ndo se incluiam nos rigorosos critérios
de FHD, incentivou a revisdo dessa classificacao (Yacoub et al., 2013). A partir
de 2009, a OMS passou a classifica-la binariamente como Dengue e Dengue
Grave, analisando os sinais de alerta. Atualmente, esta nova classificacdo é

aplicada agrupando os pacientes em trés critérios de gravidade:

(1) Dengue sem Sinais de Alarme (FD), caracterizado por nausea, vomitos,
erupcdes cutaneas, mialgia, artralgia, cefaléia, leucopenia, prova do laco positivo

sem sinais de hemorragia;

(2) Dengue com Sinais de Alarme (FDSA), incluindo: dor ou sensibilidade
abdominal, vémitos persistentes, acumulo de liquido, letargia, agitacdo,
hepatomegalia (aumento > 2cm), elevacdo das transaminases hepaticas e

diminuicdo drastica da contagem de plaquetas;

(3) Dengue Grave (Grave), caracterizado por extravasamento plasmatico grave,
podendo levar ao choque e acumulo de fluidos acompanhado de desconforto
respiratorio, hemorragias graves e comprometimento de érgdos como figado,
coragao, sistema nervoso central (com perda de consciéncia), dentre outros
(Gan et al., 2013; Yacoub et al., 2013).

Gan e colaboradores (2013) realizaram um estudo retrospectivo para
comparar as classificagdes da OMS de 2009 e 1997, utilizando as classificacdes
de casos de dengue confirmados em epidemias de Singapura em 2004 e 2007
com predominancia de DENV-1 e 2, respectivamente. As duas classificacdes de
dengue da OMS foram discordantes na definicdo de doenca grave. Cinco
pacientes SCD (15%) foram classificados como dengue néo grave, sem sinais
de alerta. Dos pacientes graves, 107 ndo cumpriam os critérios de FHD. Destes,
14,9% apresentaram transaminases elevadas, 18,7% sangramento
gastrointestinal, sem comprometimento hemodinamico e 56,1% extravasamento

de plasma com taquicardia isolada. Além disso, os autores discutem que apesar



da classificacdo da OMS de 2009 ser clinicamente util, manter critérios de
extravasamento de plasma e comprometimento hemodinamico da diretriz da
OMS de 1997 e definicbes de hemorragia grave e insuficiéncia de 6rgaos, pode
melhorar a relevancia clinica apds ter constatado que as diferencas nestes

aspectos representaram a discordancia entre as classificacdes.

1.1.3.1. Fases febril, Critica (ou de Defervescéncia) e Convalescente

Segundo o Tratado de Diagnostico, Tratamento, Prevengdo e Controle
(TRS/OMS, 2009), a dengue é caracterizada por um periodo de incubacao, que
varia entre 4 a 10 dias. A doenca comeca abruptamente seguida por 3 fases —

febril, critica e de recuperacéo (Figura 1.4).

Dias de doenga 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Temperatura
- 40°

Desidratagéo Reabsorcéo da
Potenciais problemas clinicos sobrecarga de fluido

Comprometimento de Orgdos

Plaquetas
Mudangas laboratoriais

Hematécrito

---------

lgM/lgG

Sorologia e viremia Viremia

Curso da doenga Febril Critica Recuperacéo

Figura 1.4. Curso da dengue. Nesta imagem sao representadas as fases do
curso clinico da doenca: fase febril, critica e de recuperacdo. Estao
representadas ainda as cinéticas de temperatura, parametros laboratoriais,
sorologia e viremia de acordo com os dias de doenca. Fonte: Adaptado de
Guidelines for Diagnosis, Treatment, Prevention and Control. OMS, 2009.
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Pacientes tipicamente desenvolvem febre alta de forma abrupta, com
duracédo entre 2-7 dias, acompanhada frequentemente de rubor facial, eritema,
dor no corpo, mialgia, artralgia e dor de cabeca (Rigau-Perez et al., 1998). Alguns
pacientes podem apresentar dor de garganta, faringite e irritacdo conjuntival.
Anorexia, ndusea e vdmito sdo comuns. Isto pode dificultar o diagnostico clinico
de dengue ou de outras doencas febris. A prova do lago positiva nesta fase
aumenta a probabilidade de dengue (Kalayanarooj et al., 1997). Essas
manifestacdes clinicas ndo distinguem a evolucéo clinica dos casos de dengue
branda e grave. Portanto, o monitoramento dos sinais de alarme e outros
parametros clinicos € crucial para o reconhecimento da progressao para a fase

critica.

Manifestacbes hemorragicas leves como petéquias e sangramentos de
mucosas (como nariz e gengiva), podem ser observados (Kalayanarooj et al.,
1997; Balmaseda et al., 2005). Sangramentos vaginal macico (em mulheres com
idade reprodutiva) e gastrointestinal podem ocorrer durante esta fase, mas néo
sdo comuns (Balmaseda et al., 2005). O figado pode apresentar hipertrofia e
sensibilidade apds alguns dias de febre (Kalayanarooj et al., 1997). A primeira
anormalidade no hemograma total € a diminui¢cdo progressiva da contagem total

de leucécitos.

No momento de defervescéncia, a temperatura cai para 37,5-38°C e
permanece abaixo deste nivel. Essa fase se da frequentemente nos dias 3-7, em
gue se observa aumento na permeabilidade capilar em paralelo com aumento
do hematdcrito (Srikiatkhachorn et al., 2007; Nimmannitya et al., 1969). E o inicio
da fase critica. O periodo de extravasamento plasmatico frequentemente ocorre

nas Ultimas 24-48 horas nesta fase.

Leucopenia progressiva (Kalayanarooj et al., 1997) seguida pela rapida
diminuicdo na contagem de plaquetas usualmente precede o extravasamento
plasmatico. Neste ponto, pacientes podem se recuperar, enquanto aqueles com
alteracdo na permeabilidade endotelial podem piorar clinicamente, resultando
em uma grande perda de volume de plasma. Derrame pleural e ascite podem
ser clinicamente detectaveis dependendo do grau de extravasamento plasmatico
e volume de fluidoterapia (OMS, 2009).
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O choque hipovolémico ocorre quando um volume critico de plasma é
perdido, o que é frequentemente precedido por sinais de alarme. Com o choque
prolongado e consequente hipoperfusdo, resulta em dano aos 6rgaos, acidose
metabdlica e coagulacao intravascular disseminada. O que, por sua vez, leva a
hemorragias graves causando a diminuicdo do hematdcrito. Inversamente, nesta
fase a contagem de leucécitos total pode aumentar em pacientes com
sangramentos graves. Alternativamente, podem ocorrer hepatites, encefalite ou
miocardite e/ou sangramento grave sem a presenca prévia de extravasamento

plasmatico ou choque (Martinez-Torres et al., 2008).

Aqueles pacientes que melhoram apos a fase de defervescéncia sé&o
classificados como Febre do Dengue. Em geral, ocorre reabsorcéo gradual de
fluido dos compartimentos extravasculares e o bem-estar geral melhora. A
contagem de leucécitos comeca a subir logo apos a fase de defervescéncia, no
entanto, a recuperacdo da contagem de plaquetas é tipicamente mais tardia.
Aqueles que ndo se recuperam, manifestando os sinais de alarme, s&o
classificados como Febre do Dengue com Sinais de Alarme. Casos de dengue
com sinais de alarme frequentemente se recuperam apos reidratacdo
intravenosa precoce. No entanto, alguns casos podem evoluir para dengue
grave. (OMS, 2009)

Pacientes com dengue grave podem ter alteracfes da coagulacdo, mas
estas geralmente ndo sdo suficientes para causar hemorragia grave. Quando a
hemorragia grave ocorre, é quase sempre associada com choque hipovolémico
profundo uma vez que este, em combinacdo com trombocitopenia, hipoxia e
acidose, pode levar a faléncia de mdultiplos 6rgédos e avancar para coagulacao
intravascular disseminada. Hemorragia macica pode ocorrer, sem choque
prolongado, em casos em que o acido acetilsalicilico, ibuprofeno ou
corticosterodides tenham sido administrados (OMS, 2009).

Manifestagbes incomuns, incluindo insuficiéncia hepatica aguda e
encefalopatia, podem ser observados mesmo na auséncia de perda de grandes
guantidades de fluido ou choque. Cardiomiopatia e encefalite sdo também
relatados em alguns casos de dengue. No entanto, a maioria das mortes por
dengue ocorrem em pacientes com choque profundo, especialmente se a

situacdo € complicada pela sobrecarga de liquidos (OMS, 2009).
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Parte 2. Imunopatogénese da Dengue

1.2.1. Mecanismos envolvidos na resposta imune efetora e

iImunopatogénese

Quatro sorotipos do Dengue tém sido descritos, DENV 1-4 (Hammon et
al., 1960) e compartilham cerca de 65-75% da totalidade de seu genoma. Cada
infeccdo resulta em uma imunidade de longa duracao para o sorotipo homaologo,
contudo, a alta divergéncia entre suas sequéncias ndo permite uma protecéo
contra sorotipos heterélogos (Rothman, 2004). Estudos sugerem que em uma
infeccdo secundaria por um sorotipo diferente seria um risco para a forma grave
da doenca (Sangkawibha et al., 1984; Guzman et al., 1990). IniUmeros conceitos
imunoldgicos tém surgido para explicar esse fenémeno, entre os quais, a teoria
da facilitacdo da infeccdo dependente de anticorpos (ADE) e a teoria do pecado
antigénico original de células T (Mongkolsapaya et al., 2003). Além da infeccéo
primaria por um sorotipo, outros fatores influenciam na gravidade da doenca
como a cepa viral, idade, género, status nutricional e o background genético do
paciente (Weiskopf & Sette, 2014). No entanto, a patogénese ainda € um desafio
e apesar da Dengue estar sendo descrita e estudada por mais de 50 anos, ainda

nao existe uma compreensao clara acerca do tema.

1.2.1.1. Teoria da Viruléncia Viral

Defendida por Rosen (1977), a capacidade de viruléncia de determinadas
cepas virais estaria relacionada as formas graves da dengue. Estudos
filogénicos e epidemioldgicos vem demonstrando que determinados genétipos
sao capazes de produzir maior incidéncia da doenca grave, como no caso da
cepa DENV-2 do Sudeste Asiatico que esta mais relacionada a dengue grave

guando comparada a cepa DENV-2 Americana (Watts et al., 1999).

Uma analise recente de 1827 sequéncias completas do gene da proteina
E apoia a existéncia de 6 gendtipos para o DENV-2: Asiatico I, Asiatico II,
Sudeste Asiatico/Americano, Cosmopolita, Americano e Silvatico (Chen &
Vasilakis, 2011). Faria e colaboradores (2013) realizaram a caracterizagéo e

analises filogenéticas do DENV-2 durante 20 anos de atividade viral no Brasil.
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As cepas virais sequenciadas foram isoladas de pacientes apresentando
diferentes manifestacdes da doenca, representando 6 estados do pais, de 1990
a 2010. Os autores nao observaram diferencas consistentes no gene da proteina
E nas cepas isoladas de casos com diferentes classifica¢des clinicas, sugerindo
que se a severidade da doenca tem uma origem filogenética, ndo estaria
relacionada a diferengas observadas no gene E. As andlises baseadas no
sequenciamento do genoma parcial e/ou completo caracterizaram as cepas
DENV-2 brasileiras como pertencentes ao gendtipo Sudeste Asiatico, no
entanto, identificaram duas linhagens dentro do mesmo genotipo. Desta forma,
0s autores estabeleceram que cepas circulantes antes da emergéncia do DENV-
2 (1990-2003) pertencem ao genotipo do Sudeste Asiatico, linhagem II. Além
disso, todas as cepas analisadas apresentavam uma aspargina (N) na regiao
E390, previamente identificada como um possivel marcador genético para a

viruléncia observada em cepas causadoras de FHD de origem asiatica.

Tem sido observado, ainda, que infecgdes por diferentes sorotipos podem
estar relacionadas com a gravidade da doenca. Sendo assim, Fried e
colaboradores (2010) observaram que o DENV-2 parece estar associado com
FHD grau | guando comparado com DENV-1. Em relacéo a analise de infec¢bes
secundarias, eles observaram que DENV-2 e 3 eram duas vezes mais
relacionados com FHD do que o DENV-4. Portanto, dos 4 sorotipos do DENV, o
DENV-2 e 3 tem sido associado com surtos de dengue grave enquanto que o
DENV-1 e 4 estéo frequentemente associados com uma doenca branda (Yacoub
et al., 2013). Além disso, um estudo prospectivo da epidemia de 1980 na
Tailandia revelou que infec¢des primarias por DENV-1, 3 ou 4, em ordem
descendente de magnitude, seguido da secundaria pelo DENV-2 sao fatores de

risco potenciais para a SCD (Sangkawibha et al., 1984).

1.2.1.2. Teoria da facilitagcéo da infecc&o dependente de anticorpos (ADE)

Os principais alvos dos anticorpos de neutralizagdo anti-DENV sao as
proteinas E, prM/M e a NS1. Dentre os anticorpos de neutralizacéo direcionados
para a proteina E, o dominio DIIl é um dos, mas néo o unico, alvo dos anticorpos
de neutralizacdo humanos, uma vez que foi demonstrado que o DENV-2 com

DIl modificado, ainda sao eficientemente neutralizados pelo soro humano
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(Wahala et al., 2012). Epitopos estdo sendo mapeados e foram identificados
residuos de aminoécidos localizados nos dominios DI e DIl que podem induzir

uma fraca neutralizacdo, mas uma forte resposta-cruzada (de Alwis et al., 2012).

Um unico anticorpo pode ser tanto neutralizante quanto subneutralizante
dependendo de sua avidez por seus alvos e sua concentracao (Beltramello et
al.,, 2010). De fato, anticorpos neutralizantes constituem uma fracdo bem
pequena do total de anticorpos humanos que respondem contra o DENV, a maior
fracdo € composta por anticorpos subneutralizantes e de reatividade-cruzada
gue também se ligam a estruturas dos virions incluindo a proteina prM (Gubler,
2002; Stahl et al., 2013). E comumente aceito que anticorpos subneutralizantes
de reacao-cruzada participam efetivamente da gravidade da doenca, enquanto
gue os neutralizantes protegem contra a infec¢cao. Anticorpos anti-NS1 sdo um
caso especial, uma vez que a NS1 ndo esta presente nos virions maduros. Estes
anticorpos apresentam alta reatividade cruzada e participam no balanco entre
protecdo e patogenicididade (revisado por Remy, 2014).

Em 1977, Halstead e O’Rourke foram pioneiros no conceito da facilitagao
da infeccdo dependente de anticorpos (ADE) na infeccdo pelo DENV. Eles
mostraram que PBMCs de primatas apresentaram um aumento da infec¢éo apos
a adicdo de anticorpos especificos para o DENV in vitro. Assim, foi levantada a
hipétese de que complexos imunes entram preferencialmente em células
mononucleares fagociticas via receptor Fc, aumentando a fagocitose do virus
complexado. Acredita-se que esse aumento contribua com o agravamento da
dengue, observada em infeccdes secundéarias por sorotipos heterdlogos.
(Halstead & O’'Rourke, 1977).

Anos depois, Dejnirattisai e colaboradores (2010) observaram que dentre
0s anticorpos monoclonais humanos especificos para todo o virion, 60% foi
direcionado contra a prM com alta reatividade-cruzada para todos os sorotipos,
indicando uma capacidade de neutralizagdo incompleta, mas um efeito
consistente de ADE. Os autores propdem que a prM ndo é totalmente clivada
durante a maturacao da particula viral e dependendo da quantidade de prM que
permanece na superficie viral, anticorpos anti-prM podem levar tanto a ADE,

como a neutralizacdo. No entanto, parece que quando muita prM esta presente,
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a resposta secundaria de anticorpos nao apresenta avidez suficiente para a
neutralizagdo, induzindo ADE por virions imaturos. Alguns meses apos este
estudo, Beltramello e colaboradores (2010) observaram que todos os anticorpos
contra as proteinas E e prM facilitaram a infeccdo quando em concentracfes
subneutralizantes. Anticorpos monoclonais anti-EDIII possuiram maior potencial
de neutralizacdo e foram tanto sorotipo especificos, quanto de reatividade-
cruzada. Os anticorpos especificos para os dominios EDI/EDIl e prM

apresentaram menor capacidade de neutralizacdo e maior de reacao-cruzada.

1.2.1.3. Teoria do mimetismo molecular

Estudos demostraram que a infec¢éo pelo DENV leva a producéo de auto-
anticorpos contra as plaquetas (Saito et al., 2004), células endoteliais (Lin et al.,
2003) e moléculas envolvidas na coagulacdo (Falconar, 2007), uma vez que
parecem apresentar mimetismo molecular com as proteinas NS1, prM e E do

DENYV, respectivamente.

Estudos demostraram ainda, que os niveis séricos de auto-anticorpos anti-
plaguetarios e anti-células endoteliais sdo mais elevados em pacientes
FHD/SCD comparados aos pacientes FD. Além disso, a imunoglobulina M (IgM)
presente no soro de pacientes com FHD apresentou uma maior reatividade
cruzada com plaquetas e células endoteliais do que imunoglobulina G (IgG).
Experimentos de absorcédo revelaram que anticorpos anti-NS1 sdo os principais
responsaveis pela reatividade cruzada (Lin et al., 2008), sugerindo que estes
auto-anticorpos poderiam estar associados a trombocitopenia e ao
extravasamento de plasma. O alinhamento de sequéncias realizado para as
proteinas E, prM, e NS1 mostrou diferentes percentuais de similaridade de
sequéncia com moléculas associadas a coagulacdo como o fator X, fator Xl e
plasminogénio (Lin et al., 2011). Embora os efeitos desses auto-anticorpos sobre
os fatores de coagulacdo ainda ndo estejam claros, alguns estudos
demonstraram que auto-anticorpos induzidos por DENV poderiam interferir na

fibrindlise humana (Chuang et al., 2011).
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1.2.1.4. Tempestade de citocinas e extravasamento vascular

A tempestade de citocinas refere-se a liberagdo exacerbada ou
descontrolada de citocinas pré-inflamatérias e tem sido associada com uma
ampla variedade de doencas infecciosas e nao infecciosas. Na infeccao pelo
DENV uma das principais consequéncias postuladas devido a essa tempestade
de citocinas é o extravasamento plasmatico (Tisoncik et al., 2012). Acredita-se
que o extravasamento endotelial é uma caracteristica da forma grave,
notoriamente em um contexto de infeccdo secundaria por um sorotipo heterélogo
(Malavige & Ogg, 2013).

A permeabilidade vascular tem sido correlacionada com a presenca de
citocinas inflamatdrias na circulagdo sanguinea, no entanto, ainda ndo é
compreendido como ocorre o extravasamento plasmatico. Citocinas pro-
inflamatérias como MIF, MCP-1, IL-8 e HMGB-1 podem participar da
hiperpermeabilidade vascular pelo rompimento das jungdes oclusivas e
degradacdo do glicocalix (Ong et al., 2012). Aléem disso, alta quantificacdo de
TNF-a em amostras de soro de pacientes na fase aguda parece estar envolvido
com ativacdo de células da microvasculatura levando-as a apoptose (Cardier et
al., 2005).

Citocinas como IL-18, IFN-y, IL-4, IL-6, IL-13, IL-7, GM-CSF, MIF, IL-10,
juntamente com outras citocinas tém sido observadas em niveis elevados em
pacientes FHD quando comparados pacientes FD (Chen et al., 2006; Green et
al., 1999; de-Oliveira-Pinto et al., 2012; Bozza et al., 2008; Kumar et al., 2012).
Alguns estudos tém demonstrado que o MIF, IL-10, IL-6, MIP-1B e IFN-y tem
valor no prognéstico de dengue grave (Malavige et al., 2013; Chen et al., 2006;
Bozza et al., 2008). Em criancas FHD e FD mostrou-se que niveis de IL-10
séricos foram mais elevados na fase de defervescéncia, justamente naqueles
que progrediram para SCD (Butthep et al., 2012). Portanto, além de citocinas
proé-inflamatérias, citocinas imunossupressoras também parecem participar
significantemente na patogénese da dengue grave. Muitas citocinas que s&o
associadas com a doenca grave sao predominantemente produzidas por
mondcitos, macrofagos e outras populagdes de células, sendo assim, monocitos

e células dendriticas tém sido definidas como importantes fontes dessas
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citocinas (Jayratne et al., 2012; Guilarde et al., 2008). No entanto, ndo se sabe
como os altos niveis de infeccdo de mondcitos e células dendriticas na dengue

estariam associados com o aumento da producao de citocinas pro-inflamatérias.

Desta forma, dentre os mediadores soluveis envolvidos no aumento da
permeabilidade em células endoteliais primérias, podemos mencionar: TNF-q,
IL-6, CXCLS8/IL-8, IL-10, IL-12, MIF, HMGB1 (high-mobility group protein 1),
CCL2/MCP-1 e metaloproteinases de matriz (revisado por Rothman, 2011) e
proteinas como a NS1 secretada, em conjunto com anticorpos anti-NS1 e
ativagdo do Sistema Complemento também podem estar envolvidos na alteragao
da permeabilidade vascular induzida pelo DENV durante este fendmeno
(Avirutnan et al., 2006).

1.2.1.5. Teoria do pecado antigénico original

Os linfécitos T possuem um papel crucial na resposta imunolégica
adaptativa. Durante a infeccdo, os linfécitos T CD4* e CD8* reconhecem
pequenos peptideos ligados a moléculas de HLA classe Il e classe |,
respectivamente. Ao reconhecerem os complexos peptideos-HLA apresentados
pelas APCs, os linfécitos T naive antigeno-especificos entram em processo de
ativacao celular. Para que isto ocorra, os linfécitos T naive requerem a ligacéo
do TCR com o peptideo-HLA e sinais co-estimulatorios adicionais provenientes
de moléculas acessorias de superficie celular e citocinas. Apds a ativagéo, os
linfécitos T sofrem uma répida expanséo e diferenciacdo adquirindo um perfil
efetor (revisado por Sant & McMichael, 2012; revisado por Remakus & Sigal,
2013).

Os linfocitos T CD4* da linhagem nédo regulatéria, sdo divididos em
subpopulacdes funcionais, sendo os mais prevalentes os linfocitos T helper 1
(TH1), produtores preferencialmente de IFN-y, IL-2 e TNF-q; linfocitos Th2 que
secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13; e linfocitos Thl7 que produzem IL-17 (revisado
por Faber et al., 2014). De forma semelhante, os linfécitos TCD8* também séo
divididos em subpopulagdes funcionais. A subpopulacdo mais bem caracterizada
€ a Tcl, que apresenta um papel crucial no clearance de patdgenos
intracelulares. Estas células sdo capazes de liberar moléculas citotdéxicas como

granzima e perforina na fenda sinaptica e de secretar citocinas como IFN-y e
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TNF-a. Os linfécitos Tc2 apresentam perfil de citocinas que se assemelha com
os linfécitos Th2 com a producéo de IL-5 e IL-13, no entanto, apenas em uma
extensdo limitada de IL-4. Os linfécitos Tc9 podem produzir IL-9, IL-10 e
apresentam baixos niveis de granzima B. Por fim, similarmente aos linfécitos
Thl7, as citocinas IL-6 ou IL-21, juntamente com TGF-B determinam a
diferenciacéo em linfécitos Tcl7 produtores de IL-17 (revisado por Mittrucker et
al., 2014).

O principal mecanismo que os linfécitos T CD8* ativados combatem
células infectadas €& através da granuloexocitose que requer perforina e
granzimas (Kagi et al., 1994). Mediadores de morte celular como as granzimas
sdo alocadas em granulos e sédo responsaveis por uma efetiva acdo na célula
alvo, resultando em apoptose mediada, ou ndo, por caspase. A perforina, no
entanto, apresenta a funcao de formacao de poros na membrana plasmatica das
células-alvo por onde penetram as grazimas (revisado por Voskoboinik et al.,
2015). Aléem da exocitose dos granulos, os linfécitos T CD8* podem mediar a
citotoxicidade das células alvos através de secrecdo de TNF-a ou através da
ligacdo do FasL e TRAIL, que respectivamente se ligam aos receptores de morte
na superficie das células alvo (Alejo et al., 2006). E importante ressaltar que a
morte mediada pela exocitose dos granulos, assim como pelos ligantes de morte,
ndo sdo exclusivos dos linfocitos T CD8*, mas também em células NK e em

alguns linfécitos T CD4* (revisado por Marshall & Swain, 2011).

Com a eliminacgéo do patégeno, o numero de linfécitos T efetores morrem
por apoptose. Cerca 5-10% dos que nado sofrem apoptose se diferenciam em
linfécitos T CD8* de memodria, que podem ser mantidos por toda a vida do
individuo pela proliferagdo homeostatica com o auxilio de citocinas como IL-7 e
IL-15 (Farber et al.,, 2014). Em humanos, linfocitos T de memodria séo
classicamente diferenciadas pela expressédo da isoforma CD45R0O e pela falta
de expressio da isoforma CD45RA (CD45RO*CD45RA") (Farber et al., 2014). E
sabido que as células T CD45RO*CD45RA"- compreendem populacdes
heterogéneas de subpopulagbes de células T de memdéria. H& quase 15 anos,
Sallusto e colaboradores (1999) identificaram pela primeira vez esta
heterogeneidade no sangue periférico humano com base na expressao no

marcador de homing CCRY7. Linfocitos T naive uniformemente expressam CCR?7,
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o que reflete na sua predominante residéncia em orgaos linfoides secundarios,
enquanto que linfocitos T de memodria sdo subdivididas em linfocitos T de
memoéria central CCR7*CD45RA" (Twmc), que trafegam para os tecidos linfoides, e
linfécitos T de memoria efetora CCR7-CD45RA™ (Twme), que podem migrar para
multiplos sitios periféricos. Autores demonstram que células Tmc produzem mais
IL-2 que células Twe, que por sua vez produzem mais citocinas efetoras, e propde
que o modelo de diferenciagdo em células Tmc € um estagio intermediario de
diferenciac@o entre células T naive em Twme em sitios periféricos (Sallusto et al.,
2004). A capacidade efetora ndo é exclusiva das células Tweg, ja que ambas as
subpopulac¢des produzem citocinas efetoras em resposta a viroses, antigenos e
outros estimulos (Wang et al., 2012; Pédron et al., 2011), embora as células Tmc

apresentem uma grande capacidade proliferativa (Wang et al., 2012).

Os epitopos de DENV de maior reconhecimento pelos linfécitos T sédo da
proteina NS3. Além disso, as proteinas NS4b e NS5, juntamente com a NS3
foram recentemente caracterizadas como os epitopos imunodominantes apés
uma extensa analise de respostas de linfocitos T de individuos saudaveis da

regido endémica do Sri-Lanka (Weiskopf et al., 2013).

Diversos estudos sugerem que os linfécitos T CD4+ e CD8+ podem
contribuir para a protecdo contra a reinfeccdo homéloga ou heteréloga pelo
DENV. Tem sido demonstrado que linfocitos T CD4+ e CD8+ humanos
especificos ao DENV, proliferam, produzem IFN-y e lisam células alvo infectadas
(Kurane et al., 1989; Mathew et al., 1996; Gagnon et al., 1999), sugerindo que
os linfocitos T sorotipo especificos séo ativados e funcionais na infec¢@o primaria
pelo DENV (Kurane et al., 1989; Livingston et al., 1995). Finalmente, estudos em
modelo murino de infec¢cdo pelo DENV demonstraram que linfécitos T CD4+ e
CD8+ contribuem para a protecédo apés o desafio com o DENV (Zompi et al.,
2012; Zellweger et al., 2013).

Em 2003, um novo conceito chamado “pecado antigénico original”’ foi
proposto para explicar como linfécitos T DENV especificas poderiam contribuir
para a gravidade em casos de infec¢cdes secundarias. Mongkolsapaya e
colaboradores usaram epitopos recém identificados, restritos ao HLA-A*11 para

estudar os linfécitos T durante a infec¢cdo aguda em criangas asiaticas. Para isso,
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os autores analisaram PBMCs em diferentes dias de infec¢do na fase aguda. A
resposta dos linfécitos T CD8 foi avaliada mediante a utilizag&o de tetrameros de
HLA classe | direcionados contra o antigeno da infec¢do prévia, ao invés de
contra a infeccao heterdloga subsequente. Desta forma, os autores propuseram
que na infeccdo secundaria, linfocitos T de memoaria especificas para o sorotipo
da infeccdo priméria seriam ativados. Uma reposta de baixa afinidade para o
sorotipo heterélogo impede o desenvolvimento de linfécitos T especificos de
maior afinidade, levando a imunopatologia, ao invés da eliminacdo viral

(Mongkolsapaya et al., 2003)

Desta forma, foi proposto que os linfécitos T de reatividade cruzada
especificas para o sorotipo da infeccao primaria dominam a resposta durante
uma infeccdo secundaria heterdloga, fenbmeno que foi denominado como
"pecado antigénico original" (Mongkolsapaya et al., 2003). Ainda, ha a hipotese
de que as variantes de peptideos derivados do sorotipo da infec¢do secundaria
podem induzir uma resposta que seja qualitativamente diferente da resposta
induzida pelo antigeno original, tal como induzir um padréo diferente da producéo
de citocinas. Supde-se que estas alteracdes nas respostas de linfocitos T ao
sorotipo infectante podem contribuir para uma "tempestade de citocinas" durante
a infeccdo secundaria heterdloga e, assim, contribuir para a imunopatogénese
da dengue grave (Mongkolsapaya et al., 2003). Diferencas na avidez das células
T também podem afetar no balan¢o da resposta de citocinas. Estimulos de baixa
afinidade, como os peptideos de reatividade-cruzada de diferentes sorotipos tem
mostrado uma diminuicdo da regulacéo de IFN-y e um aumento da regulagéo na
producdo de TNF-a (Mangada & Rothman, 2005). A teoria do pecado antigénico
original ndo é exclusiva, assim como a ADE, e os dois mecanismos podem ser
complementares. A ADE permite uma alta carga viral, gue concomitantemente
com a apresentacdo antigénica pela abundancia de macréfagos/mondcitos
infectados e reativacéo de linfécitos T de reatividade-cruzada. Estes linfécitos T,
apresentando uma baixa afinidade, assim como um baixo nivel de producéo de
IFN-y, podem sofrer apoptose, acompanhado de liberagcéo de citocinas e dano

tecidual (revisado po Remy, 2014).
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No entanto, esta hipétese diverge com a observacao de que as respostas
de linfécitos T heterdlogos ndo sdo sempre necessarias para produzir uma
doenca grave. Estudo recente demonstrou uma falta de temporalidade entre a
resposta de linfocitos T CD8+ e o inicio do extravasamento capilar, sugerindo
que os linfocitos T CD8 + ndo sao responsaveis pelo desencadeamento do inicio
do extravasamento capilar em criancas com FHD (Dung et al., 2010). Estudos
sugerem, ainda, que o pecado antigénico nao prejudica significativamente a
qualidade das respostas dos linfocitos T na populagcédo em geral (Weiskopf et al.,
2013). No entanto, uma menor polifuncionalidade da resposta pode estar

associada com individuos que sofrem desfechos clinicos mais graves.

1.2.1.6. Teoria do polimorfismo genético

Tem sido proposto que caracteristicas genéticas dos pacientes tenham
importancia no curso clinico da doenca. De fato, muitos estudos de associacao
tém identificado um namero de genes candidatos relacionados com infecc¢éo, por
exemplo os locus de HLA classe | e Il (Stephens et al.,, 2002), receptores
celulares para IgG, vitamina D, lectina de ligacdo a manose, grupo sanguineo
ABO (Kalayanorooj et al., 2007), antigenos plaquetarios humanos e o DC-SIGN
(Lan & Hirayama, 2011).

1.2.1.6.1. Antigeno Leucocitario Humano (HLA): Estrutura e funcéo

O sistema Antigeno Leucocitario Humano (HLA, Human Leukocyte
Antigen) é constituido por glicoproteinas altamente polimérficas codificadas por
genes localizados no braco curto do cromossomo 6, constituindo o Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC, Major Histocompatibility Complex). Este
complexo € composto por um conjunto de moléculas presentes na superficie
celular, em sua maioria, responsaveis pela apresentacdo antigénica para

linfécitos T (revisado por Apostolopoulos et al., 2008).

As moléculas de HLA séo divididas em trés subgrupos: HLA de classe |,
Il e 11l. O locus do MHC de classe | codifica proteinas heterodimeéricas de ligacao
ao peptideo, localizadas nos loci HLA-A, B e C, assim como as moléculas de
processamento antigénico, como a TAP (Transporter associated with Antigen
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Processing) e tapasina. O locus do MHC de classe Il também codifica proteinas
heterodiméricas de ligacdo ao peptideo, localizadas nos loci HLA-DR, DQ e DP,
e as proteinas que modulam o carregamento de peptideos para o MHC de classe
[l no compartimento endossomal, como HLA-DM. O locus do MHC de classe llI
codifica outros componentes imunes, como os do sistema complemento (C2, C4
e fator B), citocinas (TNF-a e TNF-B) e HSP70, conforme mostrado na figura 1.5.
As proteinas do MHC de classe | sdo expressas em todas as células nucleadas,
engquanto que as do MHC de classe Il sdo observadas em apenas alguns tipos
celulares, como células B, neutrofilos, células dendriticas e células do epitélio
timico, principalmente naquelas que atuam como células apresentadoras de

antigeno (APC) (revisado por Adams & Luoma, 2013).

Human: HLA ¥ .
Class Il
Class Il MHC locus MHC locus Class | MHC locus
|DP DQ DR|r _I |—B C ;I
w“l _‘7 1777 “ [ " “ ’ ‘ |
- - ‘\ | \

[ e L

DM Proteasome Complement  Cytokines:
_?er;es. proteins: C4, LTB,TNF-o, LT
AP12  Factor B, C2

Figura 1.5. Representacdo da regido do genoma onde esta localizado o
complexo HLA. Destacamos os loci MHC classes I, Il e Ill e seus genes
constituintes, onde o locus MHC classe |, codificam moléculas de apresentacdo
antigénica, assim como o locus MHC classe Il, além de proteinas acessorias
para o processamento antigénico. O MHC classe lll, ndo codifica moléculas
envolvidas na apresentacao, e sim, citocinas e componentes do complemento.
Fonte: Adaptado de Abbas et al., 2013. 7° ed.

Cada molécula de HLA tem uma fenda, ou sulco, extracelular no qual os
peptideos se encaixam, seguida de um par de dominios semelhantes as
imunoglobulinas ancoradas na membrana celular por meio de dominios
transmembranares e citoplasmatico. Assim, as moléculas de MHC classe |
consistem em duas cadeias polipeptidicas ligadas de forma ndo covalente; a
cadeia a (ou cadeia pesada) codificada pelo HLA e uma subunidade, nao
codificada pelo HLA, chamada de B2-microglobulina, conforme mostrado na
figura 1.6 - A. O tamanho da fenda é suficiente para ligar peptideos contendo de

8 a 11 aminoacidos em uma conformacéo flexivel e prolongada. As extremidades
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da fenda de ligacédo sao fechadas, impedindo a ligacdo de peptideos maiores.
Assim sendo, proteinas globulares nativas precisam ser “processadas” para
gerar fragmentos pequenos, o suficiente para se ligarem as moléculas do HLA e

para serem reconhecidas pelas células T (revisado por Adams & Luoma, 2013).

A B

MHC classe | MHC classe Il
Peptideo Fenda de Ligacéo

Fenda de Ligacéo
f e peptideog ¢ R ' [ ao peptideo \ Peptideo

Bj -
microglobulina

Regido

Regido
transmembrana

transmembrana
Ligacdo Dissulfeto -----

Dominiodelg ! »

Figura 1.6. Estrutura da molécula do MHC classe | e Il. O diagrama
esquematico (a esquerda) ilustra as diferentes regides das moléculas do MHC.
A, as moléculas classe | sdo compostas por uma cadeia a polimérfica ligada de
forma ndo covalente a Bz-microglobulina ndo polimérfica. A cadeia a é
glicosilada. O diagrama em formato de fita (a direita) mostra a estrutura da
porcdo extracelular da molécula HLA-B27 ligada a um peptideo, exibido por
cristalografia de raio X. B, as moléculas classe Il s&o compostas por uma cadeia
a polimoérfica ligada de forma nao covalente a cadeia B polimorfica. As duas
cadeias sao glicosiladas. O diagrama em formato de fita (a direita) mostra a
estrutura da porcao extracelular da molécula HLA-DR1 ligada a um peptideo,
exibido por cristalografia de raio X. Fonte: Adaptado de Abbas et al., 2013. 7°
ed.

Ligacdo Dissulfeto  =----

Dominio de Ig

Os residuos polimorficos dos HLA classe | estdo confinados aos dominios
al e a2, onde contribuem para as variacdes na ligacdo de peptideos e no
reconhecimento pelas células T dos diversos alelos de classe I. O segmento a3
da cadeia se dobra para formar um dominio de Ig, cuja sequéncia de
aminoacidos € mantida em todas as moléculas de HLA classe I. Esse segmento
contém uma alca que serve de local de ligacdo para o CD8 (Adams & Luoma,
2013).

A B2-microglobulina é codificada por um gene fora do HLA e interage de
maneira nao covalente com o dominio a3 da cadeia a. Assim, a molécula de HLA

classe | totalmente montada e estavel requer a presenca dos 3 componentes do
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heterodimero que consiste em uma cadeia a, 2-microglobulina, e um peptideo
antigénico ligado a ela. A razdo para isso € que, por um lado, a interacdo da
cadeia a com a B2-microglobulina é estabilizada pela ligacdo de antigenos
peptidicos a fenda formada pelos segmentos al e a2, e por outro lado, a ligacdo
do peptideo fortalece a interagao da 2-microglobulina com a cadeia a. A maioria
dos individuos é heterozigoto para genes do HLA e poderiam expressar até seis
diferentes moléculas de HLA classe | em cada célula, que contem cadeias a
codificadas por dois alelos dos genes HLA-A, HLA-B e HLA-C herdados
(revisado por Adams & Luoma, 2013).

O primeiro passo para a ativacao de células T CD8 é o reconhecimento
através das moléculas de HLA de classe I. Os peptideos ligados as moléculas
de HLA classe | sdo normalmente citosélicos. O proteassoma degrada antigenos
proteicos em pequenos peptideos que séo liberados no citosol. Os peptideos
sdo transportados do citosol para o reticulo endoplasméatico (RE) via
transportador associado com o processamento antigénico pela TAP (TAP1 e
TAP2). No RE, peptideos se ligam nas moléculas de HLA classe | recém-
sintetizadas formando um complexo multimérico que envolve TAP, tapasina,
calreticulina, calnexina e ER60. Do RE, o complexo peptideo-HLA classe | é
transportado para superficie celular pela via secretéria, no Complexo de Golgi,
onde sofrera diversas modificagcbes pds-traducionais. Em seguida, o complexo
peptideo-MHC classe | é expresso na superficie celular, podendo desta forma,
interagir com o receptor de antigeno da célula T (TCR) da célula T CD8+

(revisado por Neefjes et al., 2011), conforme mostrado na figura 1.7.

Peptideos no

citosol TAP \
MHC ‘
Protelna Classe |
citosolica Proteassoma

Via do MHC Classe |

ER

Figura 1.7. Via do HLA Classe | de apresentacédo antigénica. Os antigenos
proteicos no citosol sdo processados por proteassomas, e 0s peptideos sao
transportados ao reticulo endoplasmatico (RE), onde se ligam a moléculas do
MHC classe I. Fonte: Adaptado de Abbas et al., 2013. 7° ed.
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As moléculas de HLA classe Il sdo compostas de duas cadeias
polipeptidicas ligadas de forma néo covalente, uma cadeia a e uma cadeia 3. Ao
contrario das HLA classe |, ambas as cadeias sdo codificadas por genes do
MHC. Os segmentos aminoterminais al e 1 das cadeias interagem para formar
a fenda de ligacao de antigenos, que € estruturalmente semelhante a fenda das
moléculas de HLA classe |, conforme mostrado na figura 1.6 - B. Os residuos
polimorficos localizados nos segmentos a1 e 1 estéo localizados na fenda e em
torno dela. Nas HLA classe |l de seres humanos, a maior parte do polimorfismo
esta na cadeia B. Nas HLA classe Il, as extremidades da fenda sao abertas,
permitindo a ligacdo de peptideos até 30 aminoacidos (revisado por Adams &
Luoma, 2013).

A alca do segmento 32 das HLA classe Il é o local de ligagédo para o CD4,
semelhante ao local de ligacdo para o CD8 no segmento a3 da cadeia pesada
da molécula de HLA classe | (revisado por Apostolopoulos et al., 2008). A
molécula de HLA classe Il completamente montada é um heterodimero que
consiste em uma cadeia a, uma cadeia B e um peptideo antigénico a ela ligado.
Semelhante as HLA de classe |, a expressado estavel das HLA classe Il na
superficie da célula requer a presenca dos trés componentes do heterodimero
(revisado por Apostolopoulos et al., 2008; Abbas et al., 2012).

Proteinas extracelulares sdo normalmente apresentadas como peptideos
pelos HLA classe Il. Estas proteinas sdo endocitadas pelas APCs em
endossomas iniciais que se tornam endossomas/lisossomos tardios e séo
digeridos em pequenos fragmentos de peptideos. As moléculas de HLA classe
Il sGo montadas no RE pela associacdo das cadeias a e  com a cadeia
invariante. A cadeia invariante ocupa a fenda de ligac&o ao peptideo, evitando a
ligacdo do peptideo. Além disso, a cadeia invariante transporta o heterodimero
do HLA classe Il no endossomo/lisossomo tardio. No endossomo/lisossomo, a
cadeia invariante é degradada por proteases/catepsinas até o CLIP (peptideo da
cadeia invariante associado ao HLA classe II) que se mantém associado a
molécula de HLA. O CLIP é removido do HLA classe Il pelo HLA-DM e os
peptideos sao, entdo, associado as HLA classe Il. Esse complexo peptideo-HLA
classe Il é transportado para a superficie celular onde interage com células T
CD4 (revisado por Adams & Luoma, 2013) (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Via do HLA Classe Il de apresentacdo antigénica. Antigenos
proteicos extracelulares sdo endocitados para vesiculas, onde os patdgeos séo
processados e os peptideos se ligam a moléculas MHC classe Il. Fonte:
Adaptado de Abbas et al., 2013. 7° ed.

As moléculas do HLA demonstram uma especificidade muito ampla no
que diz respeito a ligagdo aos antigenos, e a especificidade fina do
reconhecimento dos antigenos reside principalmente nos receptores de
antigenos dos linfocitos T, os TCR (do inglés, T-cell receptor). Cada molécula de
HLA classe | ou classe Il possui uma Unica fenda de ligacdo aos antigenos que
liga um peptideo por vez, mas que pode acomodar varios peptideos diferentes
(Neefjes et al., 2011).

A ligacdo dos peptideos as moléculas do HLA é feita por meio de uma
interacdo nao covalente mediada por aminoacidos presentes nos peptideos e
outros presentes na fenda do HLA. Os peptideos se ligam as fendas do HLA em
sua conformacéo estendida. Uma vez ligados, os peptideos e as moléculas de
agua associadas enchem as fendas, formando um intimo contato com os
aminoacidos das laminas 3 que formam a base, e as a-hélices das paredes das
fendas. Na maioria das moléculas de HLA, as laminas 3 da base das fendas
formam espécies de “bolsas”. Os aminoacidos de um peptideo podem conter
cadeias laterais que se encaixam nessas bolsas e se ligam a aminoacidos
complementares do HLA, normalmente mediante ligacdes hidrofébicas. Esses
aminoacidos dos peptideos sdo chamados de ancoras, pois sdo 0S maiores
contribuintes para a estabilidade das ligacdes, ancorando o peptideo a fenda. As
ancoras dos peptideos podem estar localizados no meio ou nas suas
extremidades. Cada peptideo que se liga ao HLA normalmente contém um ou

duas ancoras, permitindo uma maior variabilidade na constituicdo dos outros
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aminoacidos do peptideo, aqueles que sao reconhecidos pelas células T
conforme mostrado na Figura 1.9. Nem todos os peptideos usam ancoras para
se ligar as moléculas do HLA, especialmente as HLA classe Il. Interacbes
especificas dos peptideos com as a-hélices nas laterais das fendas também
contribuem para a ligacdo dos peptideos, formando pontes de hidrogénio ou
interacbes com carga (pontes de soédio) (revisado por Apostolopoulos et al.,
2008).

Residuo de /
contato do £
peptideo com //
acéaT Y

Receptorde célula T

Residuo
poimaérfico do

Peplideo
MHC

Residuo
ancora do
peptideo

"Bolsa" do
MHC

Figura 1.9. Reconhecimento do complexo peptideo-HLA pela célula T. Este
esquema mostra uma molécula de MHC apresentando um peptideo a uma célula
T via TCR, no qual tem-se o reconhecimento de dois residuos polimérficos do
MHC e um residuo do peptideo. Fonte: Adaptado de Abbas et al., 2013. 7° ed.

Como muitos aminodcidos na fenda e préximos a ela séo polimérficos, os
diversos alelos apresentam uma propensdo para ligagdo de diferentes
peptideos. O TCR reconhece tanto o peptideo antigénico quanto as moléculas
do HLA, com o peptideo sendo responsavel pela especificidade fina do
reconhecimento do antigeno e os residuos do HLA se responsabilizando pela
restricdo das células T ao HLA. Uma parte do peptideo ligado é exposta na parte
superior da fenda, que € aberta, e as cadeias laterais dos aminoacidos dessa
porcdo do peptideo sdo reconhecidos pelo TCR das células T especificas. O
mesmo TCR interage com os aminoacidos polimorficos das a-hélices da
molécula de HLA. Além disso, moléculas de HLA sdo extremamente
polimorficas, e mais de mil variantes alélicas tém sido descritas nos loci A e B do
HLA classe |. Grande parte desse polimorfismo esta localizado na regido de
ligacdo ao peptideo, e acredita-se que como resultado, cada variante se ligaria

a um repertdrio unico de peptideos ligantes (revisado por Neefjes et al., 2011).
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Apesar do polimorfismo, as moléculas HLA classe | podem ser agrupadas,
denominados supertipos, representando conjuntos de moléculas que
compartiiham a mesma especificidade de ligacdo a peptideos. Cada supertipo
pode ser descrito por um supermotivo que reflete o motivo ancora principal
reconhecido pelas moléculas do supertipo correspondente. Por exemplo,
moléculas do supertipo A02 compartilham a especificidade por peptideos com
residuos hidrofébicos alifaticos na posicao 2 e na regido C-terminal, enquanto
que as moléculas do supertipo A03, reconhecem peptideos com residuos

alifaticos ou pequenos na posicao 2 e residuos basicos na regiao C-terminal.

Apesar das diferencas em diversos esquemas de classificagcéo, o conceito
de supertipos de HLA tém sido efetivamente utilizado na caracterizacdo e
identificacdo no reconhecimento de epitopos-alvos promiscuos que sao
reconhecidos por linfécitos T em uma variedade de doencgas (Ovsyannikova et
al., 2007; Burrows et al., 2003; Trachtenberg et al., 2003; Bihl et al., 2007,
Brander et al., 2001; Bertoni et al., 1997; Livingston et al., 1999; Kawahima et al.,
1998). Os supertipos também tém sido utilizados como um componente em
diversas abordagens e algoritmos para a predicdo de peptideos candidatos e
avaliados quanto a sua capacidade de ligacdo com alelos HLA classe I. Por fim,
tém sido, ainda, examinados como variaveis em estudos com associa¢do a

doencas, taxas de sobrevivéncia e efeitos (Sidney et al., 2008).

1.2.1.6.1.1. Associacéo de alelos de HLA e Dengue

Diferentes estudos tém destacado o envolvimento dos genes de HLA
classe | e Il com diferentes manifesta¢gfes clinicas na infec¢do pelo DENV. O
MHC €é um componente central na resisténcia ou susceptibilidade ao
desenvolvimento das formas graves da doenca e estudos demonstram que
algumas variantes das moléculas de HLA classe | e Il estariam associadas com
essas condi¢cdes em diferentes populagdes. Dentre elas, destacamos que 0s
alelos HLA-A*31 e DRB1*08 mostraram associa¢cdo com susceptibilidade a SCD
em pacientes durante uma infeccdo secundaria na populacdo do Sri Lanka
(Malavige et al., 2011). Na populagé&o mexicana, o alelo HLA-DR*04 pode ser um
fator genético na protecdo contra FHD (LaFleur et al., 2002). J& na populacado

brasileira, tem sido demonstrado que os alelos HLA-A*01 (Monteiro et al., 2012)
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e HLA-B*44 (Alencar et al., 2013) podem ser fatores de risco para o
desenvolvimento de FHD. Outras associacdes sdo mostradas na Quadro 1.1 e
1.2. Também tem sido demonstrado associa¢des envolvendo supertipos de HLA.
Vejbaesya e colaboradores (2015) sugerem que o supertipo B44, por possuir
resposta a regides altamente conservadas do proteoma do DENV, proteja contra

FHD apds infec¢des secundarias na populacdo Tailandesa.
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Alelo Associagéao Populacao Referéncia
HLA-A*OL Suscept?b?l?dade Brasileira Monteiro et al., 2012
Susceptibilidade Cubana Paradoa Pérez et al., 1987
HLA-A*02 Susceptibilidade Tailandesa Chiewsilp et al., 1981
HLA-A*02:03 Resisténcia Tailandesa Stephens et al., 2002
HLA-A*02:07 Susceptibilidade Tailandesa Stephens et al., 2002
HLA-A*03 Resisténcia Malaia Appanna et al., 2010
HLA-A*23 Resisténcia Jamaicana Brown et al., 2011
Susceptibilidade Jamaicana Brown et al., 2011
HLA-A*24 Suscept?b?l?dade Vi_e.tnamita Lok_e et al., 2001
Susceptibilidade Siri Lanka Malavige et al., 2011
Susceptibilidade Vietnamita Nguyen et al., 2008
HLA-A*29 Suscept?b?l?dade Cubana Paradpa Pérez et al., 1987
Susceptibilidade Cubana Sierra et al., 2007
Susceptibilidade Siri Lanka Malavige et al., 2011
HLA-A*31 Susceptibilidade Cingalesa Malavige et al., 2011
Susceptibilidade Cubana Sierra et al., 2007
HLA-A*33 Resisténcia Vietnamita Loke et al., 2001
HLA-A*33:01 Resisténcia Filipina Mercado et al., 2015
Supertipo HLA-AO01 Susceptibilidade Tailandesa Vejnaesya et al., 2015
Supertipo HLA-A02 Susceptibilidade Tailandesa Vejnaesya et al., 2015
Supertipo HLA-A03 Susceptibilidade Tailandesa Vejnaesya et al., 2015
HLA-B*07 Resisténcia Brasileira Alencar et al., 2013
HLA-B*13 Resisténcia Tailandesa Chiewsilp et al., 1981
HLA-B*15 Susceptibilidade Cubana Sierra et al., 2007
HLA-B*18 Resisténcia Malaia Appanna et al., 2010
HLA-B*35 Resisténcia Mexicana FaIcon-Lzegggn aetal,
HLA-B*44 Susceptibilid_ade Brasileira Alencar et al., 2013
Resisténcia Tailandesa Stephens et al., 2002
HLA-B*46 Resisténcia Tailandesa Stephens et al., 2002
HLA-B*50 Susceptibilidade Brasileira Alencar et al., 2013
HLA-B*51 Susceptibilidade Tailandesa Stephens et al., 2002
HLA-B*52 Susceptibilidade Tailandesa Stephens et al., 2002
HLA-B*53 Susceptibilidade Malaia Appanna et al., 2010
HLA-B*62 Resisténcia Tailandesa Stephens et al., 2002
Supertipo HLA-B44 Resisténcia Tailandesa Vejnaesya et al., 2015
HLA-C*01 Susceptibilidade Cubana Paradoa Pérez et al., 1987
HLA-C*04 Susceptibilidade Jamaicana Brown et al., 2011
Quadro 1.1. Associacdo entre alelos HLA Classe | com

Susceptibilidade/Resisténcia a formas graves da Dengue. Associagéo, alelo
associado a susceptibilidade ou resisténcia em desenvolver as formas graves da
doenca. Populagcédo, populacbes com as quais foram realizados os estudos.
Supertipos, grupos de alelos que apresentam antigenos estruturalmente
similares.
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Alelo Associagéao Populacao Referéncia
HLA-DQA1*05:01 Resisténcia Brasileira Cardozo et al., 2014
HLA-DQB1*02 Resisténcia Jamaicana Brown et al., 2011
HLA-DQB1*03 Resisténcia Jamaicana Brown et al., 2011
HLA-DQB1*06 Resisténcia Jamaicana Brown et al., 2011
HLA-DQB1*03:02  Susceptibilidade Mexicana Falcon-Lezama et al., 2009
HLA-DQB1*06:11  Susceptibilidade Brasileira Cardozo et al., 2014
HLA-DQB1*11 Resisténcia Brasileira Cardozo et al., 2014
HLA-DR*13 Resisténcia Brasileira Alencar et al., 2013
HLA-DRB1*04 Resisténcia Mexicana LaFleur et al., 2002
HLA-DRB1*07 Resisténcia Cubana Sierra et al., 2007
Susceptibilidade Mexicana LaFleur et al., 2002
HLA-DRB1*08 Susceptibilidade Siri Lanka Malavige et al., 2011
Susceptibilidade Cingalesa Malavige et al., 2011
HLA-DRB1*09:01 Resisténcia Vietnamita Nguyen et al., 2008
HLA-DRB1*12 Susceptibilidade Siri Lanka Malavige et al., 2011
HLA-DRB5*01/02  Susceptibilidade Jamaicana Brown et al., 2011
Quadro 1.2. Associacdo entre alelos HLA Classe Il com

Susceptibilidade/Resisténcia a formas graves da Dengue. Associacao, alelo
associado a susceptibilidade ou resisténcia em desenvolver as formas graves da
doenca. Populacédo, populacbes com as quais foram realizados os estudos.
Supertipos, grupos de alelos que apresentam antigenos estruturalmente
similares.

Estudos anteriores destacam que determinados alelos de HLA estédo
associados com o aumento ou a diminui¢do do risco de manifestacdes clinicas
(Nguyen et al., 2008; Loke et al., 2001; Stephens et al., 2002; Sierra et al., 2007;
Falcon-Lezama et al., 2009; Appanna et al., 2010; Malavige et al., 2011). No
entanto, estes estudos ndo determinam se o aumento do risco pode ser
associado com uma resposta de linfocitos T hiper ativadas, ou, inversamente, se
uma resposta aumentada de linfécitos T pode estar associada com um risco
diminuido. As correlacfes de susceptibilidade a doenca associando os alelos de
HLA com respostas de linfocitos T mostraram que as resposta diminuida dos
linfécitos T estaria associado com a susceptibilidade a doenca (Weiskopf et al.,
2013). Uma andlise detalhada de citocinas produzidas pelas células T
especificas ao DENV revelou que as respostas mais fortes sdo, de fato,
associadas a respostas de linfocitos T multifuncionais (Weiskopf et al., 2013).
Assim, pode ser possivel que enquanto os linfocitos T tém um papel de protecao
em associado ao HLA, a falta desta resposta pode contribuir para patogénese

em certos individuos.
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2 — JUSTIFICATIVA

A Dengue pode ser causada por quatro sorotipos (DENV-1 a 4), que
compartilham 67-75% de homologia entre suas sequéncias. Uma imunidade
protetora duradoura € gerada numa infeccdo primaria por um destes sorotipos,
embora ndo proteja contra outros sorotipos em infecgbes sequenciais. Desta
forma, anticorpos heterdlogos de reatividade cruzada (Halstead et al., 2010) e
células T de memoria cruzada (Mongkolsapaya et al., 2003) parecem contribuir
efetivamente para a imunopatogénese da dengue (Srikiatkhachorn & Green,
2010). No caso das células T, uma expansao de células T de memoria cruzada
pré-existentes em uma infeccdo secundaria, mas de menor avidez ao sorotipo
infectante, dominam a resposta de células T especificas para este sorotipo. O
resultado € uma menor eficiéncia no clearance viral e liberacdo excessiva de
mediadores inflamatérios (Mongkolsapaya et al., 2003; Srikiatkhachorn & Green,
2010). Além disso, uma associacdo envolvendo alelos do “Human Leukocyte
Antigen” (HLA) de classe | e Il tém sido reportados quanto a maior ou menor
predisposicao do paciente a desenvolver as formas graves da dengue (Nguyen
et al., 2008; Stephens et al, 2002; Mercado et al, 2015; Cardozo et al., 2014;
Alencar et al., 2013; Monteiro et al., 2012). O estudo de alelos tem impacto
potencial no tipo e na eficiéncia da resposta imunoldgica desencadeada pelas
células T. Além disso, sdo raros os estudos envolvendo pacientes agudos
infectados pelo DENV. Desta forma, nos propomos a realizar analises de
associacdo do HLA e formas clinicas da dengue e ainda, avaliacdo funcional e
fenotipica das células T de pacientes. Consideramos que uma avaliacdo da
frequéncia de alelos na populacéo brasileira representa uma ferramenta valiosa
para inclusive, identificar epitopos imunogénicos do DENV. Portanto, esperamos
contribuir para o entendimento de uma resposta imunoldgica anti-DENV e
consequentemente, contribuir com o conhecimento para o desenvolvimento de

estratégias vacinais eficientes.
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3 - OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Identificar os HLA Classe | e Il mais frequentes em uma determinada
populacao brasileira associando-os ao desfecho clinico, funcionalidade e perfil
de ativacdo celular dos linfécitos T de pacientes infectados por diferentes

sorotipos na fase aguda da dengue.

3.2. Objetivo Especificos

I.  Identificar os HLA classe | e Il mais frequentes na populagéo de pacientes
infectados pelo DENV oriundos do RJ e MS;

II.  Avaliar a associacdo dos HLA classe | e Il com o desfecho clinicos dos
pacientes na fase aguda da infecgéo;

lll.  Avaliar a capacidade efetora dos linfécitos T de pacientes estimulados in
vitro com antigeno total de DENV-2 isolado de um caso fatal de paciente
brasileiro (0337/2008), quanto a secrec¢ao de IL-2, IFN-y e Granzima B;

IV. Avaliar o status de diferenciacéo dos linfocitos T de pacientes estimulados
in vitro com antigeno total de DENV-2 (0337/2008); e

V. Avaliar a associacdo dos HLA classe | e Il com a funcionalidade e status

de diferenciacao dos linfocitos T de pacientes.
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4 - METODOLOGIA

4.1. Populacao de Estudo

Em nossa populacéo de estudo foram incluidos 60 casos confirmados de
pacientes infectados pelo DENV na fase aguda (2-9 dias ap6s o inicio dos
sintomas), durante surto pelos sorotipos DENV-1, 2 e 4 nos anos de 2010, 2011
e 2013, respectivamente, conforme indicado na Tabela 4.1. As amostras foram
obtidas através de colabora¢6es com (i) Hospital Rio-Laranjeiras, Rio de Janeiro,
coordenado pelo Dr. Paulo Vieira Damasco; (i) Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INI), FIOCRUZ, Rio de Janeiro, coordenado pelo Dr. Fernando
Bozza; (iii) Hospital Plantadores de Cana, Centro de Referéncia em Dengue em
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, coordenado pelo Dr. Luis Jose de
Souza, e (iv) Hospital-Dia Professora Esterina Corsini da Universidade Federal
do Mato Grosso do Sul (UFMS), coordenado pelo Dr. Rivaldo Venancio da
Cunha.

Tabela 4.1. Detalhamento das diferentes epidemias utilizadas neste estudo.

Ano Sorotipo Local Colaboradores N(.) de
Prevalente Pacientes
RJe Dr. Rivaldo Venanciol e
2010 DENV-2 MS Dr. Luis José? 6
3
2011 DENV-1 RJ Dr. Fernando Bozza3 e 24

Dr. Paulo Vieira*

2013 DENV-4 MS Dr. Rivaldo Venancio? 30
! Colaborador do Hospital-Dia Professora Esterina Corsini da Universidade Federal
do Mato Grosso do Sul (UFMS). 2 Colaborador do Hospital Plantadores de Cana,
Centro de Referéncia em Dengue em Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro. 3
Colaborador do Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), FIOCRUZ,
Rio de Janeiro. # Colaborador do Hospital Rio-Laranjeiras, Rio de Janeiro.

Os pacientes foram entrevistados (Anexo B) e sua inser¢ao no estudo foi
realizada mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Anexo C). Esse projeto é parte do projeto aprovado pelos Comités de Etica em
Pesquisa 37230.000.009-08 IPEC/FIOCRUZ, 0029.0314.011-09 SMS/RJ e mais
recentemente, pelo Sistema Plataforma Brasil numero CAAE
13318113.7.3001.0021 (Anexo D).
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4.2. Confirmacéo do Diagndéstico 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),
deteccado do antigeno viral NS1 por ELISA (PlateliaTM Dengue NS1 Ag Kit — Bio-
Rad Laboratories) e/ou deteccdo do RNA viral por RT-PCR. A confirmacdo do
diagnostico das amostras foi realizada por Nieli Rodrigues da Costa Faria, do
Laboratério de Flavivirus (LabFla, IOC/Fiocruz), chefiado pela Dra. Rita Maria
Ribeiro Nogueira. As amostras provenientes do INI/IPEC tiveram confirmacao

laboratorial sob responsabilidade do proprio Instituto.

O diagnostico por deteccédo de NS1 foi realizado de trés diferentes formas:
a 1° seguiu protocolo do fabricante e a 2° e 3°, passou por modificacdes
metodoldgicas estabelecidas pelo LabFla na tentativa de aumentar a
sensibilidade de deteccdo da NS1. Assim, amostras séricas dos pacientes foram,
de acordo com o 2° protocolo, pré-aquecidas a 100°C por 5 min ou de acordo
com o 3°, incubadas com solucdo de 1,5M de glicina/acido hidroclérico, pH 2,8
a 37°C por 1 hora. Seguindo o 3° protocolo, foi feita neutralizacdo da reacédo pela
adicdo de solucdo de 1,5 M de tris/acido hidroclérico pH 9,7. No 2° e 3°
protocolos, as reacdes tendem a promover a dissociagcdo de complexos imunes
formados entre a proteina NS1 e anticorpos heterélogos provenientes de
infecces anteriores pelo DENV. A positividade de NS1 na coorte de pacientes
da epidemia de 2013 aumentou significativamente apés utilizacdo 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
infeccdo prévia ou secundaria. Pacientes com infeccao primaria foram aqueles
com positividade para qualquer um dos trés testes: IgM, NS1 e/ou sorotipo viral
por RT-PCR, mas anti-DENV IgG negativo ou, em caso de anti-DENV IgG
positivo, a taxa de IgM/IgG deveria ser >2,0. No caso de infeccédo secundaria, 0s
pacientes deverédo ter positividade para qualguer um dos trés testes: IgM, NS1
elou sorotipo viral por RT-PCR, mas com anti-DENV IgG positivo e taxa de
IgM/IgG <2,0.
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Apos a confirmacdo laboratorial, os pacientes foram classificados de
acordo com os critérios estabelecidos pelo Programa de Treinamento e
Investigacdo de Enfermidades Transmissiveis da Organizagdo Mundial de
Saude (TRS/OMS, 2009) em: (1) Febre do Dengue sem sinais de alarme (FD),
caracterizado por nausea, vOmitos, erupcbes cutaneas, mialgia, artralgia,
cefaléia, leucopenia, prova do laco positivo sem sinais de hemorragia; (2) Febre
do Dengue com sinais de alarme (FDSA), incluindo: dor ou sensibilidade
abdominal, vémitos persistentes, acumulo de liquido, letargia, agitacdo,
hepatomegalia (aumento > 2cm), elevacdo das transaminases hepaticas e
diminuicdo dréstica da contagem de plaquetas; (3) Dengue Grave (Grave),
caracterizado por extravasamento plasmético grave, podendo levar ao choque e
acumulo de fluidos acompanhado de desconforto respiratério, hemorragias
graves e comprometimento de érgdos como figado, coragéo, sistema nervoso

central (com perda de consciéncia), dentre outros (Figura 4.1).

DENGUE % SINAIS DE ALARME DENGUE GRAVE

1. Exiravasamento Plasmdlico grave

Com Sinais
de Alarme

2. Hemorragia grave
‘ 3. Comprometimento de érgdos

CRITERIOS PARA DENGUE & SINAIS DE ALARME CRITERIOS PARA DENGUE GRAVE
Provavel Dengue Sinais de Alarme* 1. Exiravasamento plasmdtico grave
Febre e 2 dos seguinfes « Dor ou sensibilidade obdominal: resultando em:
critérios: « Vémitos persistentes: * Choque (SCD):

* Nduseo, vomito: » Acomulo de liguidos: » Acumulo de fividos com desconforto

* Rash; * Sangramento de mucosas: respiratério.

* Miclgia/Artralgia: « Letargio/Agitagdo: 2. Hemorragia grave avaliada por

* Prova do lago positiva: » Aumento do figado >2cm; médicos.

» Leucopenio: » Aumento do HIC com 3. Compromelimento de érgdos:

* Qualquer sinal de Alerta.  @minuigdo de plaquetas. + Figado: AST ou ALT >= 1000
*Requer observagdo médica. » SNC: Perda da consciéncio

Confirmagdo Laboratorial * Coragdo e outros org&os.

(importante quando ndo hé
extrovasamento plasmdatico)

Figura 4.1. Classificacdo dos casos de dengue e seus niveis de gravidade.
De acordo com a Classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) de
2009, a dengue é classificada em: Dengue com/sem sinais de Alarme e Dengue
Grave. Fonte: Adaptado de Dengue: Guideline for Diagnosis, Treatment,
Prevention and Control, WHO, 2009.

Parametros laboratoriais, tais como: contagem de plaquetas, percentual
de hematdcrito, contagem de leucocitos, linfocitos, mondocitos, bem como
dosagem das enzimas AST/TGO e ALT/TGP foram realizados pelos hospitais

onde os pacientes foram atendidos.

37



4.3. Isolamento e descongelamento de células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs)

Foram utilizados cerca de 20 mL de sangue venoso periférico de
pacientes, coletados em tubos com anticoagulante ACD (citrato de sodio 22g/L,
acido citrico 8 g/L e dextrose 24,5 g/L) (BD Vacutainer®, catalogo #364606). As
PBMCs foram separadas a partir de amostras de sangue através da realizacao
do gradiente de densidade Ficoll-Hypaque™ (d=1,077 g/ml; Sigma). O sangue
foi inicialmente depositado sobre o gradiente e o conjunto, centrifugado a 400 g
durante 30 minutos. Apds centrifugacdo, o anel de PBMCs foi recuperado e
lavado duas vezes em meio RPMI 1640 (Gibco, Invitrogen Co.). A viabilidade
das PBMCs foi avaliada ap6s exclusao, por contagem, de células coradas com
Azul de Trypan (Gibco, Invitrogen Co.). Aproximadamente 10®° PBMCs foram
ressuspendidas em 1 mL de solucdo de congelamento (90% de SFB inativado
[Gibco, Invitrogen Co., catdlogo #12657-029] + 10% de DMSO (Sigma
#108K01865)), armazenados inicialmente a -70°C durante 24h, e em seguida,
no nitrogénio liquido. As aliquotas foram criopreservadas para posterior

utilizacao.

As PBMCs criopreservadas foram descongeladas a 37°C, lavadas com
meio RPMI-1640, marcadas com Azul de Trypan 0,4% e avaliadas quanto a
viabilidade. As células foram mantidas com meio suplementado (RPMI 1640 com
10% SFB, 1% Pen Strep [Gibco, Invitrogen Co. #15140-122] e 1% HEPES
[Gibco, Invitrogen Co. #15630-080]) a 37° e 5% CO..

4.4. Extracao de DNA e Tipagem dos alelos dos HLA de Classe | e Il dos

pacientes infectados pelo DENV

Estas metodologias foram realizadas em colaboracdo com o Laboratério
de HLA e Criopreservacao da Universidade do Estado do Rio de Janeiro pela
Dra. Juliana Oliveira, sob supervisdo do Dr. Luis Cristovéo e Dr. Orlando da

Costa Ferreira Jr.

A tipificacao por PCR-SSO (reagao em cadeia da polimerase com sondas

A

de oligonucleotideos sequéncia especificos) apresenta trés etapas:

38



amplificacdo, desnaturacao e hibridizacdo do material genémico e, para isso,

utiliza kits comerciais (One Lambda, Inc. - CA — USA).

Para a preparagdo das amostras, a amostra de DNA foi suspensa em
agua ultra-pura estéril, submetida ao agitador e adicionado 1 pl de agua ultra-
pura ao tubo de reacdo com controle negativo na placa de conjuntos de
iniciadores, seguido da adicéo de Taq polimerase ao tubo, contendo uma mistura
de desoxirribonucleotideos e tampdo. Em seguida, foi adicionado 9 pL desta
mistura (desoxirribonucleotideos, tampédo e Taq polimerase) para o tubo de
reacdo de controle negativo e adicionado a amostra de DNA ao tubo. Uma
aliquota de 10 pl da mistura foi adicionada a cada tubo de reac&o, exceto no tubo
de reacéo de controle negativo na placa de conjuntos de iniciadores. A placa foi
acoplada ao termociclador e iniciado o programa de PCR. Ap6s o término da
PCR, foi realizada uma corrida eletroforética, utilizando 2 uyL de DNA amplificado,

para a confirmacao da existéncia de produto de amplificagéo.

Apo6s a amplificacé@o, foram transferidos 5 yL de DNA amplificado para
outra placa de PCR estéril. Foi adicionado tampdo de desnhaturacao
homogeneizado fornecido pelo fabricante. A placa foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente, sendo adicionado tampao de neutralizacdo, também
fornecido pelo fabricante e o material foi homogeneizado com auxilio de

micropipeta. A placa foi incubada e deixada em contato com gelo seco picado.

ApoOs a neutralizacdo, foi adicionado tampéao de hibridizacdo e as sondas
ligadas a microesferas (beads) em cada poco. A placa foi selada com tampa de
silicone, homogeneizada com o auxilio do vortex, aquecida a 60°C com o auxilio
do termociclador por 15 minutos. Apds o aguecimento, foi adicionado tampéao de
lavagem. A placa foi selada com tampa de silicone, homogeneizada com o
auxilio do vortex e centrifugada por 5 minutos a 2700 rpm. O sobrenadante foi
descartado por versao de placa e foram repetidos os passos de lavagens e
centrifugacéo por mais duas vezes. Apos a centrifugacéo, foi adicionada solucéo
SAPE (Estreptavidina Conjugada com Ficoeritrina) nos pocos, a placa foi selada
e homogeneizada. A placa foi aguecida a 60°C com o auxilio do termociclador
por 5 minutos. Apds o0 aquecimento, foi adicionado tampéao de lavagem, a placa
foi selada com tampa de silicone, homogeneizada e centrifugada por 5 minutos

a 2700 rpm. O sobrenadante foi descartado versao de placa e adicionado tampéo
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de lavagem em cada poco, o material foi transferido para uma placa ELISA e a
leitura foi realizada no equipamento Luminex LABScanTM 100 (One Lambda
Inc.). Os resultados dos sinais fluorescentes foram interpretados pelo software
HLA Fusion, versdo 3.4 (One Lambda Inc.).

4.5. Andlise de Associacao dos alelos de HLA

A andlise de associacdo dos alelos de HLA foi realizada utilizando a
ferramenta de resposta a epitopos — RATE (do inglés, Restrictor Analysis Tool
for Epitopes), disponibilizada no Banco de Dados de Epitopos Imunes IEDB
(http://iedb-rate.liai.org/no_prediction) (Paul et al., 2013). Para esta anélise foram

adicionados os alelos de HLA classe | e Il presentes em nossa populacao de
estudo, assim como a analise da resposta a ser avaliada, que em nosso caso
foram classificacao clinica, laboratorial, resposta de IFN-y, IL-2 e Granzima B, e
variagdo na frequéncia de linfocitos T em diferentes status de diferenciagéo
(Figura 4.2).

RATE (Restrictor Analysis Tool for Epitopes) - NO PREDICTION IN PROMISCUITY ALGORITHM

Tool Help

Allele data Escolher arquivo | Nenhum arquivo selecionado
Response data Escolher arquivo | Nenhum arquivo selecionado

Cutoff for response to be considered positive

Figura 4.2. Interface da ferramenta RATE. Ferramenta onde realizamos a
analise de associacdo de alelos de HLA. Disponibilizada para livre acesso no
Banco de Dados de Epitopos Imunes (IEDB). Link: http://iedb-
rate.liai.org/no_predic.

Para andlises de associacdo envolvendo manifestacdes clinicas,
padronizamos que pacientes classificados como FD seriam designados como 1,
enquanto pacientes classificados como FDSA/Grave seriam designados como
2. Portanto, o cutoff para respostas serem consideradas positivas para esta
analise foi igual a 2. De modo semelhante, ao avaliarmos parametros
laboratoriais como plaquetas, consideramos nosso cutoff como sendo 150, uma
vez que avaliamos pacientes divididos em grupos apresentando contagem de
plaguetas superior ou inferior a 150 mil/mm3. Para avaliarmos os padrbes de

resposta de IFN-y, IL-2 e Granzima B, consideramos pacientes respondedores
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ao antigeno total de DENV-2 como 2, enquanto os nao respondedores como 1,
sendo nosso cutoff igual a 2. Em relacdo a frequéncia de linfécitos T em
diferentes status de diferenciacdo, consideramos frequéncias variaveis aguelas
que apresentassem razado maior que 1,2 apo6s divisdo das mediandas das
frequéncias observadas na condicéo de estimulo com antigeno total de DENV-2
e a condicdo de estimulo basal (meio). As que apresentaram razdo menor ou
que 1,2 foram classificadas como 1, enquanto as com razdo maior a 1,2, foram
classificadas como 2. Para esta analise, o cutoff utilizado também foi igual a 2
(Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Cut off das andlises dos diferentes parametros na ferramenta
RATE.

Parametro Cut off
Classificacdo Clinica 2
Contagem de Plaquetas (mil/mms3) 150
Resposta de IFN-y 2
Resposta de IL-2 2
Resposta de Granzima B 2
Frequéncia de subpopulacdes de 5
Linfocitos T

Em seguida nos é fornecido pela propria ferramenta, os dados das
analises, assim como as frequéncias dos alelos dentro de cada grupo avaliado
(Figura 4.3). O RATE utiliza teste exato de Fisher e o valor de p apresenta a

correcdo de Bonferroni.
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Allele file Alelos.txt
Response file Forma Clinica.txt
No. of peptides 1

No. of subjects 59

Cutoff for response to be considered positive 20

No. of alleles expressed by subjects 76

Total peptide-allele restriction examinations done 1X76 =76
Re-formatted allele data | Allele data
Re-formatted response data | Response data

HLA restriction results

Concise results:

No. of peptide-allele combinations (iﬂ concise FESU|tS) 5
Concise results | Concise results
Complete results |  Complete results

Identification of promiscuous alleles:

Epitope promiscuity assessment
(This opens in a new tab and may take long to finish depending on the the data) !

Job id 1443719201

Promiscuity report

Figura 4.3. Interface da regido de resultados do RATE. Os resultados s&o
dados no formato de uma tabela no Excel contendo as associa¢cfes de todos os
alelos selecionados com as respostas avaliadas. Esta ferramenta esta
disponibilizada para livre acesso no Banco de Dados de Epitopos Imunes (IEDB).
Link: http://iedb-rate.liai.org/no_predic.

4.6. Predicdo de epitopos

A predicao foi realizada com base em sequéncias completas da proteina
NS3 dos 4 sorotipos do DENV, disponibilizadas no banco de dados de Flavivirus
(FLAVIdAB; cvc.dfci.harvard.edu/flavi/). Em seguida, aplicando a sequéncia
FASTA da proteina NS3 de cada sorotipo, utilizamos a ferramenta de predi¢céao
Consensus disponibilizada no Banco de Dados de Epitopos Imunes (IEdB;
www.iedb.org/) (Kim et al., 2012). Na sess&o de “Predigcdo de Epitopos de
Células T” (T cell epitope prediction), utilizamos primeiramente a subsecao de
“Capacidade de Ligagédo do Peptideo ao MHC de Classe I’ (Peptide binding to
MHC class | molecules), onde adicionamos a sequéncia FASTA de cada sorotipo
individualmente, frente aos alelos do HLA de Classe | mais frequentes em nossa
coorte de pacientes. Desta forma, avaliamos o IC (Concentracdo Inibitoria)

50nM, no qual: (i) IC<50 representa peptideos com uma alta afinidade ao alelo
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especifico; (ii) 50<IC<500, peptideos com uma afinidade intermediaria; e (iii)
IC>500, peptideos com uma baixa afinidade ao alelo especifico. Assim, demos
preferéncia a escolha daqueles peptideos com um 50<IC<500.

Em seguida, foi gerado sequéncias de peptideos através da aplicacdo das
sequéncias FASTA da NS3 de cada sorotipo no gerador de peptideos
disponibilizado pela GenScript™
(genescript.com/peptide_screening_tools.html), no qual selecionamos o
tamanho de 9-mer com sobreposicdo de 6 aminoacidos (60% do tamanho da
sequéncia do peptideo), o que originou uma série de sequéncias de peptideos a

serem avaliados quanto a sua imunogenicidade, conforme explicado a seguir.

Ainda na sessao de Predicdo de Epitopos de Células T” (T cell epitope
prediction) do IEdB, na subsegéo “T cell class | pMHC immunogenicity predictor”
avaliamos as sequéncias de peptideos gerados a partir do gerador do
GenScript™, no qual encontramos os valores de score. Quanto maior o score,
maior sera a imunogenicidade deste peptideo. Apos selecionarmos os peptideos
cujo IC50 fosse < 50, ou entre 50 e 500, na analise de capacidade de ligacéo e
aqueles com score mais préximo de 1, selecionamos, preferencialmente,
peptideos que apresentassem essas duas caracteristicas concomitantemente,

no entanto, o valor de imunogenicidade foi priorizado.

4.7. Determinacdo do grau de conservacao

Avaliamos, em seguida, o0 grau de conservacdo dos peptideos
selecionados frente as sequéncias disponibilizadas da proteina NS3. Para isso,
utilizamos o Alinhador Multiplo de Sequéncias, disponibilizado no Banco de
Dados de Flavivirus (FLAVIAB), no qual foram selecionadas todas as sequéncias
da NS3 disponibilizadas no banco de dados, independente do sorotipo. Para a

avaliacdo do grau de conservacao, foi utilizada a seguinte formula:

N° de sequéncias em que o peptideo é localizado
x 100

N° total de sequencias dos sorotipos disponibilizadas no Banco de Dados

Desta forma, originamos 3 classes distintas de peptideos: (i) os
conservados, presentes nos quatro sorotipos; (i) semi-conservados, presentes
em dois ou trés sorotipos distintos; e (iii) os sorotipo-especifico, presente em

apenas um sorotipo.
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4 .8. Isolamento de DENV-2 e Crescimento de Massa Viral utilizando Células
C6/36

O isolamento e crescimento de massa viral da linhagem 0337/2008 do
DENV-2 de caso fatal de paciente brasileiro, foi realizado por Nieli Rodrigues da
Costa Faria, em colaboracdo com o Laboratério de Flavivirus (LabFla —
IOC/FIOCRUZ). Para isso, células clone do mosquito Aedes albopictus (C6/36)
foram mantidas em tubos de 1,5 x 16 cm, contendo 1,5 mL de meio de cultura
Leibovitz-15 (L-15) (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, EUA), com 10% de
soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, EUA) em estufa a
28°C. Apds formacdo de monocamada, o meio foi substituido por igual volume
de L-15 contendo 2% de SFB.

O isolamento do virus foi feito a partir do soro do paciente que em seguida,
foi adicionado na monocamada de células C6/36 cultivadas em meio L-15,
acrescido de 10% SFB (lgarashi, 1978). O volume de 100uL da amostra de virus
isolado do paciente foi diluido 1:10 (50 pL da amostra + 450 yL meio L-15) antes
de ser inoculado na monocamada de C6/36. Controles foram incluidos utilizando
um determinado virus de amostra ja identificada como controle positivo ou
células nédo-inoculadas como controle negativo. Apds inoculacdo da amostra
isolada de paciente, os tubos foram incubados a 28°C e observados diariamente
por um periodo de 10 a 14 dias, em microscopio Optico invertido (Zeiss -
Deutschland, Alemanha) com aumento de até 400 vezes. As passagens foram
realizadas utilizando 25uL do sobrenadante de cultura com o isolado original na

monocamada celular, ao invés da amostra original na diluigdo 1:10.

A titulacdo do inéculo viral foi realizada por diluicdo em série em placas
de microtitulacdo e detectada por imunofluorescéncia, como ja descrito
(Miagostovich et al., 1993; Reed & Muench, 1938). O titulo do Virus foi calculado
como 50 por cento da dose de infeccao de cultura de tecidos (TCIDso) (Schoepp
& Beaty, 1984), resultando numa concentracdo de 5x10° TCIDso/mL, passagem
#7.
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4.9. Ensaio de FluoroSpot para IFN-y/IL-2 e IFN-y/Granzima B

Conforme indicacdo do fabricante, e em ambiente estéril, a placa pré-
sensibilizada com anticorpos de captura para as citocinas testadas, foi lavada 4
vezes com 200 pL/poco de PBS estéril. Em seguida, 200 uL de meio estéril
contendo 10% de SFB foi adicionado por poco seguindo incubacdo por 30
minutos a temperatura ambiente para condicionamento da membrana.
Posteriormente, o meio foi removido por versdo de placa e adicionado 100
uL/poco dos seguintes estimulos: (i) meio contendo anticorpo monoclonal anti-
CD28A (0,1 pg/mL, fornecido pelo kit); (ii) Anticorpo monoclonal anti-CD3-2,
(diluicéo 1:1000, fornecido pelo kit) mais anti-CD28A (0,1 pg/mL); e (iii) Antigeno
total de DENV-2 0337/2008, na concentracdo 1:10 conjuntamente com o anti-
CD28A (0,1 pg/mL). Em seguida, foi adicionado 100 pL/poco da suspensao de
células (2-3x10° células/100 pL/poco). A placa foi incubada por 20 horas a 37°C
e 5% COa.

Em condi¢6es néo estéreis, as células foram recuperadas antes e durante
as 5 lavagens com 200 pL/poco de PBS (Tépico 4.10, Metodologia). As células
recuperadas foram mantidas em geladeira para porterior marcacao extracelular
por Citometria de Fluxo. Em seguida, foi adicionado 100 pL/poc¢o dos anticorpos
de deteccdo 7-B6-1-FS-FITC (1:200) e IL2-1I-Biotin (1 pg/mL) diluidos em PBS
contendo 1% BSA (Bovine Serum Albumin, do inglés Albumina de Soro Bovino)
seguido de incubacédo por 2 horas a temperatura ambiente. Apos incubacéao, a
placa foi novamente lavada 5 vezes com 200 uL/poco de PBS e foi adicionado
100 pL/poco anti-FITC-Green (1:200) e SA-Red (1:200) diluidos em PBS-1%
BSA, seguido de incubacéo por 1 hora a temperatura ambiente. A partir desta
etapa, a placa foi protegida em relacdo da exposicéo a luz. A placa foi lavada 5
vezes com 200 uL/poco de PBS, e foi adicionado 50 uL/poco do Amplificador de
fluorescéncia (Fluorescence enhancer), seguido de incubacdo por 15 min a
temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado por verséo
e o residuo do Amplificador de fluorescéncia foi removido batendo firmemente a
placa sobre um papel absorvente. Por fim, a membrana inferior foi removida e a
placa posta para secar no escuro a temperatura ambiente até a leitura no

equipamento ImmunoSpot S6UV Ultra (Plataforma de EliSpot — PDTIS-Fiocruz).
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Figura 4.4. FluoroSpot de Células Produtoras de Spots para IFN-y, IL-2 e
Granzima B de PBMCs pacientes DENV+ frente a diferentes antigenos.
Imagem representativa dos spots formados a partir das PBMC de um paciente
representativo cultivadas em meio, anticorpo anti-CD3 e antigeno DENV-2
(0337/2008), todos na presenca de anticorpo anti-CD28, por 20 horas a 37 °C.

4.10. Recuperacdo de Células da Metodologia de FluoroSpot

Apbs o periodo de incubacdo de 20h com os estimulos, as células foram
recuperadas dos pocos antes e durante as lavagens. As suspensdes celulares
foram cuidadosamente retiradas de cada poco da placa de Fluorospot e
transferidas para minitubos de citometria. O mesmo procedimento foi realizado
em cada uma das 5 lavagens da placa de Fluorospot, tomando-se muito cuidado
para ndo comprometer a membrana. Em seguida, 0os minitubos foram
centrifugados a 1300 rpm por 7 minutos a 4°C, seus sobrenandantes
desprezados por versédo de tubo e as células foram ressuspendidas em 100
pL/tubo de PBS. As suspensdes celulares foram agrupadas em apenas um tubo

de acordo com o paciente e com a condi¢do de estimulo.
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4.11. Marcacéao Extracelular por Citometria de Fluxo

Para a realizacdo da marcacao extracelular, os minitubos contendo as
células recuperadas foram centrifugados a 1300 rpm por 7 minutos a 4°C, o
sobrenadante desprezado por versao de tubo e as células ressuspendidas com
200 uL/tubo de solucédo de bloqueio (PBS, 1% BSA, 0,1% Azida), seguido de
incubacdo por 30 minutos a 4° C. Apés o bloqueio, as células dos minitubos
foram transferidas para os pocos da placa de 96 pocos para realizacdo da
marcacao extracelular por citometria de fluxo. A placa foi centrifugada a
1300rpm, 7 minutos a 4° C e o sobrenandante foi desprezado por versédo de
placa. Em seguida, foi adicionado 20 pL/po¢o dos anticorpos monoclonais
diluidos em solucédo de lavagem (PBS, 1% BSA, 0,1% Azida). Segue tabela
abaixo com a combinacdo dos anticorpos monoclonais utilizados na marcacéao
(Tabela 4.3).

Tabela 4.3. Combinacdo de anticorpos monoclonais para marcacao
extracelular por citometria de fluxo.

Anticorpo Fluorocromo Diluigdo Clone Catalogo Fabricante
CD3 Pacific Blue 1:100 HIT3a 300330 Biolegend
CD4 PECy7 1:100 OKT4 317414 Biolegend
CD8 PerCP 1:100 SK1 344708 Biolegend

CD62L PE 1:25 LAM1-116 MHCD62L04 Caltag
CCRY7 AF 647 1:20 4B12 560766 B[.)
Pharmingen
CD45R0O APCCy7 1:50 UCHL1 304228 Biolegend

A placa foi incubada 30 minutos a 4° C. Apés incubacéao, foi adicionado
100 pL/poco de solucédo de lavagem sobre as células diluidas com o mAb, e a
placa foi centrifugada a 1300rpm, 7 minutos a 4° C e o sobrenandante foi
desprezado por versdo de placa. Esta lavagem foi realizada duas vezes. Em
seguida, as células foram fixadas com 100 pL/poco de solucdo de
paraformaldeido a 2% e incubadas por 20 minutos a 4° C. Apos fixacao, a placa
foi centrifugada a 1300rpm, 7 minutos a 4° C e o sobrenandante foi desprezado
por versado de placa. O pellet foi lavado duas vezes em solucdo de lavagem,
ressuspendido com 200 pL de PBS 1x e transferido para tubos de citometria. As
células foram mantidas a 4° C até a aquisi¢do no FACS ARIA BD (Plataforma de

Citometria — PDTIS - FIOCRUZ) e as analises feitas atraves do software FlowJo
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7.6. A combinacdo dos marcadores para a diferenciacdo das subpopula¢cdes

esta representada na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Combinacdo de marcadores para diferenciacdo de subpopulacdes
de linfocitos T

Subpopulagéo Marcadores
Linfécito T naive CDA4/8PSCD45R0OICCR7PSCDG2LPOs
Linfécito T de Memoria Central CD4/8P°SCD45R0OPSCCR7PSCD62LPOS

Linfocito T de Memoria

pos pos neg neg
Efetora/Efetor CDA4/8P°sCD45ROPSCCR7™9CD62L

4.12. Andlises Estatisticas

As diferencas entre os grupos de pacientes com relacdo aos dados
demograficos, laboratoriais e clinicos foram feitas pelo Teste T ndo-paramétrico
Mann-Whitney U e analises de correlacao pela de Spearman. Para a andlise dos
dados obtidos pelo FluoroSpot foi utilizado o Teste ndo paramétrico pareado
Wilcoxon. Para a Citometria de fluxo foi utilizado o Test T pareado. Para as
associacoes dos alelos de HLA com a classificacao clinica e dados laboratoriais,
foi utilizada a analise RATE. Valores de p<0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. O software utilizado para a andlise foi The Prism
5 statistics (GraphPad, US).

48



5 - RESULTADOS

5.1. Dados demogréficos, clinicos e laboratoriais dos pacientes infectados
pelo DENV

Sessenta pacientes com diagnostico laboratorial confirmado em pelo
menos um dos testes (Topico 4.2, Metodologia) compde a coorte de pacientes
utilizados neste estudo. A classificacdo dos pacientes foi realizada de acordo
com os critérios estabelecidos pelo Programa de Treinamento e Investigacfes
de Enfermidades Transmissiveis da Organizacdo Mundial de Saude (TRS/OMS,
2009). O primeiro grupo foi constituido por 36 pacientes com caracteristicas de
Febre do Dengue sem Sinais de Alarme (FD), caracterizados principalmente por
febre, cefaléia, dor na regido retro-orbital, mialgia, artralgia, anorexia, ndusea e
leucopenia. O segundo grupo foi composto por 22 pacientes com caracteristicas
de Febre do Dengue com Sinais de Alarme (FDSA), no qual dois pacientes
graves foram incluidos no grupo, originando os FDSA/Grave (n=24). A proporcao
entre 0s sexos foi semelhante entre os trés grupos. Em relacdo aos dias de
doenca que foram contados da data do aparecimento dos primeiros
sinais/sintomas até a data da coleta da amostra de sangue, observou-se que o
grupo FDSA/Grave é constituido por pacientes com mais tempo de
apresentacdes clinicas comparado ao grupo FD (p=0.0076) (Tabela 5.1).
Pacientes FDSA apresentaram além dos sinais/sintomas da FD, dor abdominal
e/ou vOmito persistente, hemorragias e plaquetopenia. Treze dos 19 pacientes
(68,4%) que compde o grupo FDSA/Grave manifestaram hemorragias do tipo
petéquias, epistaxe, gengivorragia, melena, hematuria e/ou metrorragia. Ainda
no grupo FDSA/Grave, dois dos 17 (11,8%) pacientes apresentaram algum tipo
de extravasamento vascular, como ascite, derrame pleural e/ou do pericardico.

Estes dados estdo descritos na Tabela 5.1.

Em relacdo aos parametros laboratoriais, a plaguetopenia é a alteragéo
hematoldgica mais frequente na infecgdo pelo DENV. Desta forma, foi observado
que o grupo FDSA/Grave apresentou trombocitopenia mais acentuada
comparado ao grupo FD (p=0.0012), confirmando que a trombocitopenia é de

fato um paradmetro de evolucéo de gravidade da doenca (Tabela 5.1).
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Na dengue, alteracbes como trombocitopenia, neutropenia e leucopenia
com presenca de linfocitos atipicos e aumento do hematocrito sé&o
frequentemente observadas. Em nossa coorte de pacientes ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre 0os grupos de pacientes quanto ao
namero total de leucdcitos nem na frequéncia de linfécitos T CD4 e T CD8. Néo
observamos alteracdo no percentual de hematdcrito entre 0os grupos, embora
vale ressaltar que a variagdo do hematocrito é dificultada, uma vez que em geral

0s pacientes séo rapidamente submetidos a hidratacéo intravenosa (Tabela 5.1).

Em relacdo as transaminases hepaticas AST/TGO (Aspartato
Aminotransferase/Transaminase Glutamico-Oxalacética) e ALT/TGP (Alanina
Aminotransferase/ Transaminase glutamico-pirtvica), pacientes FDSA/Grave
apresentaram aumento de ambas as transaminases em relacdo aos pacientes
FD (p=0.0020 para AST/TGO e p=0.02 para ALT/TGP) (Tabela 5.1).

Em relacdo a confirmacgéo de diagndstico para dengue, o teste sorologico
anti-Dengue IgM confirmou 67% (20/29) no grupo FD e 100% (23/23) do grupo
FDSA/Grave. Quanto aos resultados do anti-Dengue 1gG, 62,5% (15/24)
confirmaram infeccdo secundaria no grupo FD, enquanto que no grupo
FDSA/Grave 95,6 % (22/23) foram positivos ao teste. Dentre o grupo FD, 52%
(10/19) tiverem a confirmacdo da infeccdo através do teste imunoenzinatico que
avalia a presenca de NS1 soluvel, enquanto que no grupo FDSA/Grave foram
55% (11/20). O sorotipo viral foi confirmado por RT-PCR em 29% (11/38) dos
pacientes testados (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1. Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais de pacientes infectados
pelo DENV.
Classiciacao

Caracteristicas FDn=36 FDSA/Graves "*?*  Valores de Referéncia
Dados demograficos

Idade em anos? 40,2 + 15,9 41,4+ 18,1

SexoP, 18/36 (50) 14/24 (58,3)

Fem® :

Dias de doenca ¢ 4,1 £ 2,433 6,3 + 3,2n=22"

Sinais clinicos e sintomas

Sangramento® ¢ 3/27 (33,33) 13/19 (68,4)

Extravasamento plasmatico ¢ 0/30 (0) 2/17 (11,8)

Parametros laboratoriais

Plaguetas x 103/mm3 2 146,5 + 52,730 90 + 77,1723 150 a 400
Leucécitos x 103/mm3 @ 4431 + 1657™2° 4653 + 239423 4000 a11000
Linfécitos T CD4* % 34,1+ 10,6"® 24,5 + 9,86

Linfécitos T CD4* /mm3 @ 1784 + 908,62 1011 + 539,9"°

Linfécitos T CD8" % 21,4 + 3,48 19,1 + 2,5"6

Linfécitos T CD8* /mm3 @ 1081 + 420,18 842,5 + 406,9"

TGO U/L 62,7 + 44,512 225,9 + 162,4"18" 15 a 37
TGP U/L 80,67 +43,9"12  176,4 + 112,0"18" 30 a 60
NS1 positivo ° 10/19 (52,6) 11/20 (55)

anti-Dengue IgM ° 20/29 (67) 23/23 (100)

anti-Dengue 1gG P 15/24 (62,5) 22/23 (95,6)
DENV-1:DENV-2:DENV-4 17:4:15 7:2:15

FD, Febre do Dengue. SA, Sinal de Alarme. Dados expressos em Média + Desvio Padréo ou n/total
(%)?; Dias de doenca®, corresponde ao dia do inicio dos sintomas até o momento em que o paciente
foi entrevistado; Sangramentos?, inclui petéquias, epistaxe, gengivorragia, melena, hematuria e/ou
metrorragia. Extravasamento plasmatico, inclui sinais como ascite, derrame pleural e/ou do
pericardio. Os sorotipos foram identificados pelo ensaio de RT-PCR. Os dados apresentados fazem
referéncia aqueles confirmados e a prevaléncia do sorotipo viral nas epidemias. Valores de
referéncia, valores controle utilizados para a realizacdo de hemogramas completos (Fonte: Failace
& Fernandes. Hemograma: Manual de Interpretacédo. 6 ed. 2003). As diferencas estatisticas entre
os parametros foram avaliadas pelo teste de Mann Whitney U. O * representa valores de p<0.05
entre pacientes FD versus FDSA/Grave. Todos 0s pacientes assinaram o Termo de
Consentimento, Livre e Esclarecido. Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa, Sistema Plataforma Brasil nimero CAAE 13318113.7.3001.0021.
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5.2. Correlagéo entre os parametros laboratoriais dos pacientes infectados
pelo DENV

Para avaliar possiveis associagcbes entre os parametros laboratoriais
relacionados ao desfecho clinico dos pacientes, realizamos analises de
correlacdo de Spearman entre os dados. Na Tabela 5.2, as plaguetas foram
correlacionadas inversamente com dias de doenga e transaminases, enquanto

que diretamente com linfécitos totais.

Como o esperado, as transaminases hepaticas ALT/TGO e AST/TGP
foram fortemente correlacionadas entre si, assim como com o numero absoluto
de linfécitos T CD4 e CD8. Esses dados indicam que dias de doenga, contagem
de plaquetas e as dosagens de AST/TGO e ALT/TGP sao parametros potenciais

no prognostico da dengue.
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Tabela 5.2. Correlacéo entre os dados laboratoriais dos pacientes infectados pelo DENV.

Plaquetas -
Dias de i
Doenca
AST/TGO nsn=28 R
ALT/TGP nsn=28 r(+)0,9194 B}
p<0,0001 =30
Leucégltos gn=52 =4 =30 30 )
Totais
Linfécitos r(+)0,4922 r(+)0,3853 ]
Totais p=0,0015 =% p—0n;2354
MOH()CItOS nsn=26 r(+)0,5345 r(+)0,4419 nSn=22 nSn=26 nsn=25 -
% p=0,0059 =25  p=0,0395 "=22
infoci r(+)0,8281
L_Il_n(];ODCL;iOS ns=13 nsh=10 nsn=10 0=0,0005 nsn=11 nsn=9 )
n=13
Linfécitos r(+)0,9381
nsn=13 nsn=10 nsn=10 nsn=11 nsn=9 r(+)0,8352 R
TCD8+ p<(:.=(1):901 p=0.0004 "=13

Ns, ndo significativo. N, numero de pares analisados. Realizado correlacdo de Spearman. Valores de p <0.05 foram considerados significativos. Verdes
correspondem correlacéo direta, vermelhos, inversa.
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5.3. Frequéncia génica dos alelos de HLA Classe | e HLA Classe Il dos

pacientes

Como descrito no tépico 1.2.1.2.1 da Introducado, os genes HLA de classe |
incluem os HLA-A, B e C e os de classe Il, HLA-DQAL1, DQB1 e DRB1. Como parte
de nossos objetivos, avaliamos os genes HLA de classe | e Il dos pacientes
relacionando-os primeiro ao desfecho clinico, e em seguida a capacidade dos
linfécitos T desses individuos responderem ao antigeno viral DENV-2, tanto pela

producao de citocinas quanto pela diferenciacéo dessas células.

Os alelos com frequéncia acima de 5% foram considerados os mais
frequentes (Nguyen et al., 2008) na nossa populacdo de estudo. Dentre os alelos
HLA-A, os mais frequentes foram HLA-A*02, *30, *24, *03, *23 e *01 (Figura 5.1 —
A); dentre os HLA-B, HLA-B*51, *35, *44, *15, *07, *58 e *40 (Figura 5.1 — B); e
dentre os HLA-C, HLA-C*07, *04, *03, *06, *15, *08 e *05 (Figura 5.1 — C).

Em relagdo aos alelos HLA classe Il, dentre os HLA-DQA1, os mais frequentes
foram HLA-DQA1*01, 05, 03 e 02 (Figura 5.2 — A); dentre os HLA-DQB1, DQB1*03,
*02, *06, *05 e *04 (Figura 5.2 — B); e dentre HLA-DRB1, os HLA-DRB1*13, *04, *03,
*07, *11, *01, *15 e *16 (Figura 5.2 — C).
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Figura 5.1. Frequéncia génica dos 120 alelos HLA Classe | em pacientes-
DENV+. Em A, alelos HLA-A, B, alelos HLA-B e em C, alelos HLA-C. Barras
correspondem a frequéncia de cada alelo e o valor acima de cada barra corresponde
ao numero de vezes que o alelo foi observado. Linha vermelha pontilhada determina
os alelos com frequéncia acima de 5%, considerados como 0s mais frequentes
(0.05). NR, néo teve amostras suficientes para ser realizado.
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Figura5.2. Frequéncia génicados 120 alelos HLA Classe Il em pacientes-DENV+,
Em A, alelos HLA-DQA1, B, alelos HLA-DQB1 e em C, alelos HLA-DRB1. Barras
correspondem a frequéncia de cada alelo e o valor acima de cada barra corresponde
ao numero de vezes que o alelo foi observado. Linha vermelha pontilhada determina
os alelos com frequéncia acima de 5%, considerados como os mais frequentes (0.05).
NR, ndo teve amostras suficientes para ser realizado.
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5.4. Associacdo entre alelos de HLA Classe | e Il com as formas clinicas e

contagem de plaquetas

No item 1.2.1.2.1.1 da Introducdo, organizamos os quadros 1.1 e 1.2 que
resumem brevemente dados da literatura nos quais os alelos HLA classe | e Il vem
sendo associados a susceptibilidade ou resisténcia a infeccdo pelo DENV. Na
tentativa de realizar uma analise similar, selecionamos apenas 0s pacientes com 0s
alelos HLA mais frequentes (acima de 0,05) e agrupamos esses pacientes de acordo
com a forma clinica, em FD e FDSA/Grave, e em seguida, de acordo com a contagem
de plaguetas, agueles com contagem acima e abaixo de 150 000 plaquetas/mm?3
(>150mil versus <150mil, respectivamente), considerando que a plaquetopenia tem
um valor preditivo muito bem estabelecido por diversos autores. Para isto, realizamos
analise através da ferramenta RATE (Restrictor Analysis Tool for Epitopes)

disponibilizada livremente (http://iedb-rate.liai.org/no_prediction).

Inicialmente, RATE foi desenhado para andlises de predicdo de peptideos de
alta afinidade em determinados HLA, mas segundo os proprios autores do artigo (Paul
et al, 2015), essa ferramenta também pode ser adaptada para analises de associa¢cao
de frequéncia de alelos de HLA e outros parametros. O RATE utiliza teste exato de
Fisher e o valor de p ja faz a consideracdo da correcao de Bonferroni. Numa primeira
analise pelo RATE, observamos associacao entre pacientes FDSA/Graves que foram
preferencialmente portadores do alelo HLA-A*03 (A+R+) comparado aos pacientes
FD (A+R-). Em contraste, pacientes FD portadores do alelo HLA-B*15 (A+R-) foram
mais frequentes do que aqueles FDSA/Graves portadores do mesmo alelo (A+R+)
(Tabela 5.3).

Tabela 5.3. Associacgao entre alelos HLA classe | e classificacdo clinica.

FD vs. FDSA/Grave A+R+ A-R+ A+R- A-R- OR P valor
HLA-A*03 7 17 2 33 0,679 0,024
HLA-B*15 0 24 7 28 0 0,034

A+, pacientes portadores do alelo avaliado. A-, pacientes portadores de alelos diferentes
daquele avaliado. R+, pacientes classificados como FDSA/Grave. R-, pacientes
classificados como FD. OR, odds ratio. O p valor foi obtido pela andlise utilizando o teste

Exato de Fisher seguido de correcdo de Bonferroni. P < 0,05 foram considerados
significativos.

O mesmo tipo de analise foi realizado para a contagem de plaquetas. Segundo
nossos dados, pacientes com contagem inferior a 150 000 plaguetas/mm? (R-) sdo
agueles portadores dos alelos HLA-B*35 (A+R-) e HLA-C*04 (A+R-). Em contraste,
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pacientes com contagem acima de 150 000 plaguetas/mm?® (R+) sdo aqueles
portadores do alelo HLA-DQA1*02 (A+R+) e HLA-DRB1*07 (A+R+), dados mostrados
na Tabela 5.4.

Tabela 5.4. Associacao entre alelos HLA classe | e Il e contagem de plaquetas.
> 150 mil vs. <150 mil A+R+ A-R+ A+R- A-R- OR P valor

HLA-B*35 0 18 9 25 0 0,020
HLA-C*04 1 17 11 23 0,123 0,040
HLA-DQA1*02 7 11 4 30 0,477 0,033
HLA-DRB1*07 7 11 3 31 0,657 0,022

A+, pacientes portadores do alelo avaliado. A-, pacientes portadores de alelos diferentes
daquele avaliado. R+, pacientes com contagem de plaquetas superior a 150 mil (>150
mil). R-, com contagem de plaquetas inferior a 150 mil (<150 mil). OR, odds ratio. O p
valor foi obtido pela analise utilizando o teste Exato de Fisher seguido de correcdo de
Bonferroni. P < 0,05 foram considerados significativos.

5.5. Associacado de Haplotipos de HLA classe | e Il com as formas clinicas

A partir das associacfes individuais de cada alelo de HLA classe | e I,
avaliamos também a presenca de possiveis haplotipos envolvidos na resisténcia ou
susceptibilidade a gravidade da dengue. Sendo assim, uma vez que o alelo A*03
mostrou-se associado ao desenvolvimento da forma FDSA/Grave (Tabela 5.3) e 0os
alelos B*35 e C*04 mostraram-se associados com a contagem de plaquetas inferior a
150 mil (Tabela 5.4), buscamos avaliar possiveis associacbes do haplotipo:
A*03/B*35/C*04, A*03/B*35, A*03/C*04 ou B*35/C*04 com o quadro clinico. De
acordo com as nossas analises, ndo observamos qualquer associagao significativa
entre essas possiveis combinacdes de alelos envolvidas com a gravidade. No entanto,
observamos que o haplétipo A*03/C*04 foi visto em um paciente FD, mas com
contagem de plaquetas inferior a 150 mil. Ainda, o haplétipo B*35/C*04 foi observado
em dois pacientes FDSA/Grave e seis FD, todos com contagem de plaquetas inferior
a 150 mil.

De forma semelhante, o alelo B*15 mostrou-se associado ao desenvolvimento
de FD (Tabela 5.3) e os alelos DQA1*02 e DRB1*07 mostraram-se associados com
contagens de plaquetas superior a 150 mil (Tabela 5.4). Desta forma, buscamos
avaliar possiveis associagbes dos haplétipos: B*15/DQA1*02/DRB1*07,
B*15/DQA1*02, B*15/DRB1*07 ou DQA1*02/DRB1*07 com a forma branda da
doenca. As analises de associacdo demonstraram que o paciente KFO1 com a forma

clinica FD e contagem de plaquetas inferior a 150 mil apresentou o haplotipo
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B*15/DQA1*02/DRB1*07. O haplétipo DQA1*02/DRB1*07 foi observado em 5
pacientes FD, 4 deles apresentando contagem de plaguetas superior a 150 mil. A
tabela descritiva contendo todos os alelos de HLA classe | e Il dos pacientes

avaliados estd como anexo A.

5.6. Associacao dos Supertipos HLA-A e HLA-B com formas clinicas e contagem

de plaquetas

A classificacao dos alelos HLA-A e B em supertipos foi baseada no estudo de
Sidney e coladoradores (2008). Todos os alelos foram inicialmente apresentados com
o codigo NMDP (Programa Norte-Americano de Doadores de Medula, do inglés
National Marrow Donor Program). Nés decodificamos esse cédigo em numeros,
através da ferramenta de busca disponibilizada pelo site do Programa Nacional de
Doadores de Medula (bioinformatics.bethematchclinical.org/). Assim, os alelos de
HLA-A foram classificados em 6 supertipos A (A0O1, AO1A03, A01A24, A02, AO3 e A24)
e o HLA-B em 7 supertipos B (BO7, BO8, B27, B44, B50, B62 e B68).

Em relacdo aos supertipos A, observamos associagao entre o supertipo A03 e
contagem de plaquetas inferior a 150 mil e entre o supertipo A24 com contagem de
plaguetas superior a 150 mil (Tabela 5.5). Ndo foi observado associacdo entre 0s
supertipos A e a classificacao clinica, nem dos supertipos B com a classificacdo clinica
ou contagem de plaquetas.

Tabela 5.5. Associacéo entre supertipos de HLA classe | e contagem de plaquetas.

> 150 mil vs. < 150 mil A+R+ A-R+ A+R- A-R- OR P valor
Supertipo A03 3 15 21 13 0,124 0,003
Supertipo A24 10 8 8 26 0,406 0,030

A+, pacientes portadores do supertipo avaliado. A-, pacientes portadores de supertipos
diferentes daquele avaliado. R+, pacientes com contagem de plaquetas superior a 150 mil
(>150 mil). R-, com contagem de plaquetas inferior a 150 mil (<150 mil). OR, odds ratio. O
p valor foi obtido pela andlise utilizando o teste Exato de Fisher seguido de correcéo de
Bonferroni. P < 0,05 foram considerados significativos.

5.7. Predicéo de epitopos

Tem sido demonstrado que células T CD8+ reconhecem mais frequentemente
e vigorosamente as proteinas NS3, NS4B e NS5 do DENV, enquanto que as proteinas
do capsideo, envelope e igualmente NS3 séao alvos dominantes das células T CD4+
(Simons et al., 2005; Duangchinda et al., 2010; Weiskopt et al., 2011; Rivino et al.,
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2013; Weiskopf et al., 2013). Desta forma, a proteina NS3 dos quatro sorotipos do
DENV, assim como os alelos de HLA classe | acima de 5% de frequéncia em nossa
coorte de pacientes foram selecionados para a predicdo de peptideos (Topico 5.3,

Resultados).

Vinte peptideos distintos foram selecionados com as seguintes caracteristicas:
9 amino&cidos de comprimento (9-mer), Score proximo a 1 indicando alta
imunogenicidade dos peptideos, SMM IC50, no qual valores de SMM IC50 <50 nM
representam aqueles de alta afinidade, enquanto que entre 50<x<500 de afinidade
intermediaria. Esta analise resultou na predicdo de dois peptideos conservados
presentes nos quatro sorotipos DENV; onze peptideos semi-conservados, comuns a
dois ou trés sorotipos do DENV e sete peptideos sorotipo especificos (Tabela 5.6). O
grau de conservacdo foi dado a partir da localizacdo do peptideo em todas as
sequéncias dos diferentes peptideos disponibilizados no Banco de Dados de
Flavivirus (FLAVIAB - cvc.dfci.harvard.edu/flavi/). S6 foram considerados peptideos
gue apresentassem conservagdo maior ou igual a 95% nas sequéncias da NS3
disponibilizadas no FLAVIdB.
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Tabela 5.6. Peptideos preditos a partir da proteina ndo estrutural NS3.

Posicéao

Peptideos Tamanho?® Comeco® Fim® Score® SMM IC50(nM)® Alelos % Conservacgao'
1 KTVWFVPSI 9 358 366 0.28301 74,05-337,37 A*02, A*30 e B*58 99.72%. Todos 0s sorotipos.
2 RRGDLPVWL 9 538 546 0.17634 58.64-245 Cc*07 99,64%. Todos 0s sorotipos.
3 IMDEAHFTD 9 283 291 0.29798 104.60-278.72 A*02 e C*07 98.20%. DENV-1, 2 e 3.
4 QRRGRIGRN 9 457 465 0.28542 28.98 Cc*07 99.76%. DENV-1, 2 e 4.
5 MGEAAAIFM 9 307 315 0.32752 67.08-457.67 A*02, B*35 e C*07 99.66%. DENV-1, 3 e 4.
6 VVAAEMEEA 9 226 234 0.12727 186.02 A*02 99.93%. DENV-2, 3 e 4.
7 NMDVEIWTK 9 577 585 0.48114 107.94-226.55 Cc*07 99.53%. DENV-1 e 3.
8 IIPALFEPE 9 505 513 0.21319 268.87 A*02 99.70%. DENV-1 e 3.
9 NDWDFVVTT 9 400 408 0.30460 99.81 C*07 99.77%. DENV-2 e 3.
10 RRGRIGRNP 9 457 465 0.26448 87.33-158.98 C*07 95%. DENV-2 e 4.
11 RYLPAIVRE 9 202 210 0.21370 47.55 c*07 95.58%. DENV-1 e 2.
12 TDGPERVIL 9 436 444 0.25866 109.19 c*07 99.52%. DENV-3 e 4.
13 GDLPVWLSY 9 541 549 0.12793 310.58 Cc*07 98.71%. DENV-1 e 4.
14 SDRRWCFDG 9 559 567 0.34559 230.23 c*07 99.39%. DENV-1.
15 SGHEWVTDF 9 346 354 0.41153 90.19 C*07 97.02%. DENV-2.
16 ILTDGEERV 9 433 441 0.27691 128.27 A*02 98.96%. DENV-2.
17 NSGNEWITD 9 346 354 0.44550 115.66-444.81 C*07 93.50%. DENV-3.
18 VQKEGVFHT 9 40 48 0.22031 96.28 A*02 99.07%. DENV-3.
19 TGFDWITDY 9 346 354 0.44702 38.12-367.77 B*35 e C*07 100%. DENV-4.
20 TQAERIGEP 9 166 174 0.37623 171.61 A*02 97.67%. DENV-4.

Os peptideos foram preditos por meio da ferramenta de predi¢cdo consensus disponivel no Banco de Dados de Epitopos Imunes (IEDB). Todos os peptideos
foram preditos a partir da sequéncia de aminoacidos da proteina nao estrutural NS3 do DENV. Tamanho 2, nimero de aminoacidos que compde o peptideo.
Comeco® e Fim ¢, localizacdo do peptideo na sequéncia de amino&cido da proteina NS3. Score ¢, representa a imunogenicidade dos peptideos. SMM IC50 ¢,
representa a capacidade de ligacdo do peptideo aos seus alelos especificos. % Conservacédo, grau de conservacao, que foi dado a partir da localizagao do
peptideo em todas as sequéncias dos diferentes peptideos disponibilizados no Banco de Dados de Flavivirus (FLAVIdb).
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5.8. Avaliacdo da resposta aos diferentes estimulos, incluindo a antigeno
total de DENV-2 (0337/2008) das PBMCs de pacientes por FluoroSpot

Todos os ensaios de FluoroSpot foram realizados na presenca de meio e
anticorpo monoclonal anti-CD28, no qual avaliamos a capacidade de estimulacéo
basal das células dos pacientes e ainda, da mistura dos anticorpos monoclonais
anti-CD3 e anti-CD28, como nosso controle positivo de estimulacdo, no qual é
verificada a capacidade efetora das células dos pacientes frente a um estimulo
policlonal. Conforme demonstrado na Figura 5.3, independente da forma clinica
dos pacientes, 80% (16 de 20) deles responderam ao estimulo policlonal anti-CD3
+ anti-CD28 em relagéo ao estimulo basal meio de cultura + anti-CD28, quanto ao
namero de células formadoras de spots (SFCs) para IL-2 (A), de forma significativa
(p = 0,0004). Ainda, 89% (24 de 27) dos pacientes responderam ao IFN-y (p<
0,001) (B) e 43% (10 dos 23) responderam a Granzima B (C), mas de forma nao-
significativa, ao estimulo policlonal comparado ao estimulo basal. Portanto, esses
resultados indicam que uma grande maioria dos pacientes apresentam um status
imunologico competente, com células respondedoras ao estimulo policlonal a

resposta para o IL-2 e IFN-y, mas ndo a Granzima B.
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Figura 5.3. Células Formadoras de “Spots” (SFC) para IL-2, IFN-y e Granzima
B em células de pacientes-DENV+ apds estimulo policlonal com anti-CD3.
Nos eixos horizontais séo identificadas as condicbes de cultivo celular:
estimulacdo basal em meio na presenca de anticorpo monoclonal anti-CD28 (1
ug/ml); estimulacéo policlonal na presenca da mistura de anticorpos monoclonais
anti-CD3 (1:1000) e anti-CD28 (1 ug/ml). Em A, B e C foram representados
graficos de todos os pacientes-DENV+ nos quais a estimulacdo das células foi
feita com estimulo policlonal comparado ao basal quanto as SFC para IL-2 (n=20)
(A), IFN-y (n=27) (B) e Granzima B (n=20) (C). Barras horizontais representam a
mediana. Teste ndo-paramétrico Wilcoxon Matched Pairs (Graph Prism 6.0) foi
usado e valores de P < 0.05 foram considerados significativos.

Na Figura 5.4 temos os dados do SFC para IL-2 no qual podemos observar
em A que embora 37,5% dos pacientes, independente da forma clinica ou sorotipo
viral infectante, responderam ao antigeno DENV-2 comparado a condicao basal
de estimulacao, essa diferenca nao foi estatisticamente significativa. Em seguida,
avaliamos se agrupando os pacientes de acordo com a forma clinica existiria
alguma diferenca. Em B verificamos que 46% (6/13) dos pacientes FD, enquanto
apenas 20% (2/10) dos pacientes FDSA responderam ao antigeno DENV-2
comparado ao basal, mas essa diferenca néo foi estatisticamente significativa
(Tabela 5.7). Ainda, em relagao ao sorotipo viral infectante, observamos que 67%
(4/6) dos pacientes-DENV-1 e 28% (5/18) dos pacientes DENV-4 respondem ao
antigeno DENV-2 comparado ao basal, mas novamente essa diferenca nao foi

significativa estatisticamente (C) (Tabela 5.8).
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Figura 5.4. Células Formadoras de “Spots” (SFC) para IL-2 em células de
pacientes-DENV+ apOs diferentes estimulos. Nos eixos horizontais séo
identificadas as condi¢cdes de cultivo celular: estimulacdo basal em meio na
presenca de anticorpo monoclonal anti-CD28 (1 ug/ml); estimulacdo policlonal na
presenca da mistura de anticorpos monoclonais anti-CD3 (1:1000) e anti-CD28 (1
ug/ml) e estimulacdo antigeno especifico na presenca de Ag total DENV-2 (1:10)
e anti-CD28 (1 ug/ml). Dados de SFC para IL-2 frente ao antigeno DENV-2
comparado ao basal em que foram agrupados todos os pacientes (n=23) (A), de
acordo com a forma clinica (B) e quanto ao sorotipo viral infectante (C). Foram
testados pacientes na forma clinica FD (n=13) e na forma clinica FDSA (n=10).
Nenhum paciente na forma Grave foi testado. Em relacdo ao sorotipo viral
infectante, DENV-1 (n= 6) e DENV-4 (n= 17). Barras horizontais representam a
mediana. Teste ndo-paramétrico Wilcoxon Matched Pairs (Graph Prism 6.0) foi
usado e valores de P < 0.05 foram considerados significativos.

A mesma forma de andlise foi feita para SFC de IFN-y. Na Figura 5.5
podemos observar em A que 39% dos pacientes, independente da forma clinica
ou sorotipo viral infectante, responderam ao antigeno DENV-2 comparado a
condicdo basal de estimulacdo, essa diferenca nao foi estatisticamente
significativa. De acordo com a forma clinica, em B verificamos que 41% (7/17) dos
pacientes FD respondem ao antigeno DENV-2 comparado ao basal, e essa
diferenca foi estatisticamente significativa (p = 0,0161). Quarenta % (6/15) dos
pacientes FDSA respondem ao antigeno DENV-2, mas sem significancia
estatistica em relacdo a condicéo basal (Tabela 5.7). Em relacdo ao sorotipo viral
infectante, observamos que 37,5% (3/8) dos pacientes-DENV-1 e 40% (10/25) dos
pacientes DENV-4 responderam ao antigeno DENV-2 comparado ao basal, mas

essas diferencas nao foram estatisticamente significativas (C) (Tabela 5.8).
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Figura 5.5. Células Formadoras de “Spots” (SFC) para IFN-y em células de
pacientes-DENV+ apo6s diferentes estimulos. Nos eixos horizontais séo
identificadas as condi¢cdes de cultivo celular: estimulacdo basal em meio na
presenca de anticorpo monoclonal anti-CD28 (1 ug/ml); estimulacéo policlonal na
presenca da mistura de anticorpos monoclonais anti-CD3 (1:1000) e anti-CD28 (1
ug/ml) e estimulacéo antigeno especifico na presenca de Ag total DENV-2 (1:10)
e anti-CD28 (1 ug/ml). Dados de SFC para IFN-y frente ao antigeno DENV-2
comparado ao basal em que foram agrupados todos os pacientes (n=32) (A), de
acordo com a forma clinica (B) e quanto ao sorotipo viral infectante (C). Foram
testados pacientes na forma clinica FD (n=17) e na forma clinica FDSA (n=15).
Nenhum paciente na forma Grave foi testado. Em relacdo ao sorotipo viral
infectante, DENV-1 (n= 8) e DENV-4 (n= 24). Barras horizontais representam a
mediana. Teste ndo-paramétrico Wilcoxon Matched Pairs (Graph Prism 6.0) foi
usado e valores de P < 0.05 foram considerados significativos.

Por fim, a andlise foi feita para SFC de Granzima B. Na Figura 5.6 podemos
observar em A que 23% dos pacientes, independente da forma clinica ou sorotipo
viral infectante, respondam ao antigeno DENV-2 comparado a condi¢éo basal de
estimulacao, essa diferenca néo foi estatisticamente significativa. De acordo com
a forma clinica, em B verificamos que 21% (3/14) dos pacientes FD e 25% (3/12)
dos pacientes FDSA respondem ao antigeno DENV-2 comparado ao basal
(Tabela 5.7). Essas diferencas ndao foram estatisticamente significativas. Em
relacéo ao sorotipo viral infectante, 50% (2/4) dos pacientes-DENV-1 e 18% (4/22)
dos pacientes DENV-4 respondem ao antigeno DENV-2 comparado ao basal, mas

essas diferencas nao foram estatisticamente significativas (C) (Tabela 5.8).
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Figura 5.6. Células Formadoras de “Spots” (SFC) para Granzima B em
células de pacientes-DENV+ ap0s diferentes estimulos. Nos eixos horizontais
sao identificadas as condi¢cBes de cultivo celular: estimulacdo basal em meio na
presenca de anticorpo monoclonal anti-CD28 (1 ug/ml); estimulag&o policlonal na
presenca da mistura de anticorpos monoclonais anti-CD3 (1:1000) e anti-CD28 (1
ug/ml) e estimulacao antigeno especifico na presenca de Ag total DENV-2 (1:10)
e anti-CD28 (1 ug/ml). Dados de SFC para IFN-y frente ao antigeno DENV-2
comparado ao basal em que foram agrupados todos os pacientes (n=26) (A), de
acordo com a forma clinica (B) e quanto ao sorotipo viral infectante (C). Foram
testados pacientes na forma clinica FD (n=14) e na forma clinica FDSA (n=12).
Nenhum paciente na forma Grave foi testado. Em relacdo ao sorotipo viral
infectante, DENV-1 (n= 4) e DENV-4 (n= 22). Barras horizontais representam a
mediana. Teste ndo-paramétrico Wilcoxon Matched Pairs (Graph Prism 6.0) foi
usado e valores de P < 0.05 foram considerados significativos.
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Tabela 5.7. Numero de células formadoras de “Spots” de IL-2, IFN-y e Granzima B
dos pacientes DENV+ frente aos diferentes estimulos de acordo com a forma clinica
do paciente-DENV+

Numero de Células Formadoras de Spots (SFCs) por 106 PBMCs

IL-2 IFN-y Granzima B |
Meio aCD3 DENV-2 | Meio aCD3  DENV-2 | Meio aCD3  DENV-2
N
AFS - - 7 - 17 0 7
DV-21 0 - 10 100 - 125 - -
GCS 2 1250 5 1 935 3 0 7 0
MCFV - - - 7 1262 25 0 530 7
LJL 5 - 0 0 - 0 - - -
JGS 15 245 9 8 487 3 28 2 22
SSS 3 738 7 5 592 4 2 77 2
YA - - - 17 517 22 2 0 5
NML - - 10 - 15 0 - 0
AGS 0 - 10 10 - 0 - - -
ENA 1 73 0 0 680 7 1 1 0
LBO 0 0 1 0 80 1 0 0 0
DCM 0 30 0 1 1825 8 0 3 0
LEHB 0 1388 2 5 1663 22 0 10 0
HRBS 0 0 0 2 222 2 0 0 0
KF 0 129 2 2 697 15 2 10 0
AF 0 45 0 5 1510 9 0 0 0
Mediana 0 101 2 5 688 8 0 2,5 0
[25-75%] [0-3]  [22-866] [0-8] [1-9]  [495-1448] [3-20] [0-2] [0-10] [0-6]
Resp. 46,1% 41% 21,4%
FDSA
GBS 10 624 17 22 908 32 40 929 51
CA 50 2620 78 132 1832 71 8 1227 3
CS 0 187 5 25 1337 2 - - -
ES 0 70 0 0 134 0 7 12,5 10
ABS 10 525 2,5 10 372 2 5 215 15
RC 10 130 17,5 2 427 20 - - -
LSF - - - 7 292 17 2 12,5 5
NRP - - - 30 - 60 25 - 15
DV-09 2 0 0 5 1 2 0 0 0
DV-10 0 0 2 10 10 2 -
HAA 0 20 0 2 416 7 0 0 0
MTC 5 10 0 2 289 5 0 0 0
LSSC - - - 0 27 7 0 0 3
RDTN - - - 5 1112 5 0 0 0
ELA - - 10 1022 0 0 0 0
Mediana 4 100 2,5 5 39%4 5 1 0 3
[25-75%] [0-10]  [8-550] [0-17] [2-10]  [107-394] [2-20] [0-8] [0-215] [0-14]
Resp. 20% 40% 25%

FD, Febre do Dengue. SA, Sinais de Alarme. Resp., Respondedores. Os pacientes foram divididos de
com acordo classificagdo clinica (OMS, 2009). Valores em negrito correspondem aos pacientes
respondedores ao antigeno. O critério utilizado para a caracteriza¢do dos respondedores foi que o valor
de SFCs frente ao antigeno DENV-2 ser no minimo duas vezes maior que o observado nas condiges
sem estimulagdo (Meio). Foram adicionados CD28 em todas as condigbes de teste. Tragos (-)
representam condigbes ndo testadas. Respondedores (%) representam a frequéncia de respondedores
dentro do n testado. As condigdes de estimulo consistiram em: meio com anti-CD28 (1 ug/ml) para a
condigao ndo estimulada; Ag total DENV-2 (1:10) com anti-CD28 (1 ug/ml), para o estimulo teste; ou,
anti-CD3 (1:1000) com anti-CD28 (1 ug/ml), como o estimulo policlonal.
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Tabela 5.8. Numero de células formadoras de “Spots” de IL-2, IFN-y e Granzima B
dos pacientes DENV+ frente aos diferentes estimulos de acordo com o sorotipo viral
infectante do paciente-DENV+

Numero de Células Formadoras de Spots (SFCs) por 106 PBMCs

IL-2 IFN-y Granzima B |
Meio aCD3 DENV-2 | Meio aCD3  DENV-2 | Meio aCD3  DENV-2

DENV-1

AFS - - 7 - 17 0 - 7
DV-21 0 10 100 - 125 - - -
DV-42 5 - 10 15 - 5 - - -
GCS 2 1250 5 1 935 3 0 7 0
MCFV - - - 7 1262 25 0 530 7
LJL 5 - 0 0 - 0 - - -
DV-09 2 0 0 5 1 2,5 0 0 0
DV-10 0 0 2 10 10 2,5 - - -
Mediana 2 0 4 7 472 4 0 7 4
[25-75%] [0-5]  [0-1250] [0-10] [2-14] [3-1181] [2-23] [0-0] [0-530] [0-7,5]
Resp. 67% 37,5% 50%
DENV-2

ASB 10 525 2 10 372 2 5 215 15
AGS 0 - 10 10 - 0 - - -
CA 50 2620 78 132 1832 71 8 1227 3
CS 0 187 5 2 1337 2 - - -
ES 0 70 0 0 134 0 75 12 10
GBS 10 624 17 22 908 32 40 929 51
JGS 155 245 9 8 487 3 28 2 22
LFS - - - 7 292 17 2 12 5
NML 10 - 15 0 - 0
NRP - - - 30 - 60 25 15
RC 10 130 17 2 427 20 - - -
SSS 3 738 7 5 592 4 2 77 2
VA - - - 17 517 22,5 2 0 5
ENA 1 73 0 0 680 7 1 1 0
LBO 0 0 1 0 80 1 0 0 0
DCM 0 30 0 1 1825 8 0 3 0
LEHB 0 1388 2 5 1663 22 0 10 0
HRBS 0 0 0 2 222 2,5 0 0 0
KF 0 129 2 2 697 15 2 10 0
AF 0 45 0 5 1510 9 0 0 0
HAA 0 20 0 2 416 7 0 0 0
MTC 5 10 0 2 289 5 0 0 0
LSSC - - - 0 27 7 0 0 3
RDTN 5 1112 5 0 0 0
ELA - - - 10 1022 0 0 0 0
Mediana 0 129 2 5 555 7 0 1,5 0
[25-75%] [0-10]  [25-574] [0-9] [2-10]  [292-1169] [2,5-19] [0-6] [0-12] [0-6]
Resp. 28% 40% 18%

Resp., Respondedores. Os pacientes foram divididos de com acordo do o sorotipo prevalente da
epidemia nas quais foram coletadas as amostras. Valores em negrito correspondem aos pacientes
respondedores ao antigeno. O critério utilizado para a caracterizagdo dos respondedores foi que o valor
de SFCs frente ao antigeno DENV-2 ser no minimo duas vezes maior do que o observado nas condi¢des
de ndo estimulagéo (Meio). Foram adicionados CD28 em todas as condi¢des de teste. Tragos (-)
representam condigdes ndo testadas. Respondedores (%) representam a frequéncia de respondedores
dentro do n testado. As condigdes de estimulo consistiram em: meio com anti-CD28 (1 ug/ml) para a
condigao ndo estimulada; Ag total DENV-2 (1:10) com anti-CD28 (1 ug/ml), para o estimulo teste; ou,
anti-CD3 (1:1000) com anti-CD28 (1 ug/ml), como o estimulo policlonal.
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5.9. Associacédo entre alelos de HLA e resposta de IL-2, IFN-y e Granzima B
dos pacientes DENV+ frente aos estimulos DENV-2 Ag e anti-CD3 por
FluoroSpot

Ao avaliarmos a associacdo dos alelos de HLA classe | e Il com a
capacidade dos pacientes infectados com o DENV de serem responsivos ou n&do
ao antigeno total de DENV-2, observamos associacdo do alelo HLA-C*03 com
pacientes que foram responsivos ao Ag DENV-2 quanto a liberagdo de Granzima
B (p=0.015) (Tabela 5.9).

Tabela 5.9. Associagéo entre alelos HLA e a liberagdo de Granzima B frente a
estimulo com Ag DENV-2 em pacientes infectados pelo DENV

Resp. vs. Nao Resp. A+R+ A-R+ A+R- A-R- OR P valor

HLA-C*03 4 2 2 17 0,17 0,015

A+, pacientes portadores do alelo avaliado. A-, pacientes portadores de alelos diferentes
daguele avaliado. R+, pacientes respondedores ao Ag total do DENV-2. R-, pacientes néo
respondedores ao Ag Total de DNEV-2. OR, odds ratio. O p valor foi obtido pela analise
utilizando o teste Exato de Fisher seguido de correcdo de Bonferroni. P < 0,05 foram
considerados significativos.

5.10. Avaliacao do status de diferenciacdo dos linfécitos T apoés diferentes
estimulos, incluindo antigeno total de DENV-2 (0337/2008), recuperadas do

Fluorospot, por Citometria de Fluxo

Como explicado no topico 3.10 da Metotodologia, foi realizada a
fenotipagem dos linfécitos T recuperados da metodologia de Fluorospot apdés a
etapa de estimulacdo com meio, estimulo policlonal anti-CD3 e com Ag total
DENV-2. Todas as condicbes com a adicdo do co-estimulo anti-CD28. A
estratégia de gate, tanto para linfécitos T CD4+, quanto para T CD8+, foi realizada
conforme mostrado na Figura 5.7. Desta forma, foi observado uma diminui¢cdo na
frequéncia de linfécitos T CD4+ naive (CD45ROMYCCR7PSCD62LPS) quando
comparadas as condi¢des de estimulo com anti-CD3 e meio (Meio: 68,5 + 11 vs
anti-CD3: 66,4 + 10; p=0,0465), assim como um aumento na frequéncia de
linfécitos T CD4+ de memoria efetora/ efetor (CD45ROPSCCR7M9CD62L"eY)
guando comparadas as condi¢des de estimulo com DENV-2 Ag e meio (Meio:
11,7 + 6 vs DENV-2: 15,3 = 7,6; p=0,0024). O mesmo nao foi observado para o
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perfil de memdéria central (CD45ROPSCCR7PSCD62LP%%) quando comparadas as

condicoes de estimulo, conforme mostrado na Figura 5.8.

Quando avaliamos a frequéncia dos perfis de linfocitos T CD8+,
observamos um aumento na frequéncia de linfécitos T CD8 de memoaria efetora/
efetor (CD45ROPSCCR7"9CD62L"®9) quando comparadas as condicdes de
estimulo com anti-CD3 e meio (Meio: 23,8 + 6,5 vs anti-CD3: 25,9 = 5,5;
p=0,0436). Nao foi observado diferenca nas frequéncias dos perfis de linfécitos T
CD8+ naive (CD45ROM™ICCR7PSCD62LP) e de memoéria central
(CD45RQOPOSCCR7PoSCD62LP°s) quando comparadas as condicbes de estimulo.

Dados mostrados na Figura 5.8.
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foi utilizado o software FlowJo.
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5.11. Correlacdo entre os status de diferenciagcdo de linfocitos T com a
contagem de spots de IL-2, IFN-y ou Granzima B ap6s estimulo com antigeno
total de DENV-2 (0337/2008) em pacientes

Para avaliar possiveis associacdes entre os status de diferenciacdo dos
linfocitos T e padréo de liberacdo de IL-2, IFN-y e Granzima B destas células apos
0 estimulo com o DENV-2 Ag, realizamos a analise de correlacdo entre estes
parametros. No entanto, ndo foi observado nenhuma associacdo entre os perfis

de linfécitos T com o nimero de SFCs de IL-2, IFN-y e Granzima B.

5.12. Associacgéo entre alelos HLA classe | e Il com a variagdo na frequéncia
de células com status de diferenciacdo distintos apdés estimulo com
antigeno total de DENV-2

Primeiramente, classificamos as frequéncias celulares como variaveis,
aquelas que apresentassem uma razao entre as frequéncias nas condicdes de
estimulo com DENV-2 e na condicdo de meio, maior que 1,2. Ao associarmos a
variacdo dos perfis de diferenciacéo dos linfécitos T apds estimulo com antigeno
total de DENV-2 (DENV-2 Ag) com diferentes alelos de classe | e Il, observamos
gue o alelo B*58 esté relacionado com a ndo variacao na frequéncia de linfocitos
T CD4+ de memodria efetora (CDR45R0OPs CCR7"9 CD62L"*Y) apds estimulacdo
com Ag Total de DENV-2 (Dados na Tabela 5.10). Em relacdo aos linfécitos
TCD8+, nao foi observado nenhuma associacao entre os perfis de diferenciacéo

e os alelos.

Tabela 5.10. Associacédo entre alelos HLA e a frequéncia de perfis de diferenciacao
de pacientes infectados pelo DENV

Variavel vs. Ndo Variavel. A+R+ A-R+ A+R- A-R- OR P valor

HLA-B*58 0 7 3 2 0,0 0,045

A+, pacientes portadores do alelo avaliado. A-, pacientes portadores de alelos diferentes
daquele avaliado. R+, pacientes com variacdo na frequéncia maior que 1,2 apoés
estimulagcdo com Ag Total de DENV-2. R-, com varia¢ao na frequéncia menor que 1,2 apos
estimulacdo com Ag Total de DENV-2. OR, odds ratio. O p valor foi obtido pela analise
utilizando o teste Exato de Fisher seguido de correcdo de Bonferroni. P < 0,05 foram
considerados significativos.
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6 — DISCUSSAO

Nosso estudo foi composto de 60 pacientes provenientes de trés epidemias
ocorridas nos anos de 2010, 2011 e 2013. Cada uma dessas epidemias foi
caracterizada pela prevaléncia de um determinado sorotipo viral. Assim, em 2010
a prevaléncia foi do DENV-2, em 2011 DENV-1, e em 2013 DENV-4. A escolha
desse painel de pacientes infectados por diferentes sorotipos se deu, inicialmente,
com o objetivo de avaliar tanto a resposta celular especifica, como a resposta
celular cruzada, uma vez que utilizariamos antigeno viral proveniente do DENV-
2. De forma interessante, esse painel epidémico em que ha diferentes
prevaléncias de sorotipos e também de formas clinicas, nos permitiu, ainda que
de forma preliminar, correlacionar e associar sorotipos e formas clinicas com a
frequéncia génica de moléculas de MHC HLA de classe | e Il e com a resposta

celular T dos pacientes.

Relembrando, dentre os fatores envolvidos na fisiopatologia da dengue, o
sorotipo viral é um deles. Fried e colaboradores (2010) observaram que o DENV-
2 parece estar associado com FHD grau | quando comparado com DENV-1. Em
relacdo a andlise de infeccbes secundarias, eles observaram que DENV-2 e 3
eram duas vezes mais relacionados com FHD do que o DENV-4. No entanto, Yung
e colaboradores (2015) avaliaram diferencas entre manifestacées clinicas,
parametros laboratoriais e risco de desenvolvimento da forma grave da dengue
com o sorotipo viral. Os autores discutem o risco potencial de pacientes infectados
pelo DENV-1 a desenvolver a forma grave quando comparados a pacientes
infectados pelos DENV-2 ou DENV-3, indicando diferenga na viruléncia do
sorotipo viral (Yung et al., 2015).

Nossa equipe publicou em 2012 um estudo com pacientes oriundos do
Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro durante as epidemias de 2007-2008, com
prevaléncia dos sorotipos DENV-2 e DENV-3. Nesta epidemia, 45,2% pacientes
foram classificados como FD e 54,8% como FDSA/Grave (de-Oliveira Pinto et al.,
2012). Em outro estudo do nosso grupo, durante as epidemias de 2010-2011 nos
mesmos estados brasileiros, ocorreu predominancia dos sorotipos DENV-1, 2 e 3,
e foi observado 56% de pacientes FD, 24% FDSA e 20% Grave (Torrentes-

Carvalho et al., 2014). Mais recentemente, em estudo ainda n&o publicado pelo
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nosso grupo, durante epidemia de 2013 com prevaléncia de DENV-4, dos 181
pacientes com diagnostico laboratorial confirmado, 125 pacientes foram
classificados como FD (70%),54 como FDSA e apenas 2 casos graves (30%).
Portanto, comparando-se as trés epidemias realizadas nos mesmos estados, a
incidéncia da forma clinica FD foi maior nos pacientes infectados pelo DENV-4
(70%) comparado aos demais sorotipos (DENV-2 e -3, 45,2% e DENV-1, -2 e -3,
56%). Thomas e colaboradores em seu estudo realizado com pacientes infectados
pelo DENV-4, observaram que 67,3% dos pacientes apresentaram a forma clinica
dengue sem complicacdes, 17,1% com gravidade intermediaria, e 15,8% com a
forma grave (Thomas et al., 2014), confirmando que a infeccdo pelo DENV-4 &

caracterizada por formas clinicas brandas da doenca.

Em relacdo aos parametros laboratoriais, dos 60 pacientes avaliados o
grupo FDSA/Grave apresentou trombocitopenia mais acentuada, com
significancia estatistica, comparado ao grupo FD. Ainda, a contagem de plaquetas
foi correlacionada inversamente com dias de doenca, confirmando que a
trombocitopenia € de fato um parametro laboratorial importante no
acompanhamento da evolucéo clinica de gravidade da dengue. Contudo, estudos
indicam que a contagem de plaquetas raramente é associada ao aparecimento de
hemorragias na FD, mas parece contribuir ao aparecimento de manifestacdes
hemorragicas em casos em que ha maiores complicacdes, com extravasamento
plasmatico e choque (Srikiatkhachorn & Green, 2010). Diferentes mecanismos
tém sido propostos para explicar a trombocitopenia associada ao DENV, dentre
eles a diminuicao da producéo de novas plaquetas devido a infec¢éo de células
progenitoras ou estromais, consumo aumentado de plaquetas em consequéncia
da ativacao do sistema complemento, presenca de anticorpos anti-NS1, anti-prM
e anti-E que formam complexos-imunes com antigenos virais presentes na
superficie de plaquetas levando a um aumento a fagocitose e lise de plaquetas e
ainda, comprometimento de moléculas relacionadas a coagulacdo (revisado por
Azeredo et al., 2015) por meio de complexos imunes contendo antigeno de DENV
presentes na superficie de plaquetas, o que leva a um mecanismo de aumento da
destruicéo plaquetéaria. Sendo assim, trombocitopenia e disfuncdo plaquetéaria sao
comumente observadas nos casos de dengue e sdo parametros importantes a

serem observados para acompanhamento da evolucéo clinica do paciente.
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Outro parametro laboratorial importante € a contagem de leucdcitos.
Estudos mostram que no inicio da doenca, tanto por infecgbes primarias quanto
secundarias, ocorre leucopenia, concomitantemente com uma linfocitopenia, mas
com aumento de linfécitos T atipicos, que poderiam estar relacionados ao
processo de supressao da medula 6ssea durante a fase aguda da dengue (Jameel
et al., 2012). No entanto, em nossos pacientes, ndo observamos diferenca
estatistica entre a contagem absoluta de leucdcitos, nem em relacdo ao
percentual de linfécitos T CD4* e TCD8* entre os grupos FD e FDSAGrave,
provavelmente devido a nossa coorte ser formada por pacientes infectados por

sorotipos distintos.

7

O envolvimento hepatico na dengue também é bastante comum e
geralmente se manifesta pela hepatomegalia e/ou pelo aumento das
transaminases (Lee et al., 2012). Além disso, hepatomegalia e dor ou
sensibilidade no figado sdo sintomatologias consideradas como sinais de alarme
(OMS, 2009). Na dengue grave, a ocorréncia de insuficiéncia hepética fulminante
tem sido causa de morte em criancas (Roy et al., 2013). As lesbes hepéticas na
dengue podem estar relacionadas a efeitos diretos do virus ou indiretamente pela
ativacdo da resposta imune antiviral do hospedeiro no tecido hepético onde a
existéncia de antigenos virais ja foi demonstrada (Pévoa et al., 2014), levando ao
comprometimento circulatério, acidose metabdlica, hipoxia por hipotensdo e/ou
derrame vascular (Iltha et al., 2005). Em nosso estudo, pacientes FDSA/Grave
apresentaram aumento de ambas as transaminases (ALT e AST) em relacdo aos
pacientes FD. Nas analises de correlacdo entre os parametros laboratoriais,
observamos que as transaminases foram inversamente correlacionadas com a
contagem de plaguetas, ressaltando que a contagem de plaquetas e as dosagens
de AST/TGO e ALT/TGP séo parametros potenciais no prognostico da dengue.
Desta forma, corroboramos trabalhos anteriores que indicam que trombocitopenia
acentuada e presenga de niveis elevados das transaminases, constituem

parametros potenciais ao prognostico da dengue.

Além desses parametros, estudos vem demonstrando uma associacao da
frequéncia génica de determinados alelos das moléculas de HLA classe | e Il em
pacientes infectados naturalmente pelo DENV com susceptibilidade ou

resisténcia ao desenvolvimento das formas graves da dengue. Embora
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atualmente um numero importante de dados ja tenha sido publicado sobre o
tema, cabe ressaltar que a frequéncia génica desses alelos € altamente variavel
entre as diferentes populagbes mundiais. Portanto, a associacdo entre
susceptilidade/resisténcia as formas graves com determinados alelos de HLA de
uma determinada populacédo, pode ndo ser confirmada em outras. Ainda, no
Brasil sdo poucos estudos envolvendo esse tema. Até o momento, apenas 4
estudos foram realizados na populacéo brasileira (Alencar et al., 2013; Polizel el
al., 2004; Cardozo et al., 2014; Monteiro et al., 2012). Polizel e colaboradores
(2004) observaram associacdo da frequéncia do HLA-DQ1 em pacientes FD
oriundos do Parana quando comparados aos controles. Monteiro e
colaboradores (2012) observaram associacao entre o alelo A*01 com a FHD,
enquanto que o alelo A*31 foi associado a resisténcia em pacientes oriundos do
Rio de Janeiro. Alencar e colaboradores (2013) em uma coorte de 187 pacientes
de Pernambuco, observaram que o alelo B*44 foi associado com o aumento da
susceptibilidade a FHD em resposta a infec¢do pelo DENV-3, enquanto que 0s
alelos B*07 e DR*13 foram associados com resisténcia a infec¢cdo secundaria
por DENV-3. Mais recentemente, Cardozo e colaboradores (2014) observaram
em uma coorte de 95 pacientes infectados pelo DENV-3 no Parana, que o alelo
DQB1*06:11 poderia ser um fator de susceptibilidade a infec¢ao, enquanto que

os alelos DRB1*11 e DQA1*05:01, atuariam como fatores de resisténcia.

Como parte de nossos objetivos, foram genotipados os loci HLA-A, HLA-
B, HLA-C, HLA-DQA1, HLA-DQB1 e HLA-DRB1 de 59 pacientes com dengue do
Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro. Os alelos considerados mais frequentes
foram aqueles com frequéncia génica acima de 5% (Nguyen et al., 2008). Dentre
os alelos HLA-A, os mais frequentes foram HLA-A*02, *30, *24, *03, *23 e *01;
dentre os HLA-B, HLA-B*51, *35, *44, *15, *07, *58 e *40; e dentre os HLA-C,
HLA-C*07, *04, *03, *06, *15, *08 e *05. Em relacdo aos alelos HLA classe I,
dentre os HLA-DQA1, os mais frequentes foram HLA-DQA1*01, 05, 03 e 02;
dentre os HLA-DQB1, DQB1*03, *02, *06, *05 e *04; e dentre HLA-DRB1, os
HLA-DRB1*13, *04, *03, *07, *11, *01, *15 e *16. Estudo envolvendo pacientes
de uma epidemia de DENV-3 em Recife, Pernambuco (Alencar et al., 2013),
mostrou frequéncias de alelos de HLA classe | e Il semelhantes as observadas

em nosso trabalho.
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Comparamos nossas frequéncias as disponibilizadas no Banco de Dados
de Frequéncias Alélicas (AFND, do inglés Allele Frequency Net Database)
(www.allelefrequencies.net/) (Gonzalez-Galarza et al., 2015). De acordo com 0s
dados disponibilizados pelo REDOME do Rio de Janeiro (n=139322), os alelos
mais frequentes foram HLA-A*02 (0,2482); B*35 (0,1092); B*44 (0,1152);
DRB1*01 (0,1031); DRB1*04 (0,1169); DRB1*07 (0,1380); DRB1*11 (0,1171);
DRB1*13 (0,1401) e DRB1*15 (0.1072). De modo semelhante, em relagdo aos
dados disponibilizados pelo REDOME do Mato Grosso do Sul (n=95667),
observamos que os alelos mais frequentes foram HLA-A*02 (0,2533); A*24
(0,1022); B*35 (0,1185); B*44 (0.1025); DRB1*04 (0,1136); DRB1*07 (0,1201);
DRB1*11 (0,1123) e DRB1*13 (0.1286). Os dados de frequéncias obtidos em
nossa populacdo de estudo foram semelhantes aos observados nos dois

estados, portanto, representam as observadas no territério brasileiro.

De acordo com nossas analises de associagao, o alelo A*03 foi associado
a maior susceptibilidade ao desenvolvimento da FDSA/Grave, enquanto que o
alelo B*15, estaria mais associado a FD. Em relacdo a trombocitopenia, os alelos
B*35 e C*04 seriam mais frequentes naqueles pacientes com contagem de
plaguetas inferior a 150 mil/mm3, enquanto que os alelos DQA1*02 e DRB1*07
estariam associados aos pacientes com contagem de plaquetas superior a 150
mil/mm3. Em Cuba, dados de Paradoa Pérez e colaboradores (1987) observaram
gue o alelo A*01 estava fortemente associado ao desenvolvimento da FHD,
enquanto que o A*29 estava associado a resisténcia a FHD em uma coorte de
82 pacientes. Ainda em Cuba, Sierra e colaboradores (2007) avaliaram 120
pacientes e observaram que os alelos A*31 e B*15 foram associados com
susceptibilidade a FHD e que os alelos DRB1*04 e DRB1*07 foram associados
com resisténcia a FHD. LaFleur e colaboradores (2002) também observaram
associacdo do alelo DRB1*04 com resisténcia a FHD em 47 pacientes
mexicanos. Contrariamente ao observado por Sierra e colaboradores (2007), o
alelo B*15 na nossa populagéo de estudo foi associado a forma branda. Em
nosso estudo o DRB1*07 foi associado a pacientes com contagem de plaquetas
superior a 150 mil/mm3, portanto, relacionado a um perfil mais brando da doenca.
Alguns dados sdo comparaveis aos Nnossos, mas outros, ndo apresentam

similaridade. A frequéncia génica desses alelos de HLA variam
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consideravelmente em cada regido geogréfica e, portanto, a influéncia desses
genes na dengue deve ser avaliada por regido. Ainda, é sugerido que estudos
envolvendo o papel de alelos de HLA na dengue tenham que levar em
consideracao o sorotipo e o tipo de infeccdo (Alencar et al., 2013). Por fim,
analises desses alelos em alta resolucéo poderia explicar diferencas observadas

entre os estudos.

Genes do HLA classe | sdo extremamente polimorficos e podem codificar
milhares de alelos, resultando em variantes funcional- e estruturalmente
distintos. Essa caracteristica polimérfica afeta diretamente a sequéncia de
aminoacidos especificos que formam as bolsas (A-F) e que vdo acomodar
peptideos na fenda de ligacdo presente na molécula de HLA classe |. Desta
forma, a sequéncia de peptideos antigénicos ligados as diferentes moléculas de
HLA classe | identificam grupos de alelos ou supertipos que apresentam
sequéncias comuns na apresentacdo de pequenos peptideos ou supermotivos
antigénicos compartilhando estruturas similares (Sidney et al., 2008).
Recentemente, Vejbaesya e colaboradores (2015) analisaram associacdes com
supertipos de HLA classe | em 440 criancas tailandesas hospitalizadas. Os
autores observaram que o supertipo B44 estava relacionado a resisténcia a FHD
em infec¢cdes secundarias, enquanto que os supertipos A02 e A01/03 foram
associados com a forma FD comparado aos controles. Nos também realizamos
a analise de supertipos na nossa populacédo de estudo. O alelo HLA-A*Q3 foi o
mais frequente entre o grupo de pacientes expressando o supertipo A03,
enquanto que os alelos HLA-A*23 e A*24 foram mais frequentes no supertipo
A24. Ainda, o supertipo A03 foi associado a pacientes com contagem de
plaquetas inferior a 150 mil/mm3, enquanto que o supertipo A24 foi associado
aqueles com contagem de plaquetas superior a 150 mil/mm3. Portanto, ndo
vimos semelhanca entre nossos dados e os dados da populacdo do estudo da
populacédo tailandesa. Baseando-se em todas as analises de associacao feitas
em nossa populacdo, chegamos a conclusdo de que os alelos HLA-B*15,
DQA1*02, DRB1*07 e o supertipo A24 estariam associados a um bom
prognostico clinico, enquanto que os HLA-A*03, B*35, C*04 e o supertipo A03
estariam associados a um mau prognostico. De forma interessante, um paciente

FD e contagem de plaquetas inferior a 150 mil apresentou o haplétipo
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B*15/DQA1*02/DRB1*07 e 5 pacientes FD, 4 deles apresentando contagem de
plaguetas superior a 150 mil e apresentaram o haplotipo DQA1*02/DRB1*07 o
gue sugere que estes alelos podem, de fato, estar envolvidos com o desfecho

da doenca.

No caso da dengue, é detectado uma imunidade parcial de reatividade-
cruzada contra sorotipos heterélogos através da resposta de linfocitos T CD8 em
infec¢des secundarias (Green & Rothman, 2006), que podem estar relacionados
com a apresentacao antigénica via HLA classe | de epitopos conservados entre
0s 4 sorotipos. Sendo assim, foi observado que o supertipo A24 tem como alvo
sequencias variaveis do proteoma do DENV que ndo sdo conservadas entre 0s
sorotipos (Hertz et al., 2011). A associacdo encontrada em nossa populacéo
envolvendo este supertipo estaria relacionada com uma caracteristica de doenca
branca, ou seja, relacionado a um bom progndéstico, Uma vez que o alelo
representante de maior frequéncia do supertipo A24 em nossa populacédo de
estudo foi 0 A*24, contrariamente ao carater protetor associado a plaquetas
observado em nosso estudo, um estudo observou que respostas de linfocitos T
HLA-A*24 especifico apresentou baixa frequéncia e magnitude de resposta apés
serem estimuladas com pool de peptideos DENV-especificos (Weiskopf et al.,
2013). Além disso, este alelo estaria relacionado com susceptibilidade a forma
grave da dengue na populacdo da Jamaica (Brown et al., 2011), do Vietna (Loke
et al., 2001; Nguyen et al., 2008) e do Sri Lanka (Malavige et al., 2010).

Em estudos como estes que visam definir frequéncias alélicas de HLA em
uma determinada populacdo e ainda, associar essas frequéncias a
resisténcia/susceptibilidade a forma grave da dengue ou de qualquer outra
doenca, geram dados diferentes e algumas vezes, discordantes como mostramos
quadros 1.1 e 1.2, e como foi brevemente discutido no paragrafo anterior. Isso se
deve em parte, a utilizacdo de diferentes metodologias de tipagem alélica com
variacdo de resolucado, além de fatores externos como os ambientais, étnicos e
epidemiologicos que limitam uma comparacao global entre os dados (Vejbaesya
et al. 2015). Os dados obtidos neste trabalho representam uma tentativa de
melhorar o entendimento da associacdo de moléculas de HLA na dengue e
também, de definir peptideos imunogénicos como perspectiva de continuagao
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deste projeto. Esses dados precisam ser confirmados e para isso pretendemos

aumentar o nUmero de analises.

O papel dos linfécitos T no controle da dengue tem sido demonstrado por
varios grupos que correlacionam a resposta efetora celular T com a expressao de
certas moléculas de HLA (Malavige et al., 2011; Stephens et al., 2002; Loke et al.,
2001; Appanna et al., 2010). Para as respostas restritas ao HLA do MHC de classe
I, tem sido demonstrado que diferentes variantes alélicas estdo associadas com
diferentes magnitudes da resposta anti-DENV e que alelos de HLA associados ao
aumento do risco ao desenvolvimento das formas graves sdo associados com
uma resposta de linfocitos T CD8 menos efetora (Weiskopf et al., 2013). De forma
similar, certos alelos de HLA do MHC de classe Il foram descritos como protetores
das formas graves (Alagarasu et al., 2013; Cardozo et al., 2014).

A caracterizacdo de epitopos do DENV especificos para linfécitos T CD8
tem sido realizada, quase que exclusivamente, utilizando peptideos sintéticos com
sequéncias obtidas a partir de algoritmos que fazem a predicdo mediante a
capacidade de ligacdo do peptideo as moléculas de MHC classe | (Weiskopf et
al., 2013) ou testando pools de peptideos sobrepostos organizados em matrizes.
Epitopos especificos para linfécitos TCD8+ originados de patdogenos sao
geralmente organizados em hierarquias baseadas na magnitude da resposta. A
imunodominancia refere-se a capacidade de restricdo de linfocitos T especificos
a um numero limitado de epitopos oriundos de um antigeno proteico complexo. A
imunodominancia depende de multiplas etapas, dentre elas a captacdo do
antigeno e seu processamento proteolitico gerando peptideos apresentados pelas
APCs, variacbes especificas individuais do repertério do TCR que afetam a
selecdo do complexo peptideo-MHC e ainda, a forma como esse antigeno é
liberado que é diferente numa infeccdo natural ou em caso de imunizacdes
(Baumgartner & Malherbe, 2011). Através de ferramentas de bioinformatica é
possivel realizar uma predi¢do de epitopos das células T considerando a for¢a de
interacdo entre peptideos, no nosso caso, predominantemente expressos em
regides conservadas do DENV, e o tipo de molécula de MHC, mas né&o considera
etapas precedendo o0 processamento e transporte antigénico ou a interacao entre
o complexo MHC ll-peptideo e o TCR (Bryson et al., 2010). Os epitopos

imunodominantes ndo sao, necessariamente, os mais protetores (Remakus et al.,

81



2012) nos ensaios in vitro e a relagéo entre especificidade e reatividade-cruzada
pode ser significante no balangco de uma resposta imunopatogénica e

imunoprotetora na infeccao pelo DENV (Piazza et al., 2014).

Tem sido descrito que a proteina ndo estrutural NS3 contém o maior
numero de epitopo imunogénicos (31% do total) quando comparada as outras 9
proteinas do DENV (Duangchinda et al., 2010; Vaughan et al., 2010; Weiskopf et
al., 2013; Rivino et al., 2013). Sendo assim, nossa predicdo de peptideos restritos
ao HLA classe | aos linfocitos T CD8 foi realizada utilizando sequéncias da
proteina NS3, e a partir dai obtivemos 20 peptideos distintos, os quais dois eram
conservados presentes nos quatro sorotipos; onze semi-conservados, comuns a
dois ou trés sorotipos e sete peptideos sorotipo especificos. Piazza e
colaboradores (2014) observaram, de modo semelhante a nossa predicao, que o
epitopo NS3sss-368 Se mantinha conservado entre 0s quatro sorotipos e que o
epitopo NS3sss-368 apresentada variabilidade entre os sorotipos do DENV, mas as
alteracdes foram limitadas ao DENV-1, em que uma serina (S) foi substituido por
uma alanina (A) na regido C-terminal. Interessantemente, os autores observaram
gue a resposta de células T CD8 foi completamente abolida aos peptideos do
DENV-1. Ainda que véarios estudos recentes tenham expandido
consideravelmente o conhecimento sobre epitopos especificos ao DENV para
linfécitos T, ainda hd uma escassez de informacao relacionada a correlacdo da

resposta induzida por estes peptideos com imunoprotecao.

Uma extensa analise de respostas de células T a partir de um grande grupo
de individuos soropositivos para dengue, mostrou que as respostas de células T
DENV-especificas de maior magnitude eram multifuncionais e dirigidas a HLAs
associados com maior resisténcia a forma grave da dengue (Weiskopf et al.,
2013). Células T polifuncionais vem sendo demonstrada como altamente protetora
em muitas infec¢des virais (Akondy et al., 2009; Yamamoto et al., 2009). No
entanto, como discutido anteriormente, numa infec¢cdo heterdloga por qualquer
um dos sorotipos do DENV, as células T de memodria especificas da infecgéo
anterior podem produzir altos niveis de citocinas pro-inflamatorias, mas por serem
de menor avidez, ndo atuam efetivamente no clearence viral (Dong et al., 2007).

Portanto, buscamos avaliar a capacidade de resposta das células T de pacientes
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infectados naturalmente pelos sorotipos DENV-1 ou -4 ao antigeno total DENV-2

quanto a producéo de IL-2, IFN-y e Granzima B.

Avaliando a capacidade de liberacdo de IL-2 pelos linfocitos T dos
pacientes, independente da forma clinica ou do sorotipo, ndo observamos
diferenca estatistica entre a resposta ao estimulo DENV-2 e a condicédo basal.
Jeewandara e colaboradores (2015) realizaram ELISA de sobrenadante de cultura
de células de pacientes apOs estimulo com peptideos da regido NS3 e
observaram niveis insignificantes de producao de IL-2. Weiskopf e colaboradores
(2013) nao observaram diferenca na frequéncia de células produtoras de IL-2, ou
de IL-2/IFN-y e IL-2/TNF-a apds estimulos com peptideos especificos e

conservados em individuos soropositivos.

Quanto a liberacédo de IFN-y, independente da forma clinica ou do sorotipo,
também ndo observamos diferencas estatisticas entre a resposta ao antigeno
DENV-2 quando comparada a condigdo basal de estimulo. No entanto, em relacéo
a forma clinica, observamos que os pacientes FD, mas ndo os FDSA,
apresentaram maior resposta de IFN-y quando comparados com a condi¢éo
basal. Estudo demonstra que a frequéncia de células produtoras de IFN-y apoés
estimulo com o DENV-4 é significativamente maior no grupo subclinico (Hatch et
al., 2011), sugerindo que o IFN-y possa estar envolvido em uma resposta
protetora e consequentemente, relacionado com caracteristicas mais brandas da
doenca. No entanto, Jeewandara e colaboradores (2015) observaram que
pacientes hospitalizados apresentaram frequéncia de respostas de IFN-y
semelhante aos pacientes com infec¢cdo branda/subclinica. Em relacdo ao
sorotipo infectante, ndo observamos diferenca na porcentagem de respondedores
ao DENV-2 Ag quando comparados com a condicdo de estimulacao basal. Porém,
Hatch e colaboradores (2011) demonstraram que a frequéncia de células
produtoras de IFN-y respondedoras ao DENV-4 foi maior no grupo subclinico
guando comparados ao grupo sintomatico. Portanto, os resultados existentes sao
contraditorios em relacdo aos niveis de IFN-y. Alguns demonstram niveis
elevados na doenca grave, enquanto outros, niveis diminuidos. Provavelmente, o
tempo da coleta da amostra durante a fase aguda da infec¢éo poderia interferir na
interpretacdo dos dados. Neste contexto, estudo em pacientes na fase aguda

mostrou que os niveis de IFN-y eram maiores em pacientes com SCD no dia que
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antecede o inicio da fase critica (Butthep et al., 2012). E questionado, ainda, se
os altos niveis de IFN-y observados na fase febril da infec¢do séo oriundos dos
linfocitos T, uma vez que linfocitos T DENV-especificas ndo sdo detectadas ou

séo vistas em baixa frequéncia durante a infec¢cdo aguda (Malavige & Ogg, 2013).

Quanto a Granzima B, independente da forma clinica ou do sorotipo, ndo
observamos diferenca estatistica entre a resposta ao DENV-2 Ag quando
comparada a condicao basal. Em geral, os spots produzidos por este marcador
de citotoxicidade nao apresentam bordas definidas, tendo caracteristicas
enevoadas, o que dificulta a leitura pelo equipamento e interpretacado dos dados.
No entanto, apesar do reconhecimento de poucos spots, 0os tamanhos variavam
entre 154 e 1 (1E-3 Sg.mm), revelando uma variagao no padrao de liberagéo deste
marcador. Estudos demonstram que células T NS3 DENV-especificas de
pacientes com infeccéo branda/subclinica prévia, produzem com maior frequéncia
a Granzima B, enquanto que os hospitalizados apresentam células T NS3-
especificas sédo coprodutoras de TNF-a e IFN-y ou apenas de TNF-a (Jeewandara
et al., 2015).

Além disso, buscamos avaliar possiveis associacdes dos alelos de HLA
classe | e Il com os pacientes ditos “Respondedores” ou “Nao-Respondedores” de
acordo com os parametros estabelecidos anteriormente de capacidade de
producédo de IL-2, IFN-y ou Granzima B. Assim, observamos que pacientes que
expressam o alelo HLA-C*03 séo aqueles que respondem mais ao antigeno total
de DENV-2 com producao de Granzima B comparado agueles que ndo expressam
o alelo. Estudos demonstram que este alelo pode possuir um impacto importante
na ligacdo de receptores KIR inibitérios e fun¢des primarias de células NK (van
Teijlingen et al., 2014), o que pode estar relacionado com maior resposta ao
antigeno de DENV-2, uma vez que células NK também apresentam
caracteristicas citotoxicas com liberacdo de Granzima B. Portanto, linfocitos T
expressando granzima B sdo mais propensos a ter efeitos citotdxicos do que
células T que séo duplo positivas para TNF-a e IFN-y (Romero et al., 2007),
apresentando, desta forma, um papel efetor maior no clearance da infeccao pelo
DENV e fazendo deste um marcador relevante para a analise da capacidade

imunoldgica em diferentes manifestagdes clinicas.
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Considerando que uma resposta multifuncional pode estar envolvida com
um melhor desfecho clinico (Weiskopf et al., 2013), 5 dos 17 pacientes FD (29,4%)
analisados em nosso estudo trés respondem para IFN-y e IL-2, dois para IFN-y e
Granzima B. No caso dos pacientes FDSA 2 dos 15 (13%) pacientes tiveram
resposta para 2 parametros simultaneamente, IFN-y e Granzima B. Essa
avaliacdo, apesar de ndo ser estatistica, pode sugerir que uma resposta
multifuncional auxilia no quadro de doenca branda, no entanto, mais experimentos
devem ser realizados para corroborar essa hipotese. Além disso, é possivel que
haja um envolvimento do IFN-y com um melhor desfecho clinico uma vez que
pacientes FD apresentaram niveis aumentados desta citocina quando
comparados a condi¢éo de estimulo basal, o que n&o foi observado para pacientes
FDSA/Grave. Essa hipotese sera avaliada utilizando um maior nimero de

pacientes FDSA e Graves.

Por fim, outra limitacéo do estudo foi a utilizagdo do antigeno total, uma vez
gue esse antigeno necessita de um processamento e apresentacdo antigénica o
gue pode ter limitado nossa deteccao de resposta, ao passo que uma estimulacao
utilizando peptideos apresentaria um processo mais rapido e especifico de
resposta. Portanto, mediante aos dados obtidos apds estimulo com antigeno total
de DENV-2 em pacientes previamente infectados com DENV-1 ou DENV-4, ndo
observamos significancia estatistica quanto a liberacdo de IL-2, IFN-y e Granzima
B. Nao descartamos a ideia de reatividade cruzada, uma vez que NnoSsos grupos
DENV-1 e DENV-4 foi constituido por um nimero de pacientes em cada grupo
muito diferente, portanto, achamos que ndo comparaveis do ponto de vista
estatistico. Portanto, uma analise maior de pacientes infectados pelo sorotipo
DENV-1 e também DENV-2 e DENV-3 sera realizado na continuacao deste
trabalho.

De forma interessante, observamos um aumento da frequéncia de linfécitos
T CD4 de perfil memoéria efetora/efetor na condigédo de estimulacdo com antigeno
total DENV-2/anti-CD28 em relagdo ao meio/anti-CD28, mas 0 mesmo nao foi
visto para os linfécitos T CD8. Precisariamos aumentar nosso n amostral para
avaliar o impacto dos dias de infeccdo na geracdo dessas subpopulacdes
considerando que a cinética e o limiar de ativagéo das subpopulagdes de linfocitos
T CD4 e T CD8 variam.
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Continuando nossas analises de associacdo com os alelos génicos de HLA,
observamos que a auséncia do alelo HLA-B*58 esta relacionado a maior
frequéncia de subpopulagdes de linfécitos T CD4 de perfil memoria efetora/efetor
apos estimulacdo com Ag Total de DENV-2. Portanto, nossos dados contribuem
com achados da literatura em que a predominéancia de determinados alelos
estejam envolvidos com uma resposta de maior magnitude, e, portanto, uma

resposta do tipo mais imunoprotetora.

Neste estudo, utilizamos pacientes infectados por diferentes sorotipos do
DENV, classificados em FD ou FDSA e ainda, naqueles com contagem superior
ou inferior a 150 mil plaquetas/mm?3. Sugerimos inicialmente que os alelos mais
frequentes HLA-B*15, DQA1*02, DRB1*07 e o supertipo A24 estariam associados
a um bom prognostico clinico, enquanto que os HLA-A*03, B*35, C*04 e o
supertipo A03 estariam associados a um mau prognoéstico. Os alelos mais
frequentes em nossos pacientes estdo de acordo com os dados do REDOME. A
resposta das células T dos pacientes quanto a producao de IFN-y, mas nao de IL-
2 e granzima B, frente ao antigeno DENV-2 foi maior apenas nos pacientes FD.
N&o detectamos alguma associa¢do da producéo de IFN-y e alelos de HLA, mas
os linfécitos T de pacientes HLA-C*03 parecem secretar mais granzima B frente
ao antigeno DENV-2 do que pacientes expressando outros alelos. Por fim,
pacientes portadores do alelo HLA-B*58 parecem ter sido aqueles com maior
frequéncia de linfocitos T CD4 efetores/memdria efetores frente ao antigeno
DENV-2. Portanto, alelos de HLA classe | e Il devem ser considerados como um
fator importante tanto na resisténcia/susceptibilidade a forma grave da dengue,

como na geracdo de uma resposta imune efetora protetora.
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7 — CONCLUSAO

|.  Trombocitopenia acentuada e aumento das transaminases hepaticas séo
indicadores importantes de prognéstico clinico na dengue;

II. Os alelos de HLA classe | e classe Il mais frequentes em nossa populacao de
estudo estéo de acordo com os dados do REDOME;

lll. Os alelos HLA-B*15, DQA1*02, DRB1*07 e o supertipo A24 estariam
associados a um bom prognastico clinico, enquanto que os HLA-A*03, B*35,
C*04 e o supertipo AO3 estariam associados a um mau progndstico em nossa
populacéo de estudo;

IV. A producédo de IFN-y pelos linfocitos T frente a antigeno de DENV-2 estaria
envolvida com um bom progndstico da dengue;

V. Pacientes portadores do alelo HLA-C*03 seriam aqueles indutores de uma
resposta mais citotdxica frente aos antigenos DENV-2;

VI. Pacientes portadores do alelo HLA-B*58 seriam aqueles indutores de uma
menor resposta celular T CD4 efetora/memdéria efetora frente ao antigeno
DENV-2;

VII. Alelos de HLA classe | e Il devem ser considerados como um fator potencial no
prognadstico clinico de pacientes e também como fator preditivo do tipo de

resposta imune efetora.
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8 — PERSPECTIVAS

1. Aumentar 0 numero amostral de pacientes em epidemias futuras

considerando a variedade de sorotipos virais e formas clinicas;

2. Avaliar a resposta de linfécitos T de pacientes infectados pelo DENV
guanto a producdo de citocinas e granzima B e também, quanto a
expressdo de marcadores de ativacao celular, frente aos peptideos

selecionados pela ferramenta de predigéo do IEDB;

3. Realizar um estudo longitudinal comparativo da resposta de linfocitos T de
pacientes infectados pelo DENV na fase aguda e na fase de
convalescéncia quanto a producédo de citocinas e granzima B e também,
guanto a expressdao de marcadores de ativacdo celular, frente aos
peptideos selecionados pela ferramenta de predi¢do do IEDB;

4, Avaliar a frequéncia alélica dos genes de HLA classe | e Il com métodos de

alta resolucgéao.
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Anexo A

Tabela de Gendtipos HLA classe | e Il dos pacientes infectados pelo DENV
incluidos no estudo.

HLA classe | HLA classe Il

Paciente Classificacéo A B C DQA1l DQB1 DRB1

A*02 B*44 C*04 DQA1*02 DQB1*02 DRB1*07

JGS FD A*23 B*57 C*18 DQA1*02 DQBI1*02 DRB1*07
GBS FDSA A*02 B*35 C*04 DQA1*01 DQBI1*03 DRB1*01
A*31 B*51 C*05 DQA1*05 DQBI1*05 DRB1*11
sss D A*24 B*07 C*06 DQA1*01 DQBI1*04 DRB1*04
A*26 B*50 C*07 DQA1*03 DQBI1*06 DRB1*13
CA EDSA A*02 B*52 C*06 DQA1*01 DQB1*05 DRB1*12
A*68 B*58 C*16 DQA1*01 DQBI1*06 DRB1*13
Es FDSA A*02 B*40 C*03 DQA1*05 DQB1*03 DRB1*14
A*68 B*48 C*08 DQA1*05 DQB1*03 DRB1*14
ABS EDSA A*03 B*51 C*07 DQA1*01 DQBI1*05 DRB1*13
A*23 B*58 C*12 DQA1*01 DQBI1*06 DRB1*16
- - A*11 B*15 C*03 DQA1*05 DQB1*02 DRB1*03
A*30 B*40 C*15 DQAI1*05 DQB1*03 DRB1*11
RC EDSA A*01 B*08 C*07 DQA1*05 DQB1*02 DRB1*03
A*02 B*39 C*07 DQAI1*05 DQB1*03 DRB1*16

A*02 B*40 C*03 DQAI1*05 DQB1*03 -

€S FDSA A*68 B*48 C*08 DQA1*05 DQB1*03 -
LSk FDSA A*23 B*07 C*03 DQA1*01 DQBI1*03 DRB1*11
A*30 B*58 C*07 DQA1*05 DQB1*05 DRB1*13
NRP EDSA A*02 B*41 C*07 DQA1*01 DQB1*02 DRB1*03
A*30 B*58 C*17 DQA1*05 DQBI1*05 DRB1*10
ML - A*02 B*14 C*01 DQA1*03 DQB1*03 DRB1*04
A*31 B*15 C*08 DQA1*05 DQB1*03 DRB1*11
AGS D A*11 B*35 C*04 DQA1*01 DQBI1*05 DRB1*01
A*11 B*35 C*04 DQA1*01 DQBI1*05 DRB1*01
DCM 08 - A*01 B*18 C*05 DQA1*02 DQB1*02 DRB1*03
A*02 B*57 C*06 DQA1*05 DQB1*02 DRB1*07
ENA D A*01 B*38 C*07 DQA1*02 DQB1*02 DRB1*03
A*26 B*58 C*12 DQAI1*05 DQB1*02 DRB1*07
HAA EDSA A*03 B*14 C*08 DQA1*01 DQB1*04 DRB1*01
A*33 B*52 C*12 DQA1*03 DQBI1*05 DRB1*04
HRDS - A*23 B*41 C*07 DQA1*02 DQB1*02 DRB1*03
A*30 B*58 C*17 DQA1*05 DQB1*02 DRB1*07
AE D A*02 B*35 C*04 DQA1*01 DQBI1*04 DRB1*08
A*11 B*44 C*05 DQA1*04 DQB1*06 DRB1*15
KE . A*02 B*15 C*03 DQA1*02 DQB1*02 DRB1*07
A*33 B*58 C*07 DQA1*03 DQB1*02 DRB1*09
L BO D A*29 B*14 C*06 DQA1*01 DQB1*03 DRB1*01
A*33 B*45 C*08 DQA1*05 DQB1*05 DRB1*11
LEHB - A*24 B*42 C*14 DQA1*01 DQBI1*05 DRB1*12
A*30 B*51 C*17 DQA1*01 DQB1*06 DRB1*13
A*02 B*40 C*03 DQA1*01 DQB1*03 DRB1*04
LSSC FDSA A*03 B*51 C*14 DQA1*03 DQB1*06 DRB1*13

* * * * * *

MTC EDSA A*02 B*13 C*06 DQA1*01 DQB1*02 DRB1*07

A*23 B*44 C*07 DQA1*02 DQB1*05 DRB1*16
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RDTN

MM

MRC

TCTS

VEFS

WRS

AFS

BRS

DCM 27

DAS

DV-09

Dv-10

DV-11

DV-12

DV-14

Dv-18

DV-20

Dv-21

DV-22

DV-25

DV-36

GCS

JBS

KWSP

LJL

LMV

LSMA

MCFV

FDSA

FD

FDSA

FDSA

FD

FDSA

FD

FD

FD

FD

FDSA

FDSA

FDSA

FD

FDSA

FD

FDSA

FD

FD

Grave

FDSA

FD

FD

FD

FD

FD

FD

FD

A*24
A*30
A*24
A*29
A*02
A*03
A*30
A*30
A*02
A*11
A*02
A*30
A*02
A*23
A*02
A*24
A*02
A*02
A*02
A*68
A*02
A*03
A*03
A*30
A*23
A*31
A*02
A*26
A*26
A*30
A*02
A*31
A*24
A*33
A*01
A*68
A*02
A*24
A*01
A*25
A*02
A*03
A*03
A*30
A*23
A*30
A*23
A*26
A*02
A*24
A*02
A*03
A*02
A*24
A*02
A*02

B*42
B*59
B*14
B*45
B*40
B*51
B*51
B*57
B*40
B*51
B*37
B*53
B*15
B*49
B*14
B*35
B*27
B*35
B*44
B*49
B*07
B*44
B*07
B*07
B*35
B*44
B*07
B*08
B*18
B*51
B*35
B*57
B*18
B*51
B*08
B*35
B*15
B*35
B*18
B*51
B*51
B*51
B*18
B*35
B*13
B*51
B*44
B*45
B*07
B*51
B*07
B*51
B*51
B*52
B*15
B*49

c*01
C*17
Cc*02
C*06
C*03
C*15
C*15
C*18
C*14
C*15
Cc*04
C*06
Cc*07
Cc*07
C*04
C*08
Cc*02
C*04
C*05
c*07
C*05
C*07
c*07
c*07
C*04
C*04
c*07
c*07
C*05
c*07
Cc*04
C*18
C*03
C*15
C*04
Cc*07
C*03
Cc*04
C*12
C*15
C*02
C*16
C*04
C*05
C*06
C*15
Cc*04
C*06
C*07
C*16
c*o7
C*16
C*15
C*15
C*03
C*07
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DQA1*03
DQA1*05
DQA1*01
DQA1*03
DQA1*01
DQA1*05
DQA1*01
DQA1*02
DQA1*01
DQA1*01
DQA1*01
DQA1*05
DQA1*03
DQA1*06
DQA1*03
DQA1*05
DQA1*05
DQA1*05
DQA1*01
DQA1*03
DQA1*03
DQA1*05
DQA1*01
DQA1*01
DQA1*01
DQA1*04
DQA1*01
DQA1*05
DQA1*01
DQA1*05
DQA1*05
DQA1*05
DQA1*01
DQA1*04
DQA1*05
DQA1*05
DQA1*01
DQA1*05
DQA1*01
DQA1*02
DQA1*02
DQA1*05
DQA1*02
DQA1*02
DQA1*03
DQA1*04
DQA1*01
DQA1*05
DQA1*04
DQA1*05
DQA1*01
DQA1*03
DQA1*01
DQA1*03

DQB1*03
DQB1*04
DQB1*03
DQB1*05
DQB1*03
DQB1*06
DQB1*02
DQB1*05
DQB1*05
DQB1*06
DQB1*03
DQB1*05
DQB1*03
DQB1*03
DQB1*02
DQB1*03
DQB1*03
DQB1*03
DQB1*03
DQB1*06
DQB1*03
DQB1*03
DQB1*06
DQB1*06
DQB1*04
DQB1*05
DQB1*02
DQB1*06
DQB1*02
DQB1*06
DQB1*02
DQB1*03
DQB1*04
DQB1*06
DQB1*02
DQB1*03
DQB1*03
DQB1*06
DQB1*03
DQB1*03
DQB1*02
DQB1*06
DQB1*02
DQB1*02
DQB1*02
DQB1*02
DQB1*02
DQB1*04
DQB1*02
DQB1*06
DQB1*03
DQB1*04
DQB1*03
DQB1*05
DQB1*03
DQB1*05

DRB1*04
DRB1*11
DRB1*01
DRB1*04
DRB1*11
DRB1*15
DRB1*07
DRB1*13
DRB1*13
DRB1*16
DRB1*11
DRB1*16
DRB1*04
DRB1*08
DRB1*03
DRB1*04
DRB1*11
DRB1*11
DRB1*04
DRB1*13
DRB1*04
DRB1*11
DRB1*13
DRB1*15
DRB1*01
DRB1*08

DRB1*03
DRB1*13
DRB1*03
DRB1*14
DRB1*03
DRB1*15
DRB1*03
DRB1*16
DRB1*11
DRB1*13
DRB1*04
DRB1*04
DRB1*07
DRB1*13
DRB1*03
DRB1*07
DRB1*07
DRB1*07
DRB1*08
DRB1*09
DRB1*03
DRB1*15
DRB1*08
DRB1*11
DRB1*01
DRB1*04
DRB1*01
DRB1*04



A*02 B*39 C*04 DQA1*01 DQB1*03 DRB1*04

NOS FD A*30 B*44 C*07 DQA1*03 DQB1*06 DRB1*15
SE FD A*02 B*44 C*12 DQA1*01 DQB1*06 DRB1*13
A*?24 B*52 C*14 DQA1*01 DQB1*06 DRB1*15
WMM FD A*01 B*08 C*07 DQA1*01 DQB1*02 DRB1*03
A*24 B*35 C*12 DQA1*05 DQB1*05 DRB1*16

- - C*06 DQA1*01 DQB1*03 -

CFS FDSA - - C*07 DQA1*05 DQB1*06 -
CTR Grave A*02 B*07 C*07 DQA1*02 DQB1*02 DRB1*04
A*23 B*44 C*16 DQA1*03 DQB1*03 DRB1*07
A*02 B*45 C*07 DQA1*01 DQB1*02 DRB1*03
JFSS FDSA A*24 B*58 C*16 DQA1*05 DQB1*05 DRB1*10
OAA FD A*02 B*15 C*03 DQA1*01 DQB1*02 DRB1*14
A*33 B*S3 C*04 DQA1*02 DQB1*06 DRB1*15

- B*07 - DQA1*01 DQB1*03 -

RFC FD - B*14 - DQA1*05 DQB1*06 -

Todos os pacientes incluidos neste estudo foram agudos. A classificagéo clinica foi
realizada de acordo com o OMS (2009) em: FD, Febre do Dengue; FDSA, FD com
Sinais de Alarme; e Grave. Os tracos (-) representam alelos ndo identificados pela
metodologia por insuficiéncia de quantidade da amostra. Tipagem de HLA tipo | e Il
foi realizada em colaboracdo com o Laboratoério de HLA — UERJ, sob coordenacao
do Dr. Luis Cristovao Porto.
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Anexo B

Projeto Dengue

Laboratdrio de Imunologia Viral - FIOCRUZ

Mato Grosso do Sul - 2013

IDENTIFICACAO

Nome: Prontuario:

Endereco:

Telefone: e-mail:

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

Data Entrevista: [/ Data Internagao: [/

DADOS EPIDEMIOLOGICOS
Gestante: ( )Sim ( ) Nao Dengue anterior: (  )Sim ( ) Nao
Vacina: ( ) Febre amarela<10anos ( ) Rubéola/triviral

Outros:

HISTORIA CLINICA

Comorbidades:

Diabetes mellitus DPOC Asma brénquica rinite Hipertensad
arterial
Doenga cardiaca Doenga falciforme | Doenga auto- Tabagismo Outros
imune
Doenga viral cronica? Quais?
Faz uso de medicamentos continuos? Especificar:
Sintomas suspeitos de dengue
Febre Prostacdo/Asten | Calafrios Cefaléia Mialgia Dor Artralgia
ia lombar
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Data de Inicio
da Febre:

S

Dor Retro-
Ocular ao
movimento
do globo
ocular

Dor de garganta

Tosse

Nauseas

Vomitos

Dor
Abdominal

Diarréia

Epigastralgia

m

Tontura/Vertige

Exantema

Prurido

Adenomegalias
cervicais

Ictericia

Hiperemia
conjuntival

Outros

Atencao para os Sinais de Alarme

Dor
Abdominal
persistent
e

Sangrament
o
espontaneo

Sangrament
o volumoso

Voémitos
persistentes

Hepatomegalia

Derrame
Pleural

Derrames
Pericardio

Ascite

Hipotensao
Postural

Hipotensao
Arterial

Desconfort
o)
respiratério

Hemoconcentra
¢do

Diarréia

Outros

Manifestagoes Hemorragicas

Prova do lago Petéquias

Gengivorragia

Epistaxe

Metrorragia

Outras

LABORATORIAL

1°HT:

2°HT:

ultimo HT:

Anexar dados do hemograma e bioquimica

1°Plaqueta:

data:

2°Plaqueta:

data:

ultima Plaqueta:

data:
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Outras informagoes:
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Anexo C
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, fui informado de que este
estudo é para obter mais conhecimentos sobre minha doenga, que se chama DENGUE. MINHA
PARTICIPACAO SERA APENAS PARA DOAR SANGUE DURANTE OU APOS MEU ATENDIMENTO MEDICO. Os
resultados deste estudo nao me beneficiardo diretamente, mas poderao 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
puncéo 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, sao aqueles relacionados com a retirada de sangue, como
dor local e/ou hematoma (rouxiddo) no local da puncdo, com duracdo de 3 a 5 dias. Todos os
cuidados serdo tomados, como uso de seringa, agulha e gaze descartaveis e alcool para assepsia
local, entre outros. Quanto aos exames e procedimentos ndo foram identificados riscos até o
momento.

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

O pesquisador responséavel colocou-me a par destas informacg@es, estando a disposi¢éo
para responder minhas perguntas sempre que eu tiver novas dividas. 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 participacdo, 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 D

| FloCRUZ l
__ Rgran

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: Fundacdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ/IOC
Patrocinador Principal: Fundagdo Oswaldo Cruz - FIOCRUZ/IOC

DADOS DO PARECER

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

Apresentacédo do Projeto:

Os autores pretendem estudar mecanismos fisiopatoldgicos da dengue, mais especificadamente, fatores
imunoldgicos e genéticos relevantes a regulagao da resposta antiviral e & patogénese da doenca. No objetivo
primério € descrito que o estudo reline duas vertentes. Entretanto, séo identificaveis trés grandes estudos
gue se complementam.

Séo apresentados quatro objetivos e treze objetivos secundarios.

O primeiro estudo é de caso-controle, considerando casos pacientes com manifesta¢des clinicas indicadoras
de gravidade (manisfestagBes neuroldgicas e/ou co-morbidades) e controles pacientes sem estes sintomas.
Os voluntéarios 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 correlagéo entre polimorfismo no gene
e regulagdo da proteina como marcador de gravidade.

O segundo estudo € longitudinal, avaliando voluntérios jovens na fase aguda da doengca. 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

Enderego: Av. Brasil 4036, Sala 705 (Expans&o)

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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