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RESUMO

O curso clinico da dengue ¢ influenciado por multiplos fatores. Nesse contexto, o
processo inflamatdrio e sua regulacdo desempenham um importante papel no progndstico da
dengue. Os eicosanoides tem consideravel influéncia sobre a regulagdo de muitos mecanismos
inflamatorios envolvidos em varias doengas. No entanto, poucos estudos analisaram o papel
dessas moléculas durante a infec¢do pelo Dengue vir22us (DENV). Para quantificar as
moléculas envolvidas nas principais vias produtoras de eicosanoides - a via da ciclooxigenase
(COX) e da lipooxigenase (LOX) - durante a dengue, foram coletadas amostras de sangue de
participantes com dengue sem sinais de alarme e ndo infectados. Foram quantificados os
niveis plasmaticos de tromboxano A, (TXA,), prostaglandina E; (PGE3) e leucotrieno By
(LTB4), bem como os niveis de mRNA de tromboxano A, sintase (TXA,S), prostaglandina E,
sintase (PGE.S), leucotrieno A, hidrolase (LTA;H), ciclooxigenase-2 (COX-2) ¢ 5-
lipoxigenase (5-LOX) em leucdcitos do sangue periférico. Além disso, como os corpusculos
lipidicos sdo organelas envolvidas na sintese de eicosanoides, medimos seus niveis em
leucocitos do sangue periférico e também a porcentagem de monocitos vacuolados na
circulagdo sanguinea de individuos infectados por DENV, bem como a carga viral. Dos 40
voluntarios incluidos neste estudo, 12 voluntéarios ndo infectados foram negativos nos testes
RT-qPCR, ELISA NSI e também ELISA IgM. Os 28 voluntérios restantes apresentaram
sintomas de dengue e foram positivos em pelo menos um de trés testes utilizados (17 foram
positivos usando RT-qPCR, 20 foram positivos usando ELISA NS1 e 16 foram positivos em
ELISA IgM). Devido a grande varia¢do de dias de sintomas relatados pelos participantes (1-
12 dias de sintomas), eles foram divididos em dois grupos de acordo com a presenca e
auséncia de IgM. Nossos resultados mostraram que a infecg¢do pelo DENV aumenta os niveis
de TXA2 em individuos IgM positivos. Observamos também que os leucécitos do sangue
periférico ndo s@o a fonte dos niveis aumentados de TXA> na dengue, uma vez que a
expressd@o do mRNA das enzimas COX-2 e TXA,S estava diminuida no grupo IgM positivo.
Além disso, os niveis de corpusculo lipidico estavam aumentados em mondcitos no grupo
IgM negativo, mesma fase onde se observou aumento de vacuolizacdo em mondcitos e
elevada carga viral. Devido ao conhecido papel vasoconstritor e de agregacdo plaquetaria do
TXAj, essa molécula parece desempenhar um papel protetor contra o desenvolvimento dos
sintomas graves da dengue, enquanto os corpusculos lipidicos parecem estar envolvidos na
replicagdo viral em mondcitos.

Palavras chave: Dengue virus, cicosanoides, inflamagdo, patogenia, TXA2, Corptisculo
lipidico



ABSTRACT

The clinical course of dengue is influenced by multiple factors. In this context, the
inflammatory process and its regulation play a major role in dengue prognosis. The
eicosanoid molecules have considerable influence upon the regulation of many inflammatory
mechanisms involved in the pathogenesis of several diseases. However, few studies have
analysed the role of eicosanoids during Dengue virus (DENV) infection. In order to quantify
molecules involved in the cyclooxygenase (COX) and lipooxygenase (LOX) pathways during
dengue, blood samples were collected from patients with mild dengue and plasma levels of
thromboxane Az (TXAy), prostaglandin E; (PGE>) and leukotriene B4 (LTB4) and also mRNA
levels of thromboxane A, synthase (TXA,S), prostaglandin E;, synthase (PGE.S), leukotriene
A, hydrolase (LTA;H), cyclooxygenase-2 (COX-2) and 5-lipoxygenase (5-LOX) were
analysed. Moreover, as lipid bodies (LB) are organelles engaged in the synthesis of
eicosanoids, we measured their levels in peripheral blood leukocytes and also the percentage
of vacuolated monocytes in the blood circulation of DENV-infected individuals, as well as the
DENYV load. From 40 volunteers enrolled in this study, 12 healthy volunteers were negative in
RT-qPCR, ELISA NS1 and also ELISA IgM tests. The remaining 28 volunteers presented
dengue symptoms and were positive at least in one of the three tests used (17 were positive
using RT-qPCR, 20 were positive using ELISA NS1 and 16 were positive in ELISA IgM).
Due to the wide variation of days of symptoms reported by the volunteers (1-12 days of
symptoms), they were divided into two groups according to the presence and absence of IgM.
Our results showed that DENV infection increases the levels of TXAj in IgM-positive
individuals. We also observed that peripheral blood leukocytes are not the source of increased
levels of TXA2 in dengue, since mRNA expression of the COX-2 and TXA2S enzymes was
decreased in the IgM positive group. In addition, lipid bodies levels were increased in
monocytes in the negative IgM group, the same phase where increased vacuolization was
observed in monocytes and high viral load. Due to the well-established vasoconstrictor and
platelet aggregation role of TX Ay, this seems to play a protective role against the development
of severe dengue symptoms. Moreover, LB may be involved in viral replication in monocytes.

Keywords: Dengue virus; eicosanoids; TXA,, pathogenesis, inflammation; lipid bodies
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais do Dengue virus e da dengue

A dengue é um problema global de saude publica principalmente nas regides tropicais e
subtropicais. Estima-se que acontegam 390 milhdes de infec¢des pelo Dengue virus (DENV)
por ano no mundo, dos quais 96 milhdes sdo infecgdes sintomdticas, 2 milhdes de casos
evoluem para casos graves e que ocorram 21.000 mortes em decorréncia da dengue por ano
(BHATT et al., 2013). Em 2016, foram registrados nas Américas mais de 2,38 milhdes de
casos de dengue, dos quais o Brasil foi responsavel por cerca de 1,5 milhdes destes casos
(Organizagdo mundial de saude). J4 no ano de 2017, o numero de casos de dengue no Brasil
foi bem inferior a 2016, tendo sido registrados 252.054 casos provaveis de dengue até a
semana epidemiologica 52 (1/1/2017 a 30/12/2017). Neste mesmo periodo, ocorreram 2.590
casos de dengue com sinais de alarme, 271 casos de dengue grave e 141 obitos por dengue
(Boletim epidemiolégico, 2017). Além disso, no ano de 2018, até a semana epidemioldgica
17 (31/12/2017 a 28/04/2018), foram registrados 110.291 casos provaveis de dengue, com
1.019 casos de dengue com sinais de alarme e 87 casos graves de dengue, sendo confirmados
41 obitos (Boletim epidemioldgico, 2018).

A dengue ¢ uma doenga infecciosa causada pelo DENV, um virus que pertence a familia
Flaviviridae, composta por aproximadamente 70 tipos virais € que na sua maioria S3o
transmitidos por artrépodes. Existem quatro sorotipos de DENV, que s3o geneticamente e
antigenicamente distintos, mas que acarretam manifesta¢cdes clinicas semelhantes
(CHAMBERS et al., 1990).

O DENV ¢ um virus de formato esférico medindo de 50 a 60 nm de didmetro, é
envelopado e contém um capsideo denso envolvido por uma bicamada lipidica denominada
envelope viral. Seus genes sdo organizados em uma molécula de RNA de fita simples e
polaridade positiva, cujo genoma é composto de 10.862 nucleotideos que codificam 3400
aminodcidos. A poliproteina gerada pela traducdo do RNA viral € clivada por proteases virais
e do hospedeiro em dez proteinas, sendo trés proteinas estruturais, que sdo denominadas
Capsideo (C), Envelope (E) e pr-membrana/membrana (pr/M/M) e sete proteinas nio
estruturais (NS), que s@o denominadas NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5.

As proteinas estruturais participam da montagem e entrada do virus nas células. A
proteina C se liga e estabiliza o RNA viral. A proteina E possui dois sitios de glicosila¢do e é

dividida em trés dominios EDI, EDII e EDIII. Durante a montagem viral, 180 copias da
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proteina E se associam a 180 copias da proteina pr/M no reticulo endoplasmatico formando
60 pontas triméricas (heterohexaméricas), que ddo origem aos virus imaturos (figura 1A). No
Golgi a proteina pr/M € clivada por furinas do hospedeiro na proteina M, a porcdo pr fica
ligada ao virus imaturo até que seja secretado. Essa clivagem leva ao rearranjo da proteina E
em 90 homodimeros. Apds a secre¢do do virus imaturo pela célula do hospedeiro a porgéo pr
se dissocia deixando o virus maduro (figura 1B ) (KHETARPAL; KHANNA, 2016;
ROBERTS, 2015). Quando o virus maduro infecta uma nova célula através da endocitose
mediada pelo receptor, as moléculas da proteina E mudam para uma conformagdo trimérica
no compartimento acido do endossomo, formando uma al¢a de fusdo (Fusion loop) que
projeta-se da superficie do virus causando a fusdo da membrana viral com a membrana do
endossomo o que permite a liberagdo do RNA viral no citoplasma da célula hospedeira (figura

1C) (KHETARPAL; KHANNA, 2016).

Imaturo Maduro

prM

Figura 1- Desenho esquematico do dengue virus: Em A) virus imaturo, em B) virus maduro, e em
C) fusio entre a membrana do virus e a membrana do endossomo Fonte: adaptado (KHETARPAL;
KHANNA, 2016).

Por outro lado, as proteinas ndo estruturais estdo envolvidas na replicagdo e montagem
viral e na interacdo com o hospedeiro. NS1 participa na replicagdo do RNA viral e defesa
contra o hospedeiro, através da inibicdo da ativagdo do complemento. NS2a auxilia na
replicagdo e montagem viral, enquanto que NS2b € cofator para a proteina NS3, uma protease
que cliva a poliproteina viral, tem atividade na replica¢do viral e induz a apoptose de células
infectadas. J4 a NS4a induz alteracdo de membrana e autofagia para a replicagdo viral. A

NS4b interage com NS3 na replicagdo viral e bloqueia interferon (IFN)-o/f ajudando o virus a
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escapar do sistema imunologico inato, enquanto que a NS5 ¢ uma RNA polimerase
dependente de RNA (KHETARPAL; KHANNA, 2016).

O DENV ¢ transmitido pela picada da fémea de mosquitos do género Aedes, cuja
espécie mais comum no Brasil é o Aedes aegypti. Apos a inoculagdo do virus no hospedeiro
pelo mosquito vetor, o DENV passa por uma fase de incubag@o que dura normalmente de 4 a
7 dias. Neste periodo ndo se tem manifestacdo clinica, mas ocorre intensa replicagdo viral. No
pico de viremia se inicia a fase febril que persiste até o quinto dia de sintomas. Inicia-se,
entdo, a fase de defervescéncia ou fase critica, onde praticamente ndo se tem mais replicagéo
viral. E nessa fase que pode ocorrer intenso extravasamento vascular e perdura até o sétimo
dia de sintoma, quando se inicia a fase de convalescéncia. A proteina viral NS1 pode ser
detectada no sangue desde o primeiro dia da fase febril, ja os anticorpos imunoglobulina M e
G (IgM e IgG) comegam a ser produzidos com dois dias de sintomas, mas a partir do quinto
dia de sintoma € que esta producdo ¢ intensificada (figura 2) (SIMMONS et al., 2015).

Fase Febril Recuperagdo

NS1
IgG

Viremia

IgM

7 8 9 10 50

Figura 2- Evolucao clinica e imunolégica na Dengue. Desenho esqueméatico mostrando as fases da
evolucdo clinica da dengue, a proteina vira NS1, e aproducao de IgM e |gG. Baseada em Simmons et
al 2015 e Guzman et al 2016.

O diagnostico da dengue pode ser realizado por método molecular através da
identificacdo do RNA viral por reacdo em cadeia de polimerase (PCR) convencional ou em
tempo real. Essas técnicas permitem também a identificagdo do sorotipo viral, possuem alta
sensibilidade e especificidade, porem s6 podem ser realizadas na fase de viremia da doenca.
Ou por métodos sorologicos como ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) e teste
imunocromatografico rapido, que além de serem alternativas mais baratas, podem ser
realizadas para deteccdo de IgM, a partir do quinto dia de sintomas, ou a identificacdo da

proteina NS1, do primeiro ao sétimo dia de sintomas (SIMMONS et al., 2015).
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A dengue pode variar de um quadro assintomatico a uma febre auto-limitada, ou
evoluir para um quadro grave com hemorragia severa e choque podendo acarretar o 6bito
(LEI et al., 2008; OLAGNIER et al., 2016). E clinicamente classificada como dengue com ou
sem sinais de alarme ou dengue grave. Esta classificagdo foi langcada pela Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) em 2009 com o propdsito de melhorar a gestdo clinica. A avaliagdo
dos sinais de alarme tem o objetivo de permitir a identificagdo precoce de pacientes com
manifestagdes graves que necessitam de terapia de suporte (GUZMAN et al., 2016).

Recentemente o Ministério da Saude Brasileiro passou a adotar os critérios
estabelecidos pela OMS para categorizar os individuos com dengue. S3o considerados
suspeitos de dengue sem sinal de alarme, aqueles que vivem ou tenham viajado para areas de
transmissdo da dengue e que apresente febre, entre 2 a 7 dias, e apresente duas ou mais das
seguintes manifestagdes clinicas: ndusea, vomitos, exantema, mialgias, artralgia, cefaleia, dor
retro-orbital, petéquias ou prova do lago positiva e leucopenia. Sdo considerados suspeitos de
dengue com sinais de alarme aqueles que, no periodo de defervescéncia apresente os
seguintes sinais de alarme: dor abdominal intensa e continua, ou dor a palpagdo do abdomen,
vOmitos persistentes, acimulo de liquidos (ascites, derrame pleural ou pericardico),
sangramento de mucosas, letargia ou irritabilidade, hipotensdo postural, hepatomegalia maior
do que 2 cm e aumento progressivo do hematdcrito. J4 os suspeitos de dengue grave sdo
aqueles que apresentam um ou mais dos seguintes sinais: a) Choque devido ao
extravasamento grave de plasma evidenciado por taquicardia, extremidades frias e tempo de
enchimento capilar igual ou maior a trés segundos, pulso débil ou indetectavel, pressdo
diferencial convergente <20 mm Hg, hipotensdo arterial em fase tardia, acumulo de liquidos
com insuficiéncia respiratdria, b) Sangramento grave, segundo a avaliagdo do médico
(exemplos: hematémese, melena, metrorragia volumosa, sangramento do sistema nervoso
central), ¢) Comprometimento grave de oOrgdos tais como: dano hepatico importante
(Aspartato aminotransferase - AST ou Alanina aminotransferase - ALT>1000), sistema
nervoso central (alterag@o da consciéncia), coragdo (miocardite) ou outros 6rgdos (MS, 2018).

Nao existe, até o0 momento, nenhum medicamento antiviral disponivel para o tratamento
da dengue. A abordagem terapéutica geralmente baseia-se no controle dos sintomas. Para os
casos de dengue sem sinal de alarme, o tratamento prescrito é repouso, hidratacdo oral e
antipirético ou analgésico ndo baseado em acido acetilsalicilico. Ja nos casos de dengue com
sinal de alarme a conduta terapéutica baseia-se em hospitalizacdo imediata para hidratagdo

por via intravenosa para manter a circula¢io eficaz durante o extravasamento vascular, além
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de transfusdo de plaquetas e concentrado de hemacias nos casos mais graves. A evolugdo
clinica do paciente ¢ monitorada através de varios exames como dosagem de plaquetas e
leucocitos, avaliagdo do hematdcerito e quantificacdo das enzimas hepaticas (KHETARPAL;

KHANNA, 2016).

1.2 Imunidade inata na infeccéio pelo Dengue virus

Pouco se sabe sobre os eventos seguintes a inoculagdo do DENV na pele, incluindo as
respostas imunitarias no local de inoculagdo ¢ o impacto do sorotipo e genoma viral
infectante, ambos os quais poderiam potencialmente determinar o sucesso do hospedeiro na
depuracdo viral. Apos a inoculagdo, o virus pode entrar em contato com uma ampla gama de
células do sistema imunitario, como células dendriticas, macrofagos, células de Langerhans e
mastocitos (JOHN; ABRAHAM; GUBLER, 2013). Nao se sabe ao certo quais células sdo
primeiramente infectadas, mas acredita-se que células dendriticas, macrofagos e células de
Langerhans sejam as primeiras a serem infectadas, ja que sdo encontradas na pele e sdo
permissivas a infec¢cdo pelo DENV (MILLER et al., 2008; TASSANEETRITHEP et al., 2003;
WU et al., 2000).

Durante a infeccdo primaria pelo DENV, os mastocitos residentes na pele sdo
ativados, mesmo sem serem infectados e produzem substdncias que promovem o
recrutamento de células citotoxicas naturais NK e NKT, que tém sido implicadas na
depuragdo viral na pele e em linfonodos de drenagem da regido de inoculagdo nos primeiros

momentos de infec¢gdo em modelo murino (figura 3) (JOHN, ST et al., 2011).
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Figura 3- Imunidade inata na infecgdo pelo Dengue virus Desenho esqueméatico mostrando os
primeiros momentos de infecgdo pelo DENV na pele. Fonte: Adaptado de John et al 2013.
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Ja nas células do sistema fagocitico-mononuclear (células dendriticas, células de
Langerhans e macrofagos) que estdo infectadas pelo DENV na pele, as respostas pro-
inflamatoérias, com a produgdo de mediadores inflamatorios, sdo iniciadas pelos receptores
intracelulares para reconhecimento de padrdes moleculares de patogenos (PAMPs), como o
receptor do tipo Toll 3 (TLR3) e de acido retindico RIG-I, que levam a produgao de citocinas
como fator de necrose tecidual (TNF)-a, IFN-y, interleucina (IL)-6 e IL-12. As células NK,
que ingressam no tecido, quando ativadas também sdo capazes de secretar [FN-y (LOO et al.,
2008; TSAI et al., 2009).

Apobs a infeccdo cutdnea, células dendriticas e macréfagos infectados entram na
circulagdo linfatica e infectam linfonodos regionais e posteriormente outros mais distantes.
Além disso, monoécitos que sdo recrutados do sangue periférico por quimiocinas, sdo
posteriormente infectados e se disseminam, causando infec¢do sist€émica. Acredita-se também
que a disseminagdo sist€émica do DENV pode ocorrer pela inoculagdo do virus diretamente
nos capilares, o que leva a infeccéo de células permissivas (principalmente os macréfagos) no
bago e a partir do bago acontece a distribuicdo sist€émica do virus (SIMMONS et al., 2015).
As hemacias também podem exercer um importante papel na disseminagdo do DENV, uma
vez que ja foi descrito que essas células podem conter o virus associado e que mesmo apos
essa associacdo o virus mantém sua capacidade de se replicar em outras células

(SUTHERLAND et al., 2016)
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Outra citocina produzida de modo inato nas infecgdes virais é o IFN-a/f3, que ¢ um
potente inibidor da infecg@o viral por estabelecer um estado ndo permissivo tanto em células
infectadas quanto em ndo infectadas, o que impede a propagagio do virus. Contudo, o DENV
possui mecanismos que bloqueiam a atividade do IFN-a/B. O DENV inibe a producdo de
IFN-0/B através do complexo NS3-NS2B, que cliva STING, uma importante molécula na
cascata de sinalizacdo para a produgdo de IFN-o/B, o que leva a sua degradacdo. Além disso,
NS4b parece impedir a fosforilagdo de STAT1 e NS5 tem sido relacionada com a diminuigéo
da expressdo de STAT2, moléculas que também sdo importantes para a sinalizagcdo de IFN-
o/p (DIAMOND; PIERSON, 2015).

Em consequéncia da infec¢do sistémica, a resposta adaptativa é ativada. Contudo, a
ativago desta resposta na infec¢@o pelo DENV envolve a participacdo das células do sistema
imunitario inato. Como por exemplo, as cé€lulas apresentadoras de antigenos (APC)
infectadas atuam secretando citocinas como a IL-12 e apresentam antigenos para as células T,
o que auxilia no adequado desenvolvimento da resposta celular contra o DENV (OLAGNIER

et al., 2016).

1.3 Imunidade adaptativa na infecciio pelo Dengue virus

1.3.1 Imunidade humoral

Nos pacientes com dengue, ocorre uma resposta humoral intensa, comandada por
plasmécitos gerados a partir de células B ativadas. A producdo de IgM pode ser detectada no
sangue de pacientes no quinto dia de sintoma e tem seu pico por volta do sétimo a oitavo dia
de doenga e vai decaindo lentamente, sendo que em cerca de dois meses apos a infec¢do ndo
sdo mais detectadas no sangue. J4 as IgG tem seu pico de produgdo por volta de duas semanas
apos o inicio dos sintomas e pode perdurar por toda a vida, gerando imunidade permanente
para aquele sorotipo viral (GUZMAN et al., 2016).

No DENV as principais regides imunogénicas sdo as proteinas E, pré-M e NS1 (figura
4A). A maior gama de anticorpos produzidos pelas células B ¢ direcionada contra a proteina
E, presente na superficie do virus. Os anticorpos sdo produzidos contra inimeros epitopos,
presentes nos trés dominios da proteina E e apresentam graus variados de reagdo cruzada
entre 0s quatro sorotipos, devido a grande similaridade (60-70%) apresentada por esta
proteina (KHETARPAL; KHANNA, 2016). Devido a conformagéo dimérica da proteina E no
virus maduro, nem todos os epitopos nos trés dominios estdo livres para a ligacdo de

anticorpos. O EDIII, que parece ser responsavel pela ligagdo do virus ao receptor da célula
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hospedeira, é o dominio que provoca a produgdo de anticorpos fortemente neutralizantes e
sorotipo especifico. J& os anticorpos contra o EDII, dominio que contém a alg¢a de fusdo
(Fusion loop), ndo podem se ligar ao virus maduro no meio extracelular, porém quando o
virus se encontra no endossomo, ocorre uma mudanca estrutural devido ao pH, tornando essa
regido acessivel aos anticorpos, a ligagdo dos anticorpos bloqueia a fusdo da membrana viral
com a membrana do endossomo (figura 4B). Nos virus imaturos, a proteina pr/M estd exposta
e torna-se alvo dos anticorpos, porém no virus maduro a proteina M est4 oculta pelos dimeros
de proteina E, ndo estando mais acessivel para os anticorpos, no meio extracelular. Por fim, a
proteina NS1 é produzida na célula hospedeira, mas nio ¢ incorporada ao virus, pode ser
encontrada na superficie das células infectadas ou serem secretadas. Os anticorpos contra NS1

da superficie celular podem promover a lise mediada pelo complemento das células infectadas

(HERRERO et al., 2013; ROTHMAN, 2011).
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Figura 4- Imunidade humoral na infecgdo pelo Dengue virus. Desenho esquematico mostrando a
resposta humoral. Em (A): Fontes de antigenos no DENV. Em (B): Neutralizacdo viral. Fonte
Adaptado de Rothman et al 2011.

1.3.2 Imunidade celular

As células T especificas para o DENV reconhecem as células infectadas com virus e
respondem com diversas fungdes efetoras como a expansdo clonal, a lise da célula alvo e a
producdo de uma variedade de citocinas. Na dengue, o padrio de produgdo de citocinas €
predominante Th1, com a produgéo de [FN-y, TNF-a e IL-2, além da produgdo de quimiocina
como CCL4 (MIP-1B). (BASHYAM; GREEN; ROTHMAN, 2006; MANGADA;
ROTHMAN, 2005).



25

A resposta celular na dengue ¢ bem menos estudada que a resposta humoral. No
entanto, a destrui¢do de células infectadas pelo DENV como macrofagos e mondcitos, por
linfocitos T CD8”, a producio de citocinas antivirais e a ativacdo de células B e células T
CDS" efetoras por células T CD4", podem teoricamente restringir a replicacio viral e inibir o
desenvolvimento da doenga (ROTHMAN, 2011).

Varios estudos tém mostrado que a proteina ndo estrutural NS3 do DENV, possui os
principais epitopos reconhecidos tanto por células T CD8" quanto T CD4*, quando
apresentados pelos MHC de classe I e classe II, respectivamente. Os linfocitos T CD4"

quando ativados na dengue sdo potentes produtores de citocinas, ja os linfécitos T CD8,

apresentam quando ativados intensa atividade citotoxica (figura 5) (ROTHMAN, 2011).
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Figura 5 Imunidade celular na infeccdo pelo Dengue virus. Desenho esquemdtico mostrando a
apresentacdo de epitopos do DENV paralinfécitos T CD4+ e T CD8+. Fonte: adaptado de (Rothman
et a 2011).
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1.4 Patogénese da infeccio pelo Dengue virus

Nao ¢ totalmente compreendido porque alguns individuos resolvem a infec¢do pelo
DENV rapidamente e sem complica¢cdes, enquanto outros apresentam extravasamento
vascular potencialmente fatal ou hemorragia grave. Ao longo dos anos, diversas teorias tém
sido propostas para tentar explicar as diferengas na evolucdo clinica da dengue. Atualmente, a

mais aceita € a teoria da multicausalidade que se baseia em uma combinagdo de fatores do
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hospedeiro, virais e imunologicos para explicar as diferengas na patogénese da infecgdo pelo
DENV (MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009).

Caracteristicas individuais como sexo, idade, tamanho corporal, estado nutricional entre
outros ja foram discutidos em relacdo a evolugdo clinica da dengue. Além disso, fatores
genéticos tem conseguido destaque na tentativa de compreender a patogénese da dengue
(MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009). Mais de 2000 genes, principalmente
relacionados a resposta imune inata e a apoptose, foram testados na fase aguda de pacientes
com diferentes manifestagdes clinicas de dengue e estavam diferencialmente expressos em
cada grupo (NASCIMENTO et al., 2009). Genes pro-apoptoticos como MAGED1 e PRDX4
estavam mais expressos em pacientes com dengue grave, em contraste os CFD, FCGR3B e
PSMB9 se mostraram menos expressos em pacientes que evoluiram para quadros mais graves
de dengue (DA SILVA et al., 2013). Outro exemplo da importancia de fatores genéticos na
patogénese da dengue ¢ a deficiéncia na enzima glicose-6- fosfato desidrogenase, causada por
alteragdo genética, que leva ao maior estresse oxidativo na célula que € conhecido por
aumentar os niveis de receptores virais nas células alvo e aumentar a produ¢do de particulas
virais. Este aumento de carga viral tem sido relacionado a casos mais graves de dengue
(MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009).

Com relagdo aos fatores virais, foi visto que alteragcdes genéticas no DENV podem
afetar a capacidade de transmissdo do virus em mosquitos e/ou a evolugdo clinica da doenga
em seres humanos infectados (GUZMAN et al.,, 2016). Por exemplo, alguns estudos
demonstraram que DENV-2 amostra asidtica gera titulos virais mais elevados nas células
dendriticas humanas, infecta mosquitos de forma mais eficiente e é transmitido a uma taxa
maior do que o DENV-2 amostra americana (ANDERSON; RICO-HESSE, 2006;
COLOGNA; RICO-HESSE, 2003).

Os fatores imunoldgicos certamente tem um importante papel na patogénese da dengue
e varias teorias a cerca da resposta imunoldgica t€m sido propostas para explicar o intenso
extravasamento vascular e sangramento vistos nos quadros graves da doenga. Muitas dessas
teorias postulam que a producdo exacerbada de mediadores inflamatorios € a chave para o
entendimento da patogénese da dengue (MALAVIGE; OGG, 2017).

O fenomeno de potencializagdo dependente de anticorpos (ADE - do inglés Antibody
dependent enhancement) é uma das principais teorias que tenta explicar o agravamento do
quadro de dengue em infec¢des secundarias por um sorotipo de DENV diferente da primeira

infeccdo (HALSTEAD, 2016). Essa teoria postula que os anticorpos neutralizantes
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produzidos na primeira infeccdo contra a proteina E sdo incapazes de neutralizar um virus
heterosorotipico, seja por baixa avidez de ligagdo ou quantidade insuficiente de anticorpos.
Essa incapacidade acontece principalmente devido a diferengas de similaridade entre a
proteina E nos quatro sorotipos, que varia de 30-35% da sequéncia de aminodcidos,
resultando na opsonizacgdo dos virus e direcionamento, via receptor Fc, para os mondcitos e
macréfagos, que sdo as principais células para replicagdo viral in vivo, aumentando assim o
numero de particulas infectivas (ROBERTS, 2015). Outra hipotese também discutida € que
essa potencializagdo também pode ser mediada por anticorpos contra a proteina pr/M. Neste
caso acredita-se que os anticorpos anti-pr/M se ligam aos virus imaturos sem neutraliza-los e
favorecem sua captacdo por mondcitos e macrofagos. Quando internalizados pelos fagdcitos,
a furina age quebrando a ligacdo entre pr e M e gera virus maduros e capazes de infectar
outras células, favorecendo assim a disseminagdo viral (ROTHMAN, 2011).

Além disso, acredita-se que nas infec¢des heterosorotipicas, as células T CDS8 de
memoria respondem de modo ineficiente as diferencas nas sequéncias dos peptideos entre os
diferentes sorotipos de DENV. Essa resposta inadequada ndo acarreta um adequado controle
dos focos de infecgdo viral, ja que a capacidade citotoxica esta reduzida. Por outro lado, a
expansdo clonal ¢ seguida do aumento da produgdo de citocinas como IL-2 e TNF-a,
aumentando a permeabilidade vascular. Essa alteragdo na resposta imune de células T CD8"
de memoria da infeccdo anterior € referida como pecado antigénico original (do inglés
‘original antigenicsin’) (MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009).

Outro aspecto que também foi relatado € que a ativacdo do sistema de complemento
pelo complexo virus-anticorpo, bem como por varias citocinas parece exercer um importante
papel na patogénese da dengue por meio da liberacdo de C3a e C5a, que sdo potentes
anafilatoxinas que tem efeitos diretos sobre a permeabilidade vascular (NIELSEN, 2009).
Além disso, os efeitos sinérgicos das citocinas IFN-y, do TNF-a e das proteinas ativas do
complemento desencadeiam o extravasamento de plasma, principalmente, na infec¢do
secundaria pelo virus da dengue (LEI et al., 2001).

Apesar da maioria das teorias, relacionadas a resposta imunoldgica na patogénese da
dengue, se referir a uma segunda infec¢do heterosorotipica como a principal causa de
agravamento da dengue, acontecem casos de dengue grave na primeira infec¢do e mesmo a
teoria da multicausalidade ndo é capaz de explicar completamente a patogénese da dengue
(LEI et al., 2001). As diversas teorias imunoldgicas para explicar a patogénese da dengue t€ém

em comum a produgdo exacerbada de mediadores inflamatorios como citocinas, quimiocinas,
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proteinas do complemento, anticorpos soluveis entre outros. Esses mediadores estdo
relacionados com o extravasamento vascular e o sangramento visto nos quadros graves de

dengue (JOHN; LIN; PERNG, 2015; MALAVIGE; OGG, 2017).

1.5 Inlamac¢ao na dengue

A resposta inflamatoria é essencial para uma rapida depuragéo viral, o que na maioria
dos casos de dengue ¢ suficiente para impedir a progressdo da doenga. Porém, como
mencionado no topico anterior, varias teorias envolvendo fatores imunoldgicos para o
agravamento da dengue sugerem que os quadros graves da doenga estejam relacionados ao
aumento da carga viral que desencadeia a ativa¢do descontrolada de células do sistema imune
com aumento da producdo de mediadores inflamatorios e consequente disfungdo das células
endoteliais. A producdo exacerbada desses mediadores correlaciona-se positivamente com a
disfun¢do hepatica, trombocitopenia, extravasamento vascular e choque hemorragico visto
nos quadros graves de dengue (COSTA et al., 2013).

A resposta inflamatéria se inicia com a infec¢do de células dendriticas que leva a
ativacdo da resposta imunoldgica em diferentes células do hospedeiro, como, por exemplo,
mondcitos e macréfagos. Essas células apresentam os antigenos para as células T que
respondem produzindo grande quantidade de citocinas e quimiocinas. Como mencionado
anteriormente o fendmeno ADE parece ser um importante gatilho para a produgdo exacerbada
dessas moléculas, por meio do aumento da viremia (HERRERO et al., 2013).

Citocinas como TNF-a tem sido constantemente associada a gravidade da dengue, tendo
sido amplamente estudada tanto em humanos quanto em modelos animais no decorrer da
doeng¢a (SRIKIATKHACHORN; MATHEW; ROTHMAN, 2017). Nivel elevado dessa
molécula tem sido observado em pacientes que evoluiram com dengue grave quando
comparados aqueles que ndo apresentaram sinais de alarme (AZEREDO et al., 2006; BRAGA
et al., 2001). J& em camundongos AG129, que desenvolvem intenso extravasamento vascular
apos infec¢do por DENV, foi observado altos niveis de TNF-a e o tratamento desses
camundongos com anti-TNF-o resultou com a diminui¢do do extravasamento vascular,
apoiando o papel do TNF-a na permeabilidade vascular (SHRESTA et al., 2006). Além disso,
o TNF-a ¢ um importante indutor da expressdo de fator tecidual (TF) que pode iniciar a
cascata de coagulacdo. Portanto, o TNF-a pode desempenhar um papel importante nos dois
principais processos patologicos da dengue grave: extravasamento vascular e sangramento

(SRIKIATKHACHORN; MATHEW; ROTHMAN, 2017).
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Semelhante ao TNF-a, altos niveis da quimiocina MCP-1, também foram observados
em pacientes com dengue grave. Quando células endoteliais foram expostas a monocitos
infectados com DENV, contendo MCP-1 a permeabilidade vascular foi maior e a utilizagdo
de anticorpos anti-MCP-1, diminuiu em 70% o extravasamento vascular, indicando que essa
quimiocina tem um papel no extravasamento vascular (LEE et al., 2006).

Diversas outras citocinas e quimiocinas tém sido relacionadas com o agravamento da
dengue, como por exemplo, IL-6, CXCL10, CXCL11 e RANTES, que sdo secretadas por
células endoteliais e podem aumentar a permeabilidade vascular e ter propriedades
quimioatrativas que podem contribuir para inflamagdo e vazamento de plasma in vivo
(KELLEY; KAUFUSI; NERURKAR, 2012). Ja a IL-8, 1L-10, CCL-2, CCL-3, CXCL-8 ¢
IFN-y, sdo outras citocinas e quimiocinas cuja produ¢do ampliada tem sido relacionada a
lesdo ao endotélio vascular, aumentando a permeabilidade vascular e as manifestagdes
hemorragicas (COSTA et al., 2013).

Por outro lado, as células B ativadas apds a infec¢do por DENV geram uma ampla gama
de anticorpos, que além de agirem contra o virus podem afetar células endoteliais, plaquetas e
ativar o sistema complemento, favorecendo o extravasamento vascular e sangramento
(HERRERO et al., 2013).

Os anticorpos anti-NS1, mostraram reagir de forma cruzada contra as células endoteliais
induzindo a ativagdo de células inflamatorias que causam dano tecidual (LIN et al., 2005). O
reconhecimento parece ocorrer entre anti-NS1 e um antigeno nas células endoteliais rico em
lisina humana (LYRIC). Esse reconhecimento parece ser o responsavel pelo dano tecidual e
consequente extravasamento vascular (LIU et al., 2011).

Além disso, a intera¢do entre NS1 e anticorpos produzidos pelo hospedeiro ativam o
complexo do complemento SC5b-9, que acredita-se que contribua para o extravasamento
vascular (AVIRUTNAN et al., 2006). NS1 soluvel também € capaz de ativar o sistema de
complemento, por interagir com o fator inibitério do complemento (Clu). Essa molécula inibe
a etapa final da cascata do complemento e a interacdo com a proteina NS1 diminui
disponibilidade de Clu, favorecendo a ativagdo do complemento (KUROSU et al., 2007).
Como mencionado anteriormente algumas proteinas do complemento sdo potentes
anafilatoxinas que aumentam a permeabilidade vascular (NIELSEN, 2009).

Anticorpos anti-plaquetarios também tem sido relacionados com o agravamento da
dengue por causar trombocitopenia. O tratamento de plaquetas humanas com soro de

pacientes com dengue mostrou rea¢do cruzada entre IgM e as plaquetas. Além disso, foi
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observado um maior nivel de anti-IgM plaquetario no plasma de pacientes com dengue grave
quando comparado aqueles pacientes que ndo apresentaram sinal de alarme (LIN et al., 2001).
A figura 6 mostra a producdo de mediadores inflamatorios apds a infecgdo por DENV e

o papel desses mediadores no agravamento da doenga.
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Figura 6- Mediadores inflamatérios na dengue grave Producdo de mediadores inflamatérios por
células do sistema imunolégico e a acdo desses mediadores no extravasamento vascular,
trombocitopenia e hemorragia visto na dengue grave. Fonte: adaptado de (Herrero et al 2013).

Apesar do indiscutivel papel dos mediadores inflamatorios na exacerbacdo da
inflamacdo na patogénese da dengue, os eicosanoides, que sdo potentes moléculas bioativas

com importante atividade na homeostase vascular e na agrega¢do plaquetaria sdo pouco

estudados na dengue.

1.6 Eicosanoides

Os eicosanoides sdo lipidios bioativos derivados do acido araquidonico que regulam um
conjunto diverso de mecanismos homeostaticos e inflamatdrios envolvidos em numerosas
doengas (DENNIS; NORRIS, 2015). Em células de mamiferos, a biossintese dos eicosanoides

¢ iniciada principalmente pela ativagdo da fosfolipase A2 e a libera¢do do acido araquidonico
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(AA) a partir dos fosfolipideos de membrana. O 4&cido araquiddnico ¢é, entdo,
subsequentemente transformado pelas vias da cicloxigenase (COX) e da lipoxigenase (LOX)
em prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, que sdo coletivamente conhecidos como

eicosanoides (figura 7) (NICOLAOU, 2013).
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Destas enzimas, as mais importantes fisiologicamente sdo as cicloxigenases (COX), que
iniciam a sintese das prostaglandinas (PG) e tromboxanos (TX). Duas isoformas de COX sdo
conhecidas: a COX-1 e a COX-2. A COX-1 ¢é constitutiva, enquanto que estimulos
inflamatorios e fatores de crescimento induzem expressdo de COX-2. Na via da LOX, a 5-
lipoxigenase (5-LOX) € a enzima chave responsavel pela formacdo dos leucotrienos (LTs) e
de outros eicosanoides oxigenados na posi¢do 5 (NICOLAOU, 2013). As enzimas COXs
geram PGG; pela oxidacdo do AA, um metabdlito instdvel que ¢ rapidamente reduzido a
PGHj, que ¢ entdo convertido ao prostanoide maduro pela acdo de enzimas especificas
(BOZZA et al., 2011; HOGGATT; PELUS, 2010). A prostaglandina E; sintase (PGE,S) ¢ a
enzima responsavel pela conversdo de PGH; em prostaglandina E, (PGE), enquanto que a

tromboxano Aj sintase (TXA2S) converte PGH; para tromboxano A (TXA3) (RICCIOTTTI;



32

FITZGERALD, 2011). Ja a 5-LOX é a enzima responsavel pela oxidagdo de AA em
leucotrieno A4 (LTA4) um intermedidrio instavel que é rapidamente convertido & leucotrieno
B4 (LTBy) pela leucotrieno A4 hidrolase (LTA4H) (HOGGATT; PELUS, 2010).

Em condigdes fisiologicas, a PGE; ¢ um importante mediador de muitas funcgdes
bioldgicas, tais como regulagdo da resposta imune, pressdo sanguinea, integridade
gastrointestinal e fertilidade. Na inflamagao, a PGE; esta envolvida nos processos que geram
os sinais classicos de inflamacdo: rubor, edema e dor. O rubor e edema resultam do fluxo
sanguineo aumentado para os tecidos inflamados como uma consequéncia da dilatagdo arterial
e permeabilidade vascular aumentada. J4 a dor resulta da a¢do da PGE, sobre os neurdnios
sensoriais periféricos e nos sitios centrais localizados na medula espinhal e cérebro
(RICCIOTTT; FITZGERALD, 2011).

A PGE,, por meio da ligagdo a diferentes receptores, também pode regular a funcio de
diversas células do sistema imunitario, incluindo macréfagos, células dendriticas e linfocitos
T e B, levando tanto a efeitos pré- quanto anti-inflamatérios. Como um mediador pro-
inflamatoério, a PGE> contribui para a regulacdo da expressdo do perfil de citocinas em células
dendriticas e foi relatada como capaz de induzir a diferenciacdo de linfécitos T para uma
resposta Thl, Th2 ou Th17. Além disso, foi observado que a PGE; induz a migragdo de
células dendriticas para os linfonodos, além de estimular a expressdo de moléculas da
superfamilia do TNF na membrana dessas células resultando em ativagdo aumentada de
linfécitos T. Em contraste, também foi demonstrado que PGE; suprime diferenciagdo Thl,
fun¢des de linfocitos B e reagdes alérgicas, além de neutréfilos, mondcitos e células NK
(RICCIOTTT; FITZGERALD, 2011).

O TXA; € produzido principalmente nas plaquetas pela agdo de COX-1, mas também é
produzida em macréfagos por COX-2 (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). A atividade do
TXA; ¢ mediada principalmente através do receptor de prostanoide (TP - do inglés prostanoid
receptor), que ¢ um receptor acoplado a proteina G. A ativacdo do receptor TP acarreta
diversas respostas fisioldgicas e fisiopatoldgicas, incluindo adesdo e agregacdo plaquetaria,
contragdo e proliferacdo de células musculares lisas, o que favorece a vasoconstri¢do, ativagdo
da resposta inflamatéria de células endoteliais e diminui¢do da ativagdo de células T
(DENNIS; NORRIS, 2015).

Similarmente, distintos mediadores lipidicos podem ser gerados pelo metabolismo do
acido araquidonico pela 5-LOX, dentre os quais se encontram os leucotrienos, que sio

moléculas produzidas predominantemente por células inflamatorias, tais como leucocitos
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polimorfonucleares, macrofagos ativados e mastédcitos. Um dos leucotrienos gerados a partir
da via da 5-LOX ¢ o LTBy4, que ativa as células inflamatoérias pela ligagdo a dois receptores de
superficie celular que sdo conhecidos como receptor de leucotrieno B4 (BLT1 e BLT2). O
BLT1 é expresso apenas em células inflamatoérias, incluindo neutrdfilos, macrofagos e
eosinofilos e apresenta uma alta afinidade apenas para o LTB4. Diferentemente, o BLT2 é um
receptor de baixa afinidade que é expresso ubiquamente (HEDI; NORBERT, 2004). Dentre
outras funcdes, o LTB4 estimula o recrutamento de células inflamatorias, incluindo os
neutrofilos, eosindfilos, mondcitos/macrofagos, mastdcitos, células dendriticas e linfocitos T
efetores para os tecidos inflamados em varias doengas (OHNISHI; MIYAHARA;
GELFAND, 2008). Além disso, também j4 foi observado que o LTB4 estimula mondcitos a
produzirem citocinas pro-inflamatdrios, aumenta a citotoxicidade das células NK e aumenta a
diferenciagdo dos linfocitos B em células produtores de IgE (HEDI; NORBERT, 2004).

As funcdes desempenhadas pelos eicosanoides ja foram investigadas em diversas
doencas infecciosas (AGARD; ASAKRAH; MORICI, 2013; MCCARTHY; WEINBERG,
2012; PRATT; BROWN, 2014; SEREZANI et al., 2006) e inflamatérias (LIU; YOKOMIZO,
2015; NICOLAOQOU, 2013). Porém, o papel das enzimas formadoras dos eicosanoides, bem
como de seus produtos na dengue ainda € pouco estudado.

Preeyasombat et al. (1999) relataram que os niveis de TXAjp, eram mais baixos no
plasma de pacientes com sindrome do choque da dengue, quando comparados aos niveis
plasmaticos desse eicosanoides em pacientes com dengue grave (PREEYASOMBAT et al.,
1999). Em outro estudo, Loke et al. (2013) demonstraram que os niveis de LTB4, um produto
da via LOX, foram maiores no plasma de pacientes durante os estagios febril e defervescente
s da dengue. Esses autores também observaram niveis aumentados de LTB4 no sobrenadante
da cultura de neutréfilos, o que eles atribuiram ao aumento da expressdo de 5-LOX nessas
células apos a estimulagdo in vitro pelo DENV (LOKE et al., 2013). Mais recentemente,
niveis aumentados de PGEy, foram detectados em soros de pacientes com dengue grave. Além
disso, a expressdo génica elevada de COX-2 em células sanguineas de pacientes com dengue
também foi observada nesses mesmos pacientes (LIN et al., 2017). No entanto, até¢ o
momento, ndo ha estudo comparando simultaneamente as vias da COX e LOX e seus

produtos durante o curso natural da dengue.
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1.7 Corpusculos lipidicos na sintese de eicosanoides

A biossintese dos eicosanoides pode ocorrer em trés compartimentos celulares: 1)
corpusculos lipidicos (CL), 2) membrana nuclear e 3) fagossomas (figura 7) (BOZZA et al.,
2011). O tamanho, regulacdo, composi¢do e consequentemente, a fun¢do de CL pode variar
consideravelmente entre os diferentes tipos celulares. Os leucécitos tém poucos CL, mas
podem ser estimulados a formar rapidamente novos CL, em reposta a inflamagdo (MELO et
al., 2011). Nestas células, os CL contém lipidios araquidonil, que servem como precursores
para a sintese de eicosanoides, e ainda todas as enzimas necessarias para esta sintese,
incluindo COX, PGE,S, TXA5S, 5- e 15-lipooxigenases (5- e 15-LOX) e LTA4H. Tanto a
formagdo dos CL quanto a compartimentalizagdo das enzimas dentro dos CL sdo eventos
celulares altamente regulados. Acumulo de CL em leucécitos ja foi observado em diversas
doengas inflamatoérias e infecciosas, incluindo em macréfagos de lesdes ateroscleroticas,
leucécitos de articulagdes de pacientes com artrite, lavado bronco-alveolar de pacientes com
sindrome da angustia respiratdria, eosinofilos na inflamagdo alérgica e leucécitos peritoneais
e sanguineos na sepse bacteriana (BOZZA et al., 2011).

Os corpusculos lipidicos sdo organelas citoplasmaticas ricas em lipideos, que estdo
presentes em praticamente todos os organismos, incluindo plantas, leveduras, procariotos e
células de animais. Diferente das organelas e vesiculas membranosas que possuem um
conteido aquoso rodeado por uma membrana composta por uma bicamada lipidica, sdo
estruturas compostas por um cerne de lipidios neutros (triacilglicerol, diacilglicerol e éster de
colesterol), circundado por uma monocamada de fosfolipidios contendo proteinas associadas
(BOZZA; MELO; BANDEIRA-MELO, 2007).

Sdo organelas celulares que foram anteriormente relacionadas ao acumulo de lipidios,
mas que atualmente sfo reconhecidas como estruturas dindmicas envolvidas em uma
variedade de fungdes celulares, tais como metabolismo dos lipidios, sinalizagdo celular e
inflamacdo. Além disso, essa organela ja foi relacionada como plataforma de montagem para
diferentes virus. (BOZZA; MELO; BANDEIRA-MELO, 2007, HERKER; OTT, 2012;
MELO et al., 2011).

1.7.1 Corpusculo lipidico como plataforma de montagem para o Dengue virus

Os CL atuam como plataforma de montagem viral, para diferentes virus como o virus
da hepatite C, Rotavirus, DENV entre outros (CARVALHO et al., 2012; HERKER; OTT,

2012). Samsa e colaboradores propuseram que os CL sequestram as proteinas do capsideo do
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DENV e participam do processo de empacotamento do genoma (SAMSA et al., 2009).
Posteriormente, Carvalho e colaboradores confirmaram a interagdo entre a proteina do
capsideo viral e proteinas do CL principalmente a perilipin 3 (TIP47) (CARVALHO et al.,
2012). O aumento de CL ja foi observado em leucécitos durante a infecgdo natural por DENV
(ASSUNCAO-MIRANDA et al., 2010). Porém, esse aumento de CL ndo foi correlacionado

in vivo com a replicagdo viral, nem com a sintese de eicosanoides.
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2 JUSTIFICATIVA

A dengue ¢ um grave problema de saude publica, principalmente nas regides tropicais e
subtropicais. A doenca ¢ causada pelo DENV, virus capaz de gerar um amplo aspecto de
sintomas, que pode resultar em 6bito. Ndo se sabe ao certo o porqué de algumas pessoas
resolverem facilmente a infec¢do por DENV, enquanto outras evoluem para os casos mais
graves da doenca com intenso extravasamento vascular e sangramento. Muitas teorias foram
postuladas para tentar explicar as diferencas na evolucdo clinica da dengue, a mais aceita
atualmente é a teoria da multicausalidade que envolvem fatores do hospedeiro, virais e
imunoldgicos, porém mesmo essa teoria ndo € capaz de explicar completamente este
fendmeno. Muitas das teorias envolvendo fatores imunologicos tém a produgdo exacerbada de
mediadores inflamatérios como, citocinas, proteinas do complemento e anticorpos soluveis
como o ponto chave para o dano vascular visto na dengue grave. Os eicosanoides, importantes
mediadores inflamatérios envolvidos em processos homeostaticos e inflamatorios, sdo pouco
estudados na dengue. Moléculas como TXA, PGE; e LTB4 atuam na prevengdo ou
favorecimento do extravasamento vascular e sangramento, portanto apresenta possivel relagdo
com o desenvolvimento do quadro grave de dengue, o que faz necessario a quantificagdo
dessas moléculas na infec¢do natural pelo DENV. Os corpusculos lipidicos nos leucécitos do
sangue periférico sdo importantes fontes de eicosanoides em diferentes doencas, podendo ser
também fonte dessas moléculas na dengue. Além disso, os corpusculos lipidicos ja foram
descritos como plataforma de montagem para o DENV in vitro, o que torna o conhecimento a
cerca dessa molécula na infeccdo natural por DENV ainda mais significativo. O maior
conhecimento sobre eicosanoides e corpusculos lipidicos pode favorecer o desenvolvimento

de farmacos que evitem o agravamento da doenca.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar os niveis dos corpusculos lipidicos e das enzimas formadoras de eicosanoides
em leucocitos do sangue periférico e de eicosanoides no plasma durante a infecg¢do natural

pelo Dengue virus.

3.2 Objetivos especificos

a) Quantificar os niveis plasmaticos das citocinas IFN-y, IL-2, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-17,
IL-10, IL-12p70, IL-6, IL-8 e IL-1p nos individuos com dengue;

b) Mensurar os niveis de PGE;, TXA; e LTB4 no plasma dos individuos com dengue;

¢) Quantificar os niveis de corpusculos lipidicos nas diferentes populac¢des de leucocitos do
sangue periférico dos individuos com dengue; e

d) Quantificar os niveis de mRNA das enzimas formadoras de eicosanoides (COX-2,
TXAS PGE,S 5LOX e LTA;H), nos leucocitos do sangue periférico dos individuos com

dengue.
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4. METODOLOGIA
4.1. Estratégia experimental

O trabalho foi desenvolvido em duas etapas principais, sendo a primeira etapa o
recrutamento dos participantes, coleta e caracterizagdo de amostras biologicas. J4 a segunda
etapa consistiu em avaliar a presenga de eicosanoides no plasma dos participantes e
determinar se os CL presentes nos leucdcitos sdo fonte de eicosanoides na dengue. A figura 8

demonstra o esquema metodoldgico empregado nesse trabalho.

Selecdo dos participantes
TCLE

Analise de sinais e sintomas - guestionario

Anzlises hematologicas — hemograma e monocitos
vacuolados

Analises bioguimicas — AST, ALT, proteinas totais e

—> - o
7\ St fragdes e coleterol total e fragdes

Diagndstico: (a)

Dengue Virus NS1 Grupos:
ELISA, (b) Anti-Dengue N&o infectado
Virus ELISA {I1gM) e (c) IgM- Negativo

TRIQPLEX IgM- Positivo

Dengue/Zika/ChikV

e ceapa X/ S B Pt 1 1A AT AL I 18 M AR
Leucdcitos totais

Analise das enzimas formadoras de eicosanoides,
Segunda etapa COX-2, TXA2S, PGE2S, 5-LOX e LTA4H, por gPCR

Figura 8- Estratégia experimental. Esquema metodolégico empregado no desenvolvimento do
trabalho

4.2 Consideracoes éticas

As normas éticas para a pesquisa cientifica em seres humanos estabelecidas pela

Declaragdo de Helsinki (AMM, 2013) e pelo Ministério da Satude Brasileiro, resolucdo 466/12
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(MS, 2012) foram rigorosamente observadas. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisas envolvendo Seres Humanos do Instituto René Rachou CAAE:

55135116.0.0000.5091 (Anexo 1).

4.3 Selecao dos participantes

Os participantes foram recrutados na Santa Casa de Misericordia (SCM) de Santo
Antdnio do Monte - MG. A médica Lais Oliveira Brasil de Sousa, colaboradora do projeto,
apresentou o estudo aos seus pacientes com sinais e sintomas clinicos de dengue e os
convidou a participar do estudo. Para aqueles que concordaram em participar, foi explicado os
objetivos da pesquisa e os procedimentos a serem realizados. Todos os participantes leram e
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice 1). Apds a
assinatura do TCLE, a médica preencheu um questionario contendo todas as informagdes
clinicas dos participantes (Apéndice 2). Além dos participantes com sintomas de dengue, a
médica também recrutou voluntarios que ndo apresentaram nenhum sinal ou sintoma
relacionado a dengue e também leram e assinaram o TCLE. Foram excluidos do estudo
menores de 18 anos. A Dra. Lais Sousa avaliou o quadro clinico de cada um dos participantes
com dengue através da analise dos sinais e sintomas e por meio de exames laboratoriais.

A médica indicou a participag¢@o no estudo de 28 individuos com sinais e sintomas de
dengue, cuja infecg¢do foi confirmada pela positividade em pelo menos um dos seguintes
testes: (a) Dengue Virus NS1 ELISA (Euroimmun, Luebeck, Germany); (b) Anti-Dengue
Virus ELISA (IgM) (Euroimmun); e (c¢) TRIOPLEX Dengue/Zika/ChikV kit (Eco
Diagnostica, Minas Gerais, Brazil). Indicou também a participagdo de 12 voluntarios ndo
infectados e a possibilidade de infec¢do assintomatica pelo DENV foi descartada pela
aplicagdo dos mesmos testes.

Todos os 40 voluntarios foram encaminhados para coleta de sangue que foi realizada
pelo Laboratério Santo Antonio, sediado na Santa Casa de Misericordia de Santo Antdnio do
Monte. Foi coletado de cada voluntario 20 mL de sangue total, divididos em 1 tubo seco de 4
mL BD Vacutainer (BD Biosciences, California, USA) para obten¢do de soro e realizacdo das
analises bioquimicas e 4 tubos com EDTA de 4mL BD Vacutainer (BD Biosciences), sendo 1
tubo para as andlises hematologicas e 3 tubos encaminhados para o Laboratério de
Imunologia Celular e Molecular do Instituto René Rachou, onde as demais analises foram

realizadas.
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Para todos os participantes do estudo, foi realizado o hemograma com contagem de

plaquetas e foram mensurados também os niveis séricos das enzimas AST e ALT, assim

como das proteinas totais e fracdes, além da dosagem de triglicérides, colesterol total, bem

como do colesterol ligado as lipoproteinas de alta (HDL), baixa (LDL) e muito baixa (VLDL)

densidade. Todos os exames foram realizados com amostras coletadas apos jejum de 8 a 12

horas e seguiram rigorosamente as normas de controle de qualidade do laboratdrio. A tabela 1

mostra o método empregado para andlise de cada um dos exames mencionados anteriormente

além dos valores de referéncia para adultos e equipamento utilizado.

Tabela 1 — Informacao técnica dos exames laboratoriais

Equipamento Exame Valoresde M étodo
referencia
Andlise ABX Micros60 Hematdcrito (%) F: 35a47 Impedancia
hematolégica (Horiba, M:40a54
(mm?®) Quioto, Japdo) Hemacias F:4a56 Impedancia
M: 45a6,5
Hemoglobina (g/dL) F: 12a16,5 Impedancia
M:13,5a18
Global de leucécitos 4.000 a 11.000 Impedancia
Segmentados 2.200a7.150 Impedancia
Monécitos 160 a 880 Impedancia
Linfécitos 800 a 3.300 Impedancia
Plaquetas 150.000 a450.000 Impedancia
Andlise Cobas Mira AST 5a38U/mL Cinético— UV
bioquimica  Plus (Roche ALT 10 a40 U/mL Cinético— UV
Diagnostics, Proteinas totais (PT) 6,0a8,0g/dL Colorimétrico —
Risch- Biureto
Rotkreuz, Albumina (Alb) 3,5a5,5¢g/dL Colorimétrico -
Suiga) Verde de
Bromocresol.
Globulina (Glob) Globulina = PT-
Alb
Triglicérides (TG) 10 2190 mg/dL Enzimatico-
Colorimétrico
Colesterol total (CT) Até 239 mg/dL Enzimatico -
Colorimétrico
HDL H > 55 mg/dL Enzimatico-
M > 65 mg/dL Colorimétrico
(Precipitacao
Seletiva).
LDL Até 160 mg/dL LDL=CT-
(HDL+VLDL)
VLDL VLDL=

Triglicérides/ 5
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4.5 Dosagem dos niveis séricos de citocinas

Para determinar os niveis plasmaticos das citocinas IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5 foi
utilizado o kit BD Citometria Bead Array (CBA) Human Th1/Th2 Cytokine (Numero de
catdlogo 551809, BD Biosciences) e para determinar os niveis das citocinas IL-12p70, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-1B, TNF-a foi utilizado o kit BD Citometria Bead Array (CBA) Human
Inflammatory Cytokines Kit (Nuimero de catdlogo 551811, BD Biosciences), de acordo com o
protocolo do fabricante. Um total de 2.100 eventos (350/Bead) foi adquirido no citometro de
fluxo FACS Verse (BD Biosciences, San Jose, California, USA) e os dados foram analisados

utilizando o software FCAP Array™ V3.0 (BD Biosciences).

4.6 Quantificacao plasmatica de eicosanoides

O plasma obtido a partir de 12 mL de sangue total coletado em EDTA foi estocado a -
70°C até o momento da andlise. Do volume de plasma obtido, 250 pL. foram utilizados para
quantificar os niveis dos eicosanoides. Os niveis de TXA, e PGE, foram quantificados
indiretamente através de seus metabdlitos estaveis utilizando Thromboxane B, ELISA Kit
(Numero de catalogo ab133022, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) e Prostaglandin E
Metabolite ELISA Kit (Numero de catdlogo 514531, Cayman Chemical). J& LTB,4 foi
quantificado utilizando Leukotriene B4 ELISA Kit (Numero de catdlogo 520111, Cayman

Chemical). Todas as reagdes foram realizadas de acordo com as orientagdes do fabricante.

4.7 Determinaciao dos niveis de corpusculos lipidicos em leucocitos do sangue periférico

Cerca de 12 mL de sangue coletado em EDTA foram transferidos para um tubo de 50
mL tipo Falcon e centrifugados a 350 x g, a 18°C por 10 min. Apoés a centrifugacdo, o plasma
foi retirado e armazenado a -70°C e o concentrado de células sanguineas foi ressuspendido
com PBS 0,15 M no mesmo volume de plasma retirado. Foi realizada nova centrifugacdo a
350 x g, a 18°C por 10 min e o sobrenadante foi retirado e descartado. A seguir, o concentrado
de células foi homogeneizado e o niimero total de leucéceitos contido na suspensdo de células
sanguineas foi determinado por meio de contagem em camara de Neubauer, apds diluicdo de
uma aliquota do concentrado de células em liquido de Turk (dilui¢do 1:20). Posteriormente, 5
x 10° leucocitos em um volume final de 100uL foram adicionados a tubos de citometria de
polipropileno (BD Biosciences) contendo as combinagdes de anticorpos descritos na tabela 2,
que foram diluidos em um volume final de 20ul. de BSA 1% em PBS 0,15 M. Apds 20 min
de incubagdo, a temperatura ambiente e protegida da luz, as células foram ressuspendidas em

PBS 0,15M e centrifugadas a 350 x g, a 18°C por 7 min. Entdo, o sobrenadante foi descartado
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e realizada a marcagdo dos CL pela adi¢do da sonda fluorescente BODIPY 493/503
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) diluida em PBS 0,15 M, na concentragdo de
SUM. As células foram incubadas por 20 min e a seguir foi realizada a lise das hemaécias por
meio da incubagéo por 15min em solugdo de lise contendo formaldeido 5.,4%, dietilenoglicol
3% e citrato de so6dio 0,28% em agua destilada. Apods a lise, foi adicionado PBS 0,15 M e as
células foram centrifugadas a 350 x g, a 18°C por 10min. Esse procedimento foi repetido
novamente e ao final da centrifuga¢do, o sobrenadante foi descartado e as células

ressuspendidas em PBS 0,15 M e mantidas em geladeira até a leitura.
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Tabela 2 - Anticorpos utilizados para marcagdo dos leucocitos do sangue periférico para

analise por citometria de fluxo

Anticorpo

Fluorescéncia

Numerode Titulo

catalogo

Concentracao

(mg/mL )

Funcéo e célulaem
gue esta expressa

Anti-CD16

Anti-CD56

Anti-CD3

Anti-CD19

Anti-CD14

Anti-CD45

Anti-CD4

Anti-CD8

AF700

PeCy5

APC

PerCP

V450

APC

PerCP

557920 1:100

555517 1:25

555333 1:50

555415 1:25

340585 1:50

560367 1:100

555349 1:25

347314 1:25

0,002 (mg/mL)

0,5 pg/mL

0,25 pg/mL

Receptores que se
ligam a porcao Fc de
IgG. Células NK,
neutréfilos e
monacitos.
Glicoproteinade
ligacdo homofilica.
Células NK.
Co-receptores de
células T que
juntamente com as
cadeias{ eo TCR
formam o complexo
TCR. Linfécitos T.
Co-receptor de
células B para
antigenos. Linfécito
B.

Co-receptor para
ligacéo de PAMPs
como LPS.
Mondcitos.

Aucxiliar na ativacéo
de leucdcitos.
Leucdcitosem geral.
Co-receptor de
linfocitos T CD4 que
juntamente com o
TCR seligaao MHC
Il. Linfécitos T CD4
€ monaocitos.
Co-receptor de
linfécitos T CD8 T
que juntamente com
0 TCR seligaao
MHC | Linfécitos T
CD8 e células NK.

Todos os anticorpos foram adquiridos da BD Biosciences, San Jose, California, USA.
* A concentracdo do anticorpo ndo & apresentada pelo fabricante, gpenas volume total e o nlimero de

reagoes.

Um total de 200.000 eventos foi adquirido no citometro de fluxo LSR Fortessa (BD

Biosciences). A compensacdo foi realizada com microparticulas de poliestireno conjugadas

com anticorpos anti-cadeia Kappa de camundongo (BD Compbeads anti-mouse, nimero do

catalogo 552843, BD Biosciences). Segundo instrugdes do fabricante, foi preparado um tubo
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para cada fluorescéncia utilizada no experimento e um controle negativo. Os dados foram

analisados utilizando o software FlowJo 10.1 (FlowJo, Ashland, Oregon, USA).

4.7.1 Estratégia de andlise dos niveis de corpusculos lipidicos em leucdcitos

As figuras de 9 a 13 ilustram a sequéncia de passos para a andlise dos niveis de CL nas
diferentes populacdes de leucocitos do sangue periférico. Amostra de um participante do
grupo dengue IgM negativo foi utilizada para demonstrar a estratégia de analise.

Para determinar a intensidade mediana de fluorescéncia (IMF) da sonda Bodipy
493/503 em neutréfilos do sangue periférico, primeiramente foram obtidos os leucdcitos, por
meio das células que expressavam o marcador CD45 (figura 9A). Em seguida a populacdo de
neutrdfilos foi definida por granulosidade de intermediaria a alta e que expressavam CD16
(figura 9B). Posteriormente, as células simples foram selecionadas utilizando FSC-H por
FSC-A (figura 9C). Por fim, IMF da sonda Bodipy 493/503 em neutrofilos foi obtida através
do histograma da sonda Bodipy (figura 9D).

C D

"7 ...  Células simples 7 Bodipy (MFI)
em CD16™

L
i
100K

Figura 9- Estratégia de analise dos niveis de corpusculos lipidicos nos neutr éfilos. (A) Leucdcitos
foram selecionados utilizando um grafico de densidade SSC-A versus CD45. (B) Neutrofilos foram
selecionados utilizando um grafico de densidade de SSC-A versus CD16. (C) Células simples foram
selecionadas com o grafico de densidade FSC-H versus FSC-A. (D) Histograma foi utilizado para
obter aintensidade mediana de fluorescéncia (IMF) da sonda Bodipy 493/503.

Para avaliar a IMF da sonda Bodipy 493/503 em eosinofilos, os leucécitos foram
primeiramente obtidos (figura 10A), em seguida a populagdo CD16™ e tamanho intermediario,
que corresponde aos eosindfilos, foi determinada (figura 10B). Posteriormente, as células
simples foram selecionadas (figura 10C). Por fim, IMF da sonda Bodipy 493/503 em

eosinofilos foi obtida através do histograma da sonda Bodipy (figura 10D).
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Figura 10- Estratégia de analise dos niveis de cor pusculos lipidicos nos eosindfilos. (A) Leucdcitos
foram selecionados utilizando um grafico de densidade SSC-A versus CD45. (B) Eosindfilos foram
selecionados utilizando um grafico de densidade de FSC-A versus CD16. (C) Céulas simples foram
selecionadas com o grafico de densidade FSC-H versus FSC-A. (D) Histograma foi utilizado para
obter aintensidade mediana de fluorescéncia (IMF) da sonda Bodipy 493/503.

Para avaliar a IMF da sonda Bodipy 493/503 nas subpopulagdes CD16" e CD16™ de
mondcitos, primeiramente foram obtidos os leucdcitos (figura 11A), em seguida, a populagdo
de mondcitos foi obtida com CDI14" e granulosidade intermedidria (figura 11B).
Posteriormente, as células simples foram selecionadas (11C). As subpopulagdes de mondcitos
foram obtidas com CD14%/CD16" ou CD14*/CD16" (figura 11D). Por fim, a IMF da sonda
Bodipy 493/503 foi avaliada em cada uma das subpopulagdes de mondcitos, CD16™ (11E) e
CD16™ (11F) com o histograma da sonda Bodipy.
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Figura 11- Estratégia de andlise dos niveis de corpusculos lipidicos nas subpopulacdes de
mondcitos CD16" e CD16". (A) Leucdcitos foram selecionados em um gréfico de densidade SSC-A
versus CD45. (B) Mondcitos foram selecionados em um grafico de densidade SSC-A versus CD14.
(C) Céulas simples foram delimitadas por um grafico de densidade de FSC-H versus FSC-A. (D) As
subpopul agdes de mondcitos CD16" e CD16™ foram selecionadas em um gréfico de densidade CD14
versus CD16. (E) Histograma da intensidade mediana de fluorescéncia (IMF) da sonda Bodipy
493/503 para CD16" e (F) Histograma da intensidade mediana de fluorescéncia (IMF) da sonda
Bodipy 493/503 para CD16'.

Para avaliar a IMF da sonda Bodipy 493/503 nas subpopulagdes de linfécitos,
primeiramente os leucdcitos foram obtidos (figura 12A). Em seguida, a populacdo de
linfocitos totais foi determinada por tamanho pequeno e baixa granulosidade (figura 12B).
Posteriormente, as células simples foram selecionadas (figura 12C). A populagéo de linfocitos
TCD4 foi selecionada através do duplo positivo CD3/CD4 (figura 12D). IMF da sonda
Bodipy 493/503 em linfécitos TCD4 foi obtida através do histograma (figura 12E). Ja a
populagdo de linfocitos TCD8 foi selecionada através do duplo positivo CD3/CD8 (figura
12F). IMF da sonda Bodipy 493/503 em linfécitos TCD8 foi obtida através do histograma da
sonda Bodipy. (figura 12G). A subpopulagdo de linfocitos B foi selecionada através de CD3
versus CD19, sendo CD37/CD19" (figura 12H). IMF da sonda Bodipy 493/503 em linfocitos
B foi obtida através do histograma da sonda Bodipy (figura 121).
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Figura 12- Estratégia de andlise dos niveis de corpusculos lipidicos nas subpopulagées de
linfécitos TCD4, TCD8 e B. (A) Leucocitos foram selecionados em um gréfico de densidade SSC-A
versus CD45. (B) linfécitos totais foram selecionados em um grafico de densidade de FSC-A versus
SSC-A. (C) Células simples foram delimitadas por um grafico de densidade de FSC-H versus FSC-A.
(D) Os linfécitos TCD4 foram selecionados em um grafico de densidade CD3 versus CD4. Como
duplo positivo CD3/CD4 (E) Histograma da intensidade mediana de fluorescéncia (IMF) da sonda
Bodipy 493/503 para linfécitos TCDA4. (F) Os linfécitos TCD8 foram selecionados em um grafico de
densidade CD3 versus CD8. Como duplo positivo CD3/CD8 (G) Histograma da intensidade mediana
de fluorescéncia (IMF) da sonda Bodipy 493/503 para linfécitos TCD8. (H) Os linfécitos B foram
selecionados em um grafico CD3 versus CD19. Como CD3/CD19" (I) Histograma da intensidade
mediana de fluorescéncia (IMF) da sonda Bodipy 493/503 para linfécitos B.

Para avaliar a IMF da sonda Bodipy 493/503 das células NK e NKT, primeiramente os
leucocitos foram determinados (figura 13A). Em seguida, a populagdo de linfocitos totais foi
determinada por tamanho pequeno e baixa granulosidade (figura 13B). Posteriormente, as
células simples foram selecionadas (figura 13C). Para determinar as células NK

primeiramente foi determinada a populacdo duplo negativo CD37/CD19" (figura 13D), em
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seguida foi obtida a populagdo CD56" que corresponde as células NK (figura 13E) IMF da
sonda Bodipy 493/503 em células NK foi obtida através do histograma (figura 13F). Ja para
determinar as células NKT, foi obtido as células CD3*/CD19 (figura 13D) e em sequéncia
dentre elas as células CD56" que corresponde as células NKT (figura 13G). IMF da sonda
Bodipy 493/503 em células NKT foi obtida através do histograma da sonda Bodipy (figura
13H).
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Figura 13- Estratégia de analise dos niveis de corpusculos lipidicos nas células NK e NKT. (A)
Leucdcitos foram selecionados em um grafico SSC-A versus CD45. (B) linfocitos totais foram
selecionados em um grafico de FSC-A versus SSC-A A populacdo de tamanho pequeno e baixa
granul osidade corresponde aos linfocitos totais. (C) Céulas simples foram delimitadas por um grafico
de FSC-H versus FSC-A. As células NK e NKT foram selecionadas em duas etapas. (D) Com o
grafico de CD3 versus CD19, selecionou a populagdo duplo negativo CD3/CD19', para as células NK
e a populacdo CD3" versus CD19, para as células NKT. (E) Posteriormente as células NK foram
selecionadas em um grafico FSC-A versus CD56. (F) Histograma da intensidade mediana de
fluorescéncia (IMF) da sonda Bodipy 493/503 em células NK. (G) As células NKT foram
selecionadas em um grafico CD3 versus CD56. (H) Histograma da intensidade mediana de
fluorescéncia (IMF) da sonda Bodipy 493/503.
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4.8 Analise da expressao génica das enzimas formadoras de eicosanoides

O RNA total foi extraido a partir de 1 x 107 de leucécitos totais do sangue periférico,
dos individuos infectados com DENV e néo infectados, utilizando PureLink™ RNA Mini Kit
(ThermoFisher Scientific). O RNA purificado (50 ng) foi transcrito em c¢cDNA usando
GoScript Reserve Transcription System com random primers (Promega, Madison, WI, USA)
de acordo com as instrugdes dos fabricantes. O cDNA foi entdo tratado com RNase H (2 U)
(ThermoFisher Scientific) por 20 min a 37 °C. Primeiramente foram testados os genes
GAPDH, ACTB, 18s, HPRT1, para determinar qual o melhor gene de expressdo constitutiva
para o grupo de amostras deste trabalho. Foram selecionadas duas amostras de cada um dos
grupos: ndo infectado, dengue IgM negativo e dengue IgM negativo. Os seguintes critérios
foram observados para essa determinagdo: expressdo uniforme do gene testado, eficiéncia de
amplificacdo semelhante entre o gene constitutivo e o gene de interesse e nivel de expressdo
do gene constitutivo superior a do gene de interesse (Applied Biosystems 2008). ACTB foi

escolhido como gene de expressdo constitutiva, por atender todos os critérios (tabela 3).

Tabela 3- determinacdo do gene de expressdo constitutiva para o grupo de amostras deste
trabalho

Nao infectado IgM negativo IgM positivo
Gene (Participante) (Participante) (Participante
(Ct médio) 29 39 2 12 22 26
GAPDH 2513 21.52 21.94 21.93 21.08 18.63
18s 9.01 8.80 5.99 4.93 10.14 9.96
ACTB 22.09 * 24.43 * 21.54 *
HPRT1 31.02 28.66 28.59 30.46 29.99 26.47

* Amostras ndo realizadas para o gene ACTB.

O mRNA do gene de expressdo constitutiva e dos genes das enzimas formadoras de
eicosanoides, COX-2 (PTGS;), TXA,S (TBXAS1), PGE,S (PTGES2), 5-LOX (ALOX5) e
LTAH foram amplificados e detectados usando TaqMan® gene expression assays
(ThermoFisher Scientific, nimero de catalogo 4,331,182 gene id: GAPDH Hs99999905 ml,
ACTB Hs99999903 ml, 18s Hs99999901 s1, HPRT1 Hs99999909 ml1, PTGS2
Hs00153133 m1, TBXAS1 Hs01022706 ml, PTGES2 Hs00228159 ml, ALOXS5
Hs00167536 m1 e LTA4H Hs01075871. As reacdes dos genes de interesse foram realizadas
em triplicata com 5 puL. de ¢cDNA, 6.25 uM de cada gene de interesse juntamente com [3-
actina, usado para normalizar os dados de expressdo génica, 7.5 puL of TagMan™ Gene
Expression Master Mix (ThermoFisher Scientific) e dgua até completar um volume final de

15 pL. Foi adicionado em cada experimento duplicata de controle sem acido nucléico. As
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condi¢des de ciclagem foram as seguintes: incubacdo inicial 2 min a 50 °C e 10 min a 95 °C,
seguido de 40 ciclos de 15 s a 95 oC e 1 min a 60 °C. O “cycle threshold” (Ct) foi
determinado automaticamente usando Sequence Detection Software, versdo 1.4 (Applied
Biosystems, Waltham, MA, USA). O método 27AC £5i usado para quantificacdo relativa
(Applied Biosystems 2006; LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), usando a média de todos os

controles nio infectados como valor de referéncia.

4.9 Quantificacido da carga viral do Dengue virus.

Os acidos nucléicos totais foram extraidos a partir de 240 pl. de plasma que foi
primeiramente centrifugado a 20,000 g por 1.5 h a 4 °C, para concentrar as particulas virais.
Apbs a centrifugagdo o sobrenadante foi retirado e 50 pl. de tampdo contendo Tris Base
(Inlab, Sao Paulo, Brazil), EDTA (Synth, Sdo Paulo, Brazil), NaCl (Synth) e proteinase K
(Qiagen, Hilden, Germany), foi adicionado. Todas as amostras foram incubadas no
termociclador Thermal Cycler Veriti (ThermoFisher Scientific), a 56 <C por 5 min e 98 °C por
15 min. Os acidos nucléicos obtidos foram utilizados para determinar a carga viral de DENV
(copias de RNA por mL de plasma), que foi quantificado usando o equipamento
LightCycler® 96 (Roche, Mannheim, Germany), com os seguintes iniciadores e sonda:
DENV-F: 5°-AAG GAC TAG AGG TTA GAG GAG ACC C-3°, DENV-R: 5°-CGT TCT
GTG CCT GGA ATG ATG-3° e DENV-Probe: 5’-/TEX615/AAC AGC ATA TTG ACG
CTG GGA GAG ACC AGA/3IAbRQSp/3’ (PACIDONIO et al., 2017). As rea¢des foram
realizadas em duplicata com 2,5 pl. de acido nucléico, 0,25 plL de cada primer, 0,1 pl de
sonda, 2,5 uL. de TagMan Fast Virus 1-Step Master Mix (ThermoFisher Scientific) e dgua
livre de nuclease para completar um volume final de 10 plL. Foi adicionado em cada
experimento duplicata de controle sem &cido nucléico. As condi¢des de ciclagem foram as
seguintes: incubacdo inicial 20 s a 95 °C, seguido de 40 ciclos de 3 s a 95 °C e 30 s a 60 C.
Para fins de quantifica¢do, a sequéncia 3° UTR de DENV foi clonada em pGEMT-Easy
plasmid (Promega), amplificado e depois diluido em série para gerar uma curva padréo, como

descrito anteriormente (RICHARDSON et al., 2006).

4.10 Analise de monocitos vacuolados

A morfologia dos mondcitos foi analisada por meio de esfregacos sanguineos corados
com um kit de coloracdo hematoldgica (Instant-Prov, Newprov, Parand, Brasil), de acordo
com as instru¢des do fabricante. A percentagem de mondcitos vacuolados foi determinada

pela contagem de cem células usando microscopia dptica com ampliacdo de 1000x.
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4.11 Analise estatistica

O teste D’Agostino and Pearson omnibus foi usado para avaliar a normalidade da
distribuicdo dos dados. ANOVA seguido pelo método de Student-Newman-Keuls foi usado
para comparar multiplas amostras normais. O teste de Kruskal-Wallis seguido pelo método de
Dunn foi usado para comparar multiplas amostras ndo normais. O teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney foi utilizado para avaliar os dados da carga viral. O software Prism 6®
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) foi usado para a realiza¢do dos testes estatisticos.

As diferencas foram consideradas significativas quando um valor de p< 0,05 foi obtido.
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5 RESULTADOS
5.1 Diagnéstico de dengue

Para realizagdo deste estudo 40 participantes foram selecionados e classificados,
baseados em critérios clinicos, soroldgicos e/ou moleculares, como infectados (28) ou nao
infectados (12) pelo DENV. A infec¢do por DENV foi confirmada pelos testes soroldgicos
dengue ELISA NS1 e dengue ELISA IgM e pelo teste molecular RT-qPCR para
DENV/ZikV/ChikV. Os participantes foram considerados infectados por DENV quando
positivos em pelo menos um dos trés testes realizados. Os dados de cada um dos testes para
cada um dos participantes é mostrado na tabela 4. Dentre os 40 participantes, 17 foram
positivos pelo teste molecular RT-qPCR, 20 foram positivos com base em ELISA NS1 e 16
foram positivos com base em ELISA IgM. Os 12 participantes que ndo apresentaram sinais ou
sintomas de dengue tiveram a infec¢do assintomética excluida por serem negativos em todos
os testes diagnosticos mencionados acima. A coinfec¢do, na fase aguda da doenca, entre
DENV, ZIKV e CHIKYV foi excluida pelos resultados na RT-qPCR. A tabela 4 também indica

o numero de dias de sintomas relatado por cada um dos participantes.
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Tabela 4- Diagnostico de dengue de casos atendidos na Santa Casa de Misericordia de Santo
Antonio do Monte.

Participantes Diasde RT-gPCR ELISANS1T ELISAIgM
sintomas

2 5 + - -

4 5 + + +

(0]
—
N
1
1
+

o]

w
+

+
1

10

N
1
+
1

12

N
+
+
1

14

N
1
+
1

16

(0]
+
+
+

18

(o))
+
+
+

BLEBENBZRIRBNRS
* HAEANODOOOO o NO
! ! + ! + ! +
' l ! ' + ' +
' ' + + ! + !

g

*

36 - - -

*

38 - - -

*

40 - - -
* Participantes ndo infectados, + teste com resultado positivo, - teste com resultado negativo.

Os participantes foram divididos nos seguintes grupos. Grupo nio infectado:
negativo para infec¢do por DENV e sem sinais e sintomas de dengue. O grupo ¢ composto por
12 individuos, sendo 6 mulheres e 6 homens, com mediana de idade igual a 32.5 anos e
valores extremos iguais a 27.0 ¢ 56.0 anos. Grupo dengue: positivo para infec¢cdo por DENV

e com pelo menos dois dos sinais e sintomas de dengue no momento da coleta. O grupo ¢
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composto por 28 individuos, que foram subdividido em dois grupos de acordo com a presenca
ou auséncia de IgM contra DENV no plasma dos participantes. Essa divisdo se deu pela
ampla variacdo nos dias de sintomas relatados pelos participantes no momento da coleta. O
grupo dengue IgM negativo ¢ composto por 12 individuos, sendo 11 mulheres e 1 homem,
com mediana de idade igual a 33 anos e valores extremos iguais a 18 e 85 anos. Ja o grupo
dengue IgM positivo ¢ composto por 16 individuos, sendo 12 mulheres ¢ 4 homens, com

mediana da idade igual a 37,5 anos e valores extremos iguais a 18 e 61 anos.

5.2 Perfil clinico dos participantes com dengue

Para determinar os sinais e sintomas de cada um dos participantes, foram analisados os
questionarios respondidos por eles no momento da inclusdo no projeto. Cada um dos
participantes foi questionado pela médica colaboradora do projeto sobre as manifestacdes
clinicas que apresentaram no decorrer da doenga. Devido ao fato de o relato clinico dos
participantes refletirem o decorrer da doenga e ndo o momento da coleta, os sinais e sintomas
dos participantes encontram-se apresentados na tabela 5 sem a subdivisdo do grupo dengue
relatada acima.

As principais queixas informadas foram febre, cefaleia, dor retrocular e mialgia que
foram relatadas por 92,8% dos participantes, seguida por prostracdo relatada por 87,5% dos
participantes e artralgia por 71,4%, sendo, portanto as principais queixas dos participantes do
grupo dengue. Ja manifestagdes cutaneas foram informadas por 46,4% dos participantes com
dengue. Hipotensdo postural foi informada por 25% dos participantes. Outros sinais e
sintomas foram mais raramente informados como hemorragia leve que foi relatada por 4
participantes (14,3%), além de dor abdominal e vOmito persistente relatado por 3 deles
(10,7%). Hipotensdo arterial e extremidades frias foram relatadas duas vezes (7,1%),
desconforto respiratorio foi informado apenas por um voluntario (3,6%). Nenhum dos
participantes apresentou hematémese ou melena, hipotermia brusca e pulso rapido. Todos os
participantes do grupo ndo infectado ndo apresentaram nenhum dos sinais e sintomas

relatados pelos participantes com dengue.
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Tabela 5. Caracteristicas clinicas de casos de dengue, atendidos na Santa Casa de
Misericordia de Santo Antonio do Monte durante o periodo de margo a maio de 2016

Parametro Dengue
(n=28)

N %
Febre 26 92,8
Cefaléia 26 92,8
Dor retrocular 26 92,8
Mialgia 26 92,8
Prostracao 24 87,5
Artralgia 20 714
M anifestacdes cutaneas 13 46,4
Hemorragialeve 4 250
Hipotensado postural™ 7 14,3
Dor abdominal* 3 10,7
VOémitos persistentes* 3 10,7
Hipotensdo arterial* 2 7.1
Extremidadesfrias® 2 71
Desconforto respiratorio* 1 3,6
Hematémese ou melena* 0 0
Hipotermia brusca* 0 0
Pulso rapido* 0 0

*|ndica os sinais de alarme de acordo com os critérios do Ministério da Salde Brasileiro.

Com base nas analises de dados e na evolugdo clinica de cada um dos participantes a
médica colaboradora do projeto classificou todos os participantes como dengue sem sinal de

alarme.

5.3 Perfil laboratorial dos participantes com dengue

Para auxiliar na classificacdo clinica dos individuos com dengue foram realizados o
hemograma completo e andlises bioquimicas. Quando todos os grupos foram comparados, a
analise do eritrograma (hematdcrito, hemécias e hemoglobina) néo evidenciou modificagéo no
percentual (Figura 14A) e numero de hemaécias (Figura 14B), bem como nos niveis de
hemoglobina (Figura 14C) no sangue periférico dos participantes com dengue, independente

da auséncia ou presenca de IgM.
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Figura 14- Eritrograma dos participantes com dengue. A) Hematécrito. B) Hemacias. C)
Hemoglobina. Os dados estdo apresentados como mediana, quartis e extremos. NI = Individuos ndo
infectados (n = 12). IgM™ = individuos infectados pelo DENV com auséncia de IgM no plasma (n =
12). IgM™ = Individuos infectados pelo DENV com presenca de IgM no plasma.

A andlise do leucograma indicou uma diminui¢do de mais do que 50% no numero
global dos leucécitos (Figura 15A), segmentados (Figura 15B), linfécitos (Figura 15D) e
plaquetas (Figura 15E) no sangue periférico dos participantes dos grupos IgM negativo e IgM
positivo quando comparado ao grupo nfo infectado. Nao houve diferenga nestes parametros
entre os grupos IgM negativo e IgM positivo. Por outro lado, o nimero de mondcitos (Figura
15C) estava diminuido em mais do que 45% apenas no grupo IgM negativo em relacdo ao
grupo ndo infectado. Houve ainda um aumento de aproximadamente 40% no niimero de
mondcitos do grupo IgM positivo em relagdo ao grupo IgM negativo, indicando recuperagdo

no niamero de mondcitos no grupo IgM positivo.



57

A Global de leucécitos B Segmentados C Monocitos
15000 - 8000 . 800
e — | —
wex -
6000 600
10000
© " -
E E 4000 E 400
5000
2000 200
0 T T T 0 T T T 0 T T T
NI IgM- IgM+ NI IgM- Igh+ NI IgM- Ight+
C Linfocitos E Plaquetas
5000- —_— 500000 —_
e N .
4000- 400000
3000 ! - 300000
2000 E 2000004
1000- 100000
o 0
0 T T T T H T
NI Igm- IgM+ NI IgM- IgVi+

Figura 15. Leucograma e plaquetas dos participantes com dengue. A) Numero global de
leucécitos. B) Leucdcitos segmentados. C) Mondcitos. D) Linfécitos. E) Plaquetas. Os dados estdo
apresentados como mediana, quartis € extremos. NI = Individuos n&o infectados (n = 12). IgM™ =
individuos infectados pelo DENV com auséncia de IgM no plasma (n = 12). IgM* = Individuos
infectados pelo DENV com presenca de IgM no plasma (n = 16). (*) p <0,05, (**) p <0,01 e (***)
p<0,001.

As analises das enzimas hepaticas evidenciaram que o grupo IgM positivo apresentou
niveis séricos de AST (Figura 16A) e ALT (Figura 16B) com aumento de mais do que 50%
em relacdo ao grupo ndo infectado. Ndo foi observada diferenca nos niveis séricos de ambas
as enzimas entre os grupos IgM negativo e ndo infectado. Além disso, também nio houve
diferencga nos niveis séricos de AST entre o grupo IgM negativo e IgM positivo. Ja os niveis
séricos de ALT do grupo IgM positivo foi 50% maior do que os niveis do grupo IgM
negativo. Foi encontrado também que os niveis séricos das proteinas totais (Figura 16C)
estava diminuido em cerca de 10% no grupo IgM negativo quando comparado ao grupo ndo
infectado. Por outro lado, ndo houve diferenca nos niveis sé€ricos das proteinas totais entre o
grupo IgM positivo e os grupos nédo infectado e IgM negativo. E ainda ndo foi observada
diferenga nos niveis séricos de albumina (Figura 16D) e globulinas (Figura 16E) entre
nenhum dos grupos analisados. As medianas e os valores extremos de cada pardmetro
analisado, bem como os valores de p para cada comparagdo efetuada encontram-se descritos

no topico 5.11, tabela 6.
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Figura 16. Perfil bioquimico dos participantes com dengue. A) AST. B) ALT. C) Proteinas totais.
D) Albumina. E) Globulinas. Os dados estdo apresentados como mediana, quartis e extremos. NI =
Individuos ndo infectados (n = 12). IgM™ = individuos infectados pelo DENV com ausénciade IgM no
plasma (n = 12). IgM" = Individuos infectados pelo DENV com presenca de IgM no plasma (n = 16).
=(*) p<0,05e(**) p<0,01.

5.4 Lipidograma dos participantes com dengue

Para avaliar a influencia da infeccdo pelo DENV sobre o perfil lipidico dos
participantes, foram mensurados os niveis de colesterol total e ligado a LDL, HDL e VLDL,
bem como os niveis de triglicerideos no soro dos participantes. Os niveis séricos de colesterol
total (Figura 17A) estavam reduzidos em mais do que 20% nos grupos IgM negativo e IgM
positivo quando comparado ao grupo ndo infectado. Em contrapartida, ndo foi observada
diferenga no colesterol total entre os grupos IgM negativo e IgM positivo. Também ndo houve
diferenga no colesterol ligado & HDL (Figura 17B) e LDL (Figura 17C) entre nenhum dos
grupos de estudo. Por outro lado, o colesterol ligado a VLDL (Figura 17D) estava diminuido
em 44% no grupo IgM negativo quando comparado aos grupos ndo infectado e IgM positivo.
Ja os niveis séricos de triglicerideos (Figura 17E) do grupo IgM positivo estavam reduzidos
em mais do que 50% quando comparado ao grupo ndo infectado. Néo foi observada diferenca
nos niveis séricos de triglicerideos entre o grupo néo infectado e IgM positivo. As medianas e
os valores extremos de cada parametro analisado, bem como os valores de p para cada

comparagdo efetuada encontram-se descritos no topico 5.11, tabela 6.
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Figura 17. Lipidograma dos participantes com dengue. A) Colesterol tota. B) HDL. C) LDL. D).
VLDL E) Triglicerideos. Os dados estdo apresentados como mediana, quartis e extremos. NI =
Individuos ndo infectados (n = 12). IgM™ = individuos infectados pelo DENV com auséncia de IgM no
plasma (n = 12). IgM™ = Individuos infectados pelo DENV com presenca de IgM no plasma (n = 16).
(*) p <0,05.

5.5 Perfil de citocinas plasm:ticas dos participantes com dengue

Para analisar o impacto da dengue sobre o perfil de citocinas dos participantes, foram
mensurados os niveis plasmaticos das citocinas [FN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-12p70, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-1B, TNF-a. Os participantes do grupo IgM negativo apresentaram aumento dos
niveis plasmaticos de IFN-y (Figura 18A), IL-6 (Figura 18B), IL-8 (Figura 18C) e IL-10
(Figura 18D) quando comparado ao grupo nfo infectado. J4 os participantes do grupo IgM
positivo apresentaram apenas aumento nos niveis plasmaticos de IL-10 (Figura 18D) em
relagdo ao grupo ndo infectado. Ndo houve alteragdo nos niveis plasmaticos das demais
citocinas avaliadas em nenhum dos grupos analisados. As medianas e os valores extremos de
cada parametro analisado, bem como os valores de p para cada comparagdo efetuada

encontram-se descritos no topico 5.11, tabela 6.
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Figura 18. Perfil de citocinas dos participantes com dengue. A) IFN-y. B) IL-6. C) IL-8. D) IL-10.
E) IL-5. F) TNF-a. G) IL-2. H) IL-12p70. 1) IL-1B. Os dados estdo apresentados como mediana,
quartis e extremos. NI = Individuos ndo infectados (n = 12). IgM™ = individuos infectados pelo DENV
com auséncia de IgM no plasma (n = 12). IgM™ = Individuos infectados pelo DENV com presenca de
IgM no plasma (n = 16). (*) p <0,05, (**) p <0,01 e (***) p<0,001.

5.6 Influencia da infeccio pelo DENV sobre os niveis plasmaticos dos eicosanoides

TXA2, PGE; ¢ LTB4

Para avaliar o impacto da infec¢do por DENV na producdo de eicosanoides, foram
quantificados os niveis de TXA, e PGE,, através de seus metabdlitos estaveis, e LTB4 no
plasma de individuos infectados por DENV. Néo foi observada diferenca no nivel plasmatico
de TXA, (Figura 19A) entre os grupos ndo infectado e I[gM negativo. Entretanto, os niveis de
TXA2 do grupo IgM positivo foi 3 vezes maior do que os niveis plasmaticos do grupo ndo
infectado e IgM negativo. Em contrapartida, ndo foi observada diferenca nos niveis
plasmaticos de PGE; (Figura 19B) e LTB4 (Figura 19C) em nenhum dos grupos analisados.
As medianas e os valores extremos de cada parametro analisado, bem como os valores de p

para cada comparagdo efetuada encontram-se descritos no topico 5.11, tabela 7.
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Figura 19. Quantificacdo dos eicosanocides TXA,, PGE, e LTB, no plasma de individuos
infectados com dengue. Os dados estéo apresentados como mediana, quartis e valores extremos. NI =
Individuos ndo infectados (n = 12). IgM™ = individuos infectados pelo DENV com ausénciade IgM no
plasma (n = 12). Individuos infectados por IgM * = DENV com presenca de IgM no plasma (n = 16).
(*) p<0,05e(**) p<0,01.

5.7 Influencia da infeccio pelo DENV sobre os niveis de corpusculos lipidicos em

leucocitos

Para investigar o efeito da infeccdo por DENV nos niveis de CL nos leucocitos do
sangue periférico, medimos a intensidade mediana de fluorescéncia (MFI) da sonda Bodipy
493/503, um corante verde fluorescente que se liga aos lipidios neutros no centro dos CL.
Apbs analisar os mondcitos foi observado um aumento de 60% na subpopulagio CD16"
(Figura 20A) e uma reducdo de 30% na subpopulagdo CD16  (Figura 20B) no grupo IgM
negativo quando comparado ao grupo ndo infectado. Ndo foi observada modifica¢do no
percentual de ambas as subpopulagdes de monocitos quando comparados os grupos ndo
infectado e IgM positivo. Quando avaliados os niveis de CL, foi observado um aumento
superior a 35% no IMF da sonda Bodipy nos monécitos CD16" (Figura 20C) e CD16™ (Figura
20D) no grupo IgM negativo em relagdo ao grupo ndo infectado, indicando um aumento dos

niveis de CL em ambas as subpopulagdes de monoécitos no grupo IgM negativo. Em
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contrapartida, os niveis de CL nos mondcitos CD16" e CD16™ no grupo IgM positivo

permaneceu semelhante aos do grupo néo infectado.
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Figura 20. Corpusculos lipidicos em subpopulagdes de monécitos de pacientes com dengue.
Frequéncia das subpopul agdes de mondcitos. A) CD16". B) CD16'. Efeito da infecgdo por DENV nas
intensidades medianas de fluorescéncia (MFI) da sonda Bodipy 493/503 em mondcitos. C) CD16". D)
CD16". Os dados estéo apresentados como mediana, quartis e extremos. NI, individuos ndo infectados
(n = 8); IgM-= Individuos infectados por DENV com auséncia de IgM no plasma (n = 10). IgM*=
Individuos infectados por DENV com presencade IgM no plasma (n = 10). (*) p <0,05.

Quando analisadas as demais popula¢des de leucocitos presentes no sangue periférico
dos participantes, observou-se também que a infeccdo por DENV diminuiu a frequéncia de
eosinofilos no grupo IgM negativo quando comparado ao grupo ndo infectado e ao grupo IgM
positivo (Figura 21A), enquanto que as células NK apresentaram diminui¢do na frequéncia no
grupo IgM positivo quando comparado ao grupo ndo infectado e ao grupo IgM negativo
(Figura 21F). Em contrapartida, as células NKT apresentaram aumento na frequéncia no
grupo dengue IgM negativo quando comparado ao grupo ndo infectado (Figura G). J& as
populagdes de neutrdfilos (Figura 21B), linfocitos TCD4 (Figura 21C), linfocitos TCD8
(Figura 21D) e linfocitos B (Figura 21E) ndo apresentaram alteracdo na frequéncia em
nenhum dos grupos testados. A infec¢do por DENV também ndo alterou os niveis de CL em
eosinofilos (figura 21A), neutréfilos (figura 21B), linfocitos TCD4 (figura 21C), linfocitos
TCDS (figura 21D), linfécitos B (figura 21E), células NK (figura 21F) e células NKT (figura
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21G) em nenhum dos grupos analisados. As medianas e os valores extremos de cada
parametro analisado, bem como os valores de p para cada comparacdo efetuada encontram-se

descritos no topico 5.11, tabela 7.
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Figure 21. Corpusculo lipidico em diferentes populagdes de leucdcitos de pacientes com dengue.
Efeito da infecco por DENV nas frequéncias e nas intensidades medianas de fluorescéncia (MFI) da
sonda Bodipy 493/503. (A) eosindfilos; (B) neutréfilos; (C) linfocitos TCD4; (D) linfocitos TCDS8. (E)
linfocitos B (F) células NK e (G) células NKT. Os dados estdo apresentados como mediana, quartis e
extremos. NI = Individuos n&o infectados (n = 8). IgM™ = Individuos infectados com DENV com
auséncia de IgM no plasma (n = 10). IgM™ = Individuos infectados por DENV com presenca de IgM
no plasma (n = 10).
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5.8 Influéncia da infec¢io por DENV na expressio génica das enzimas formadoras de

eicosanoides

O efeito da infeccdo por DENV nos niveis de mRNA dos genes que codificam as
enzimas formadoras de eicosanoides COX-2, TXA.S e PGE,S (via COX), e 5-LOX e LTAH
(via 5-LOX) foram avaliados em leucdcitos do sangue periférico por RT-qPCR e os dados
foram expressos como quantificagdo relativa. Foi observada uma redugdo de mais do que 60%
na expressdo génica da enzima COX-2 (Figura 22A) e de mais do que 40% na expressdo
génica da enzima TXA,S (Figura 22B) no grupo IgM positivo quando comparado ao grupo
ndo infectado. Por outro lado, ndo foi observada diferenga nos niveis de mRNA de COX-2 e
TXA,S entre os grupos IgM negativo e ndo infectado ou entre o grupo IgM negativo e IgM
positivo. Também ndo foram observadas diferengas nos niveis de mRNA das enzimas PGE,S
(figura 22C), 5-LOX (figura 22D) e LTAH (figura 22E) em nenhum dos grupos analisados.
As medianas e os valores extremos de cada parametro analisado, bem como os valores de p

para cada comparagdo efetuada encontram-se descritos no topico 5.11, tabela 7.
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Figura 22. Quantificagcdo dos niveis de mMRNA que codificam as enzimas formadoras de
eicosandides COX2, TXA.S, PGE.S, 5LOX e LTA,H em leucécitos do sangue periférico de
pacientes com dengue. A) COX-2, B) TXA,S, C) PGE,S D) 5-LOX e E) LTA,H. Os dados estao
apresentados como mediana, quartis e extremos. NI = Individuos ndo infectados (n = 12). IgM™ =
Individuos infectados com DENV com auséncia de IgM no plasma (n = 12). IgM* = Individuos
infectados por DENV com presenca de IgM no plasma (n = 15). (*) p <0,05.



66

5.9 Carga viral dos participantes infectados por DENV

A carga viral foi determinada através de RT-qPCR e os participantes com dengue do
grupo IgM negativo apresentaram caga viral superior a dos participantes do grupo dengue
IgM positivo (figura 23). As medianas e os valores extremos de cada parametro analisado,
bem como os valores de p para cada comparacdo efetuada encontram-se descritos no topico

5.11, tabela 7.
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Figura 23. Quantificacdo plasmatica do DENV. Os dados estdo apresentados como mediana, quartis
e extremos. Copias de RNA do DENV por mL de plasma. IgM™ = Individuos infectados com DENV
com auséncia de IgM no plasma (n=12). IgM™ = Individuos infectados por DENV com presenca de
IgM no plasma (n=16).

5.10 Influéncia da infeccao por DENV na vacuolizacio de mondcitos

Para determinar o impacto da infec¢do por DENV na vacuolizac¢do citoplasmatica de
mondcitos foram analisados esfregacos sanguineos por microscopia dptica. Foi observado que
o grupo IgM negativo apresentou porcentagem de mondcitos vacuolados 3 vezes maior do
que o grupo ndo infectado. Nao foi observada diferenga na vacuolizagdo de mondcitos entre
os grupos ndo infectado e IgM positivo ou entre os grupos IgM negativo e IgM positivo
(figura 24A). As medianas e os valores extremos de cada pardmetro analisado, bem como os
valores de p para cada comparagéo efetuada encontram-se descritos no topico 5.11, tabela 7.A
figura 24B mostra uma imagem de microscopia optica evidenciando a vacuolizagdo de

mondcitos em esfregago sanguineo de um participante do grupo IgM negativo.
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Figura 24. Porcentagem de mondcitos vacuolados em participantes infectados por DENV. A)
Porcentagem de mondcitos vacuolados. B) Esfregaco sanguineo evidenciando vacuol os em mondcitos.
NI = Individuos n2o infectados (n = 12). IgM™ = Individuos infectados com DENV com auséncia de
IgM no plasma (n = 12). IgM™ = Individuos infectados por DENV com presenca de IgM no plasma (n
=16). (*) p <0,05. Imagem representativa de um monécito vacuolado no sangue de um paciente com
dengue aumento de 1000x. indica os vacuol os.

5.11 Resumo dos resultados

Na primeira etapa do estudo os participantes foram caracterizados como dengue sem
sinais de alarme, por meio da andlise de sinais e sintomas, além das andlises laboratoriais e do
perfil de citocinas que reforcam essa classificagdo. A tabela 6 demonstra a mediana seguida
dos valores extremos para cada um dos parametros analisados, além do p valor obtido na

comparagdo de cada um dos grupos.

Tabela 6: Resumo dos resultados obtidos na primeira etapa do estudo

M ediana e valores extremos p Valor
NI IgM™ IgM* NI/IgM~  NI/IgM*™  IgM7/IgM™
Perfil hematolégico
Hematocrito 48,00 43,50 45,00 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(%) (40,00-53,00)  (34,00-46,00)  (37,00-53,00)
Heméacias 5,275 4,810 4,930 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(célulasmm®)  (4,390-5,820)  (4,540-5260)  (4,190-6,150)
Hemoglobina 15,10 14,10 13,70 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(g/dL) (12,30-16,50)  (11,00-15,00)  (10,70-16,80)
L eucocitos 7700 3100 4000 p<0,001 p<0,001 p>0,05
(célulagmm?®)  (4,400-10,70)  (1,900-5,800)  (2,800-6,900)
Segmentados 4924 1980 2068 p<0,001 p<0,01 p>0,05
(c8lulaymm®)  (2156-6975) (1178-4060) (1298-4028)
M ondcitos 404,5 206,5 340,0 p<0,01 p>0,05 p<0,01
(célulasmm®)  (295,0-642,0)  (100,0-490,0)  (212,0-660,0)
Linfocitos 2400 1052 1462 p<0,001 p<0,01 p>0,05
(c8lulasmm®)  (1860-3745) (425,0-2450)  (812,0-2706)
Plaquetas 280,5 135,0 118,0 p<0,001 p<0,001 p>0,05
(célulaymm?®)  (163,0-395,0)  (71,00-223.0)  (70,00-242,0)
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M ediana e valor es extremos p Valor
NI IgM~ IgM* NI/lgM~  Nl/IgM* IgM7/IgM*
Niveisde AST, ALT (U/mL), proteinastotais e fragdes (g/dL)
AST 19,00 29,00 50,00 p>0,05 p<0,01 p>0,05
(14,00- 30,00) (17,00- 82,00) (19,00- 112,0)
ALT 23,00 21,00 49,50 p>0,05 p<0,01 p<0,05
(6,00- 34,00) (14,00-65,00) (13,00- 122,0)
Proteinas 7,800 7,100 7,300 p<0,05 p>0,05 p>0,05
totais (7,700- 7,800) (5,800- 8,100) (6,800- 7,800)
Albumina 4,300 3,800 4,000 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(3,900- 5,000) (3,500-4,500) (3,300- 4,800)
Globulina 3,500 3,450 3,300 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(2,700- 4,300) (1,900-4,000) (1,800- 4,000)
Lipidograma (MG/dL)
Colesterol 212,0 158,5 168,0 p<0,05 p<0,05 p>0,05
total (143,0- 260,0) (139,0-227,0) (108,0- 227,0)
HDL 57,00 49,00 51,00 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(37,00- 88,00) (35,00- 73,00) (32,00- 80,00)
LDL 106,5 83,50 78,90 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(44,80- 1554) (62,40- 138,4) (21,40- 138,4)
Triglicerideo 173,5 97,00 203,0 p<0,05 p>0,05 p<0,05
(48,00- 349,0) (61,00- 142,0) (74,00- 279,0)
VLDL 34,70 21,50 38,10 p<0,05 p>0,05 p<0,05
(9,60-77,20) (12,20-29,20) (14,60- 55,80)
Citocinas (pg/mL)
INF-y 0,0 0,0 0,0 p<0,05 p>0,05 p>0,05
(0,0) (0,0- 78,32) (0,0- 34,92)
IL-6 0,960 1,400 1,320 p<0,05 p>0,05 p>0,05
(0,250- 1,480) (0,690- 3,570)  (0,320- 2,330)
IL-8 3,430 7,180 4,420 p<0,01 p>0,05 p>0,05
(2,620-4,280) (3,430-18,77) (2,100- 11,21)
IL-10 0,730 2,145 2,150 p<0,001 p<0,01 p>0,05
(0,120- 0,960) (1,080- 5,780) (0,120- 5,780)
IL-5 0,0 0,0 0,0 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(0,0) (0,0- 0,340) (0,0- 0,520)
TNF-a 2,080 2,270 2,080 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(1,340-2,830) (1,520- 3,200) (0,970- 3,390)
IL-2 0,0 0,0 0,0 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(0,0) (0,0- 0,070) (0,0)
IL12p70 3,910 3,910 3,910 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(2,690- 5,400) (2,450- 5,900) (1,720- 6,650)
IL-1B 1,720 1,720 1,930 p>0,05 p>0,05 p>0,05

(1,320- 3,000)

(0,740- 4,110)

(1,130- 3,890)

Ja na segunda etapa do estudo observamos que os pacientes com dengue sem sinais de

alarme apresentaram aumento dos niveis plasmaticos de TXAjz no grupo dengue IgM™ e que

este TXA2 ndo foi ocasionado pelos CL nos leucocitos do sangue periférico. Uma vez que

esta organela estava aumentada no grupo dengue IgM" das subpopulagdes CD16™ ¢ CD16™ de

monocitos, além disso, as enzimas COX-2 e TXA,S apresentaram reducdo dos niveis de

mRNA nos leucdcitos do sangue periférico no grupo dengue IgM". A tabela 7 demonstra os

valores obtidos nessa etapa desse estudo.
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M ediana e valor es extremos p Valor
NI IgM~ IgM* NI/IgM~ NI/IgM*  IgM7/IgM*
Niveis plasmaticos de eicosanoides (pg/mL)

TXA, 155,3 141,3 555,9 p>0,05 p<0,05 p<0,01

(111,8-616,2)  (7,70-550,3) (44,80-1713)
PGE, 28,20 77,60 81,55 p>0,05 p>0,05 p>0,05

(6,70- 95,20) (7,10-98,80) (5,60-110,9)
LTB, 592,0 553,0 873,0 p>0,05 p>0,05 p>0,05

(261,8-1315)  (342,2-1128) (352,7-3254)

Nivel de corpusculo lipidico em leucécitos

Eosindfilo 2,985 0,780 2,730 p<0,001 p>0,05 p<0,001
(%) (1,530-6,070)  (0,220-1,390)  (1,750-4,160)
Eosindfilo 11325 12313 14184 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(IMF) (3926-26510)  (6253-31489)  (6080-23650)
Neutrofilo 36,40 47,80 34,95 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(%) (32,50-43,80)  (23,00-79,10)  (23,10-51,90)
Neutréfilo 7886 10810 11338 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(IMF) (3686-21666)  (6015-40442)  (5347-17779)
Mondécito 15,10 39,55 29,70 p<0,05 p>0,05 p>0,05
CD16" (%) (8,810-59,70)  (13,50-91,10)  (12,80-47,20)
Monécito 9238 15007 14927 p<0,05 p>0,05 p>0,05
CD16" (3926-15600)  (8027-47099)  (7992-25519)
(IMF)
Mondécito 83,50 57,60 67,90 p<0,05 p>0,05 p>0,05
CD16 (%) (36,80-89,60)  (7,270-85,30)  (50,90-86,30)
Mondécito 8806 13824 13451 p<0,05 p>0,05 p>0,05
CD16 (3663-14652)  (7365-37892)  (7834-23096)
(IMF)
Linfocito 42,90 43,95 38,40 p>0,05 p>0,05 p>0,05
TCD4 (%) (31,90-54,70)  (27,60-50,30)  (30,70-45,10)
Linfécito 2466 3959 4365 p>0,05 p>0,05 p>0,05
TCD4 (1649-8081)  (1179-10294) (2782-6488)
(IMF)
Linfécito 23,85 23,65 33,65 p>0,05 p>0,05 p>0,05
TCD8 (%) (20,70-32,00)  (20,70-30,80)  (18,10-44,40)
Linfécito 2505 5497 4842 p>0,05 p>0,05 p>0,05
TCD8 (1549-7365)  (1696-15100) (2573-6703)
(IMF)
Linfocito B 6,175 5,535 5,220 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(%) (4,590-11,10)  (2,350-12,50)  (2,210-7,430)
Linfécito B 2539 5599 5039 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(IMF) (1798-8208)  (1957-14550) (1741-6881)
CélulasNK 72,60 59,95 46,20 p>0,05 p<0,001 p<0,05
(%) (61,70-81,70)  (45,40-83,10)  (26,90-77,90)
CéulasNK 2951 6703 8355 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(IMF) (2072-8736)  (3227-14652) (2911-9929)
Células 2,300 4,145 3,540 p<0,05 p>0,05 p>0,05
NKT (%) (0,870-6,380)  (1,940-11,20)  (2,620-5,380)
Células 3077 7252 7301 p>0,05 p>0,05 p>0,05
NKT (IMF) (2164-8814)  (2826-21060) (2739-9751)
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M ediana e valores extremos p Valor
NI IgM~ IgM* NI/IgM” NI/IgM*  IgM7/IgM*

mMRNA das enzimas for mador as de eicosanoides (quantificacio relativa)

COX-2 0,580 0,420 0,220 p>0,05 p<0,05 p>0,05
(0,210-6,020)  (0,020-6,330)  (0,030-0,810)

TXA,S 0,560 0,460 0,330 p>0,05 p<0,05 p>0,05
(0,280-4,930)  (0,160-5,990)  (0,110-3,310)

PGE,S 0,540 0,800 0,640 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(0,160-3,410)  (0,430-1,400)  (0,400- 8,250)

5-LOX 0,570 0,630 0,350 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(0,270-6,250)  (0,130-5,790)  (0,130-1,590)

LTAH 0,600 0,460 0,400 p>0,05 p>0,05 p>0,05
(0,290-3,980) (0,160-1,160)  (0,190-5,400)

Cargaviral (copiasde RNA viral / mL) e monécitos vacuolados (%)
Cargaviral - 13335 0,0 - - p<0,01
(0,0-70400) (0,0-5140)
Mon. 7,275 21,60 16,60 p<0,05 p>0,05 p>0,05
vacuolado (0,0-20,00) (0,0-100,0) (0,0-50,00)
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6 DISCUSSAO

Esse trabalho objetivou avaliar os niveis plasmaticos de eicosanoides, bem como os
niveis de corpusculos lipidicos e a expressdo de genes envolvidos na sintese de enzimas da via
dos eicosandides em leucdcitos do sangue periférico de individuos infectados pelo Dengue
virus.

Para a execucdo do trabalho foram selecionados 28 participantes que tiveram infec¢do
por DENV confirmada. Na avaliagdo clinica, os participantes foram tratados como um grupo
unico. Isto foi necessario devido ao fato de que os voluntarios, ao responderem o questionario,
informaram os sintomas que apresentaram desde o inicio do quadro clinico e ndo apenas os
sintomas no momento da coleta. Para as demais andlises, os participantes com dengue, que
apresentaram de 1 a 12 dias de sintomas, foram subdivididos de acordo com a cronologia da
resposta humoral na dengue, em grupo IgM negativo e grupo IgM positivo. A producdo de
IgM se intensifica a partir do quinto dia de sintomas, momento em que comeca a ser
identificado nos testes soroldgicos (GUZMAN et al., 2016; SIMMONS et al., 2015). Em
nosso estudo, os participantes do grupo IgM negativo apresentaram em média 5 dias de
sintomas, enquanto que os participantes do grupo IgM positivo apresentaram em média 8§ dias
de sintomas, o que ¢ condizente com os relatos de produgdo de [gM (GUZMAN et al., 2016;
SIMMONS et al., 2015).

Apobs a avaliagdo clinica e laboratorial, todos os participantes foram classificados
como portadores de dengue sem sinal de alarme pela médica colaboradora do projeto. Apesar
de alguns participantes terem informado sintomas condizentes com dengue com sinal de
alarme, tais como vOmito persistente, dor abdominal e hipotensdo postural, esses sintomas
foram isolados e nenhum necessitou de hospitalizagdo para reidratacdo venosa, pratica
indicada pelo Ministério da Saude em casos de dengue com sinais de alarme (MS 2018).
Juntamente com a determinagdo dos sinais e sintomas, foram realizadas analises
hematoldgicas e bioquimicas, que sdo importantes para auxiliar no diagnodstico e
monitoramento da evolugdo clinica da dengue (WHO 2009). Os participantes apresentaram
leucopenia, trombocitopenia e aumento das enzimas hepaticas AST e ALT, achados
condizentes com o perfil laboratorial descrito para os portadores de dengue (HUANG et al.,
2016; MANDAL et al., 2013). Contudo, nenhum apresentou niveis séricos de AST e ALT
acima de 1000 U/mL, aumento progressivo do hematdcrito e plaquetas abaixo de 100.000 por
mm> (NARVAEZ et al., 2011), refor¢ando assim que os participantes envolvidos em nosso

estudo ndo apresentavam a forma grave da doenca. E importante salientar ainda que nenhum
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dos 12 participantes incluidos no grupo ndo infectado apresentou alteragdes clinicas ou
laboratoriais compativeis com dengue.

Além dos exames laboratoriais preconizados pelo Ministério da Saude, também foi
analisado o perfil lipidico dos participantes com dengue. Observamos uma diminui¢do de
colesterol total independente da auséncia ou presenca de IgM, enquanto que diminuicdo de
triglicerideos foi observada apenas no grupo IgM negativo. Ja os niveis de colesterol ligado a
LDL e HDL néo foram modificados pela infec¢do, enquanto que os niveis do colesterol ligado
a VLDL estavam reduzidos no sangue dos individuos do grupo IgM negativo. A diminuigéo
dos niveis plasmaticos de colesterol total tem sido descrita na dengue independente da forma
clinica da doenga, enquanto que pacientes com a forma grave da doenga apresentaram niveis
diminuidos de colesterol ligado a LDL (BISWAS et al., 2015; DURAN et al., 2015). Ja niveis
plasmaticos aumentados de triglicerideos tém sido observados em quadros graves de dengue
(DURAN et al., 2015; SUVARNA; RANE, 2009). Portanto, os baixos niveis de triglicerideos
e a ndo alteragdo dos niveis de colesterol ligado a LDL observados em nosso estudo,
juntamente com os demais dados clinicos e exames laboratoriais, corrobora a conclusdo de
que os participantes apresentaram apenas a forma leve de dengue.

Além dos exames laboratoriais, também investigamos o perfil de citocinas para
analisar a gravidade da doenca nos participantes com dengue, ja que estes mediadores
inflamatorios podem tanto desempenhar um papel protetor, levando a depuragdo viral, como
podem colaborar para os eventos fisiopatologicos vistos nos quadros graves de dengue
(COSTA et al., 2013). Por exemplo, na infeccdo pelo DENV, o IFN-y pode ativar os
linfocitos T CD8”, causando a destruicdio de células infectadas, evitando assim a propagacio
viral (BOZZA et al., 2008). Por outro lado, também pode aumentar a captag¢do de particulas
virais por mondcitos através do aumento de receptores Fc, o que favorece a propagacgdo da
doenga (KONTNY; KURANE; ENNIS, 1988). J4 a IL-8 ¢é fortemente associada aos quadros
mais graves de dengue, sua sintese ¢ induzida pela proteina viral NS5, sugerindo que a
produgdo de quimiocinas induzidas pelo DENV pode contribuir para a resposta inflamatoria
na dengue (HERRERO et al., 2013). A IL-8 tem um importante papel na ativagdo plaquetéria
seja por sua atividade quimioatrativa ou por seu efeito na permeabilidade endotelial pela
ruptura de jungdes entre as células. A IL-6 juntamente com IFN-y e TNF-o0, regulam a
diferenciagdo de células T CD4 efetoras e de memodria durante a infec¢do por DENV
(SRIKIATKHACHORN; MATHEW; ROTHMAN, 2017). J& a IL-10, uma citocina anti-

inflamatoéria, tem sido associada a supressdo da atividade antiviral na dengue por inibir a agdo
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das células NK, além de atenuar a ativagdo de IFN-y (TSAI et al., 2013). Em nosso estudo
observamos um aumento das citocinas pré-inflamatorias IFN-y, IL-6 e IL-8 no grupo dengue
IgM negativo, porém no grupo IgM positivo os niveis dessas citocinas foram semelhantes aos
do grupo controle. Em contrapartida, a citocina IL-10, que desempenha funcdo anti-
inflamatéria, foi encontrada aumentada tanto no grupo IgM negativo quanto IgM positivo. E
possivel que no grupo IgM positivo, os elevados niveis de IL-10 tenham modulado
negativamente a producgdo das citocinas pro-inflamatorias, fazendo com que os participantes
ndo tivessem desenvolvido sinais e sintomas relacionados a maior gravidade da dengue.
Portanto, o perfil de citocinas encontrado, juntamente com os demais exames realizados,
refor¢a que os participantes envolvidos em nosso estudo apresentavam dengue sem sinais de
alarme.

De forma semelhante as citocinas, os eicosanoides sdo importantes mediadores
inflamatorios, que podem desempenhar diferentes fung¢des na patogénese da dengue
(MALAVIGE; OGG, 2017). Em nosso estudo foi observado um aumento plasmatico nos
niveis de TXA,, nos participantes do grupo IgM positivo. Baseado no conhecido papel
vasoconstritor e de agregac¢do plaquetaria desse eicosanoide e no fato de que o grupo nido
apresentou sinais graves de dengue, levantamos a hipdtese de que o TXA, tenha um papel
protetor na evolugdo clinica da doenga (DORN; BECKER, 1993). A dengue é conhecida por
causar lesdo vascular, que estd envolvida no extravasamento vascular e sangramento visto nos
quadros graves da doenga e a acdo do TXAj; pode explicar como este eicosanoide evitaria
estes processos (MALAVIGE; OGG, 2017). Apds a lesdo vascular ocorre ativagdo plaquetaria
que leva a rapida producgdo de TXA,, que é entdo liberado no local da lesdo onde amplifica a
ativagdo plaquetaria e recruta plaquetas adicionais, levando a formagdo de um tampio
plaquetario, que isola temporariamente a lesdo vascular (PANICCIA et al., 2015). Além disso,
o TXAj, produzido por plaquetas e células endoteliais, age na célula muscular lisa onde
interage com TP, receptor acoplado a proteina G, que quando ativada desencadeia a liberagao
de Ca* do reticulo sarcoplasmatico, que culmina com a fosforilagdo da cadeia leve de
miosina 0 que causa a contragdo muscular e, consequentemente, a vasoconstri¢do,
colaborando, assim para impedir a perda de plasma ou sangue. (CHEN, 2018). Esta hipotese é
refor¢ada pelo fato de que em nosso estudo ndo observamos alteragdes nos niveis plasmaticos
de PGE; e LTB4, que ao contrario do TXA; tem conhecido papel no aumento da
permeabilidade vascular agindo por distintos mecanismos. (DENNIS; NORRIS, 2015). A

PGE; interage com os receptores EP2 e EP4, que também sdo receptores acoplados a proteina
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G, levando ao aumento intracelular de AMP ciclico, causando o relaxamento do musculo liso
e levando a vasodilatagdo (RUAN; ZHOU; CHAN, 2011). J& o LTB4, produzido por
neutrdfilos ativados e macrofagos residentes no local da lesdo, se liga ao receptor BLT1 em
células mononucleares que liberam a proteina de ligagdo a heparina humana na interface com
as células endoteliais que cria poros entre as células endoteliais, promovendo o
extravasamento vascular (DI GENNARO et al., 2009).

Portanto, € possivel que a combinagdo dos elevados niveis plasmaticos de TXAy,
juntamente com a ndo alteragdo dos niveis plasmaticos de PGE; e LTB4 possa ter
desempenhado um papel protetor contra o desenvolvimento dos mecanismos fisiopatologicos
relacionados as formas graves de dengue nos participantes do nosso estudo. E de fato, tem
sido sugerido que o TXAj, pode desempenhar um papel protetor na dengue, uma vez que
foram observados niveis reduzidos desse eicosanoide no sangue de pacientes com dengue que
evoluiram com choque hipovolémico, enquanto que pacientes com dengue grave que ndo
evoluiram com choque apresentaram niveis normais de TXAp. Neste mesmo estudo, os
pacientes com choque hipovolémico apresentaram niveis aumentados de prostaciclina I
(PGI2), um potente vasodilatador. Os autores hipotetizaram que o TXA, estivesse
compensando os danos de PGI; (PREEYASOMBAT et al., 1999). Em contrapartida, a PGE;
foi associada a um papel deletério na dengue, ja que em um estudo onde 13 individuos com
dengue foram avaliados, 11 individuos com elevados niveis de PGE;, no sangue evoluiram
para doenca grave com extravasamento vascular, enquanto que os 2 individuos com niveis de
PGE; semelhantes ao do controle ndo evoluiram para quadro grave de dengue (LIN et al.,
2017). O aumento plasmatico de LTB4 foi observado em pacientes na fase febril de dengue,
quando comparado a fase de convalescéncia, porém este aumento ndo foi relacionado a
gravidade da doenga (LOKE et al., 2013).

O TXA; e a PGE; sdo produtos da oxida¢do do AA pela a¢do de ambas as isoformas
da ciclooxigenase, sendo a COX-1 constitutivamente ativa e a COX-2 induzida durante o
dano celular e a inflamagdo. Esses eicosanoides sdo produto da agdo direta das enzimas
TXA5S e PGE,S. Por outro lado, o LTB4 € um dos produtos da oxida¢do do AA pela enzima
5-LOX, sendo LTA4H a enzima final em sua via de sintese (RICCIOTTI; FITZGERALD,
2011). Devido a ampla distribuicdo das enzimas COX, virtualmente todas as células sdo
capazes de produzir TXA> e PGE;. Porém, o TXA> em resposta a diferentes doengas ¢
produzido principalmente por macrofagos, células endoteliais e plaquetas, sendo as ultimas a

principal fonte fisiologica desse eicosanoide (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011). A grande
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capacidade das plaquetas em sintetizar TXAj,, tanto em processos fisioldgicos quanto
inflamatérios, faz dessas células um importante alvo dos anti-inflamatérios. A COX
plaquetaria € o principal alvo do acido acetilsalicilico, que ao inibir essa enzima diminui a
sintese de TXAy. Esse efeito pode ser benéfico em varias doengas, como por exemplo, na
doenga cardiovascular onde auxilia a evitar a formagdo de trombos. Porém, a inibi¢do
medicamentosa da produgdo de TXA; € potencialmente perigosa na dengue pela possibilidade
de agravar o extravasamento vascular e sangramento que levam ao choque (REMUZZI;
FITZGERALD; PATRONO, 1992). Ja a PGE; ¢ produzida no decurso de uma resposta
imunoldgica, principalmente por células epiteliais, fibroblastos e células inflamatorias
(KALINSKI, 2012). J4 os leucotrienos sdo produzidos predominantemente durante a resposta
inflamatoria em células inflamatorias como neutréfilos, mastocitos, células dendriticas e
linfocitos B, devido a ativacdo das enzimas 5-LOX e LTA4H (HOGGATT; PELUS, 2010).
Em nosso trabalho também analisamos se os leucdcitos estavam envolvidos com a
producdo dos eicosanoides que mensuramos no plasma dos participantes com dengue. Para
isso, primeiro quantificamos os corpusculos lipidicos nas principais populagdes de leucdcitos
do sangue periférico, uma vez que essas organelas sdo os principais locais de producdo de
eicosanoides intracelulares (MELO et al., 2011). Avaliamos ainda a expressdo génica das
principais enzimas envolvidas na sintese desses eicosanoides pela quantificagdo do mRNA.
Observamos que as subpopulacdes de monécitos CD16™ e CD167, do grupo IgM
negativo, apresentaram aumento dos niveis de corpusculos lipidicos, quando comparado ao
grupo ndo infectado, enquanto que as demais populagdes de leucdcitos avaliadas ndo
apresentaram alteragdo nos niveis dessa organela independente da presenca ou auséncia de
IgM. Na infec¢do pelo DENYV, alterag¢des nos niveis de CL tém sido descritas principalmente
relacionadas a replicacdo viral (CARVALHO et al., 2012; HEATON; RANDALL, 2010;
SAMSA et al., 2009). Samsa e colaboradores (2009) descreveram um acumulo da proteina do
C do DENV nos CL ¢ um aumento dessa organela apos a infecg¢do in vitro de células BHK
por DENV-2. Neste estudo, residuos hidroféobicos de aminoacidos na proteina C foram
definidos como importantes para a associagdo do DENV com o CL e formagdo de novas
particulas virais. Além disso, os mesmos autores mostraram que C75, um inibidor da enzima
acido graxo sintase diminuiu a quantidade de CL em células infectadas pelo DENV, inibindo
a replicagdo viral em até 1000 vezes nas células infectadas (SAMSA et al., 2009). Carvalho e
colaboradores (2012) também identificaram que a interagdo DENV com CL ¢ uma interagdo

proteina-proteina que acontece entre a proteina C viral e as proteinas da familia PAT,
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perilipina 1, perilipina 2 (ADRP) e perilipina 3 (TIP47), principais componentes proteicos na
superficie dos CL, sendo a perilipina 3 a que apresentou a maior afinidade de ligagdo pela
proteina C do DENV (CARVALHO et al., 2012). Em contrapartida, Heaton e colaboradores
(2010) observaram deplecdo das areas de CL correlacionada com o aumento dos
autofagossomas. Essa deplecdo se deve a utilizagdo dos acidos graxos presentes nos CL como
fonte de ATP através da P oxidag@o por meio da autofagia das organelas. Mesmo mostrando
um comportamento oposto nos niveis de CL, este estudo também correlaciona essas os CL
com a replicacdo viral (HEATON; RANDALL, 2010).

Nos leucocitos os corpusculos lipidicos geralmente estdo em nimero reduzido, porém
aumentam em numero e tamanho apds a ativacdo celular. Assun¢do Miranda e colaboradores
(2010) mostraram que a infec¢do natural por DENV alterou os niveis de CL em leucocitos
(ASSUNCAO-MIRANDA et al., 2010). Em nosso estudo, analisamos os niveis de CL nas
principais populagdes de leucocitos encontrados no sangue periférico dos participantes e
identificamos os mondcitos como a Unica populagdo que sofre aumento dos niveis de CL
durante a infec¢do natural com o DENV. Como os corptsculos desempenham um importante
papel durante a replicacdo do DENV e os mondcitos sdo as unicas células comprovadamente
permissivas a infec¢do e replicagdo do DENV in vivo (ROBERTS, 2015), levantamos a
hipotese de que o aumento dos corptisculos lipidicos nos mondcitos possa estar relacionado a
replicagdo viral. Um achado que reforga essa hipotese € o fato de que uma alta carga viral foi
observada no plasma dos participantes [gM negativo, o mesmo grupo de individuos em que se
observou o aumento dos niveis de CL nos mondcitos. E interessante ressaltar que o aumento
dos niveis CL ocorreu independente da presenga de CD16, ja que tanto as células CD16" e
CD16™ apresentaram aumento dos niveis de CL. E de fato, Wong e colaboradores (2012)
relataram que a permissividade a infec¢do por DENV pelos mondcitos e sua capacidade de
replicag@o nessa célula ¢ também independente da presenca de CD16 (WONG et al., 2012).
Paralelamente, observamos alteragdo morfoldgica nos mondcitos, com aumento de vactiolos
no mesmo grupo em que observamos aumento nos niveis de CL e da carga viral. Baseado no
fato de que o CL é uma organela vacuolada, € possivel que o aumento da vacuolizagdo nos
monocitos esteja relacionado ao aumento dos niveis de CL e, consequentemente a replicagdo
viral. E de fato, essa alteragdo morfologica foi descrita anteriormente na dengue, mostrando a
presenca do DENV no interior dos vacuolos de monocitos (MOSQUERA et al., 2005).

Além do seu papel na replicagdo viral, os CL sdo organelas envolvidas na sintese de

eicosanoides (MESQUITA-SANTOS et al., 2006). O fato de que os CL ndo estavam alterados
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no grupo IgM positivo, que se caracterizou por apresentar niveis elevados de TXAz no
plasma, nos fez hipotetizar que os leucdcitos ndo seriam as principais fontes de TXA, durante
a forma branda da dengue. A nossa hipdtese foi sustentada pela redugdo da expressdo de
mRNA das enzimas COX-2 ¢ TXA,S nos leucocitos do grupo IgM positivo, mesmo grupo
onde o aumento TXA, foi observado. Em estados de doenca, outras células e 6rgdos podem
contribuir para a sintese TXA> como plaquetas, células endoteliais, pulmao e rim (REMUZZI;
FITZGERALD; PATRONO, 1992). Como mencionado anteriormente a lesdo vascular pode
desencadear a producdo de TXAj por plaquetas ativadas (PANICCIA et al., 2015) e a dengue
¢ capaz de acarretar tanto lesdo vascular (MALAVIGE; OGG, 2017) quanto ativagdo
plaquetaria (OJHA et al., 2017). Portanto, € possivel que no nosso estudo as plaquetas possam
ser a fonte do TXA, encontrado em altos niveis no plasma dos participantes do grupo IgM
positivo. Além das plaquetas, € provavel que as células endoteliais, que podem ser ativadas
pelo DENV (DALRYMPLE; MACKOW, 2012), também podem ter contribuido para o
aumento dos niveis plasmaticos de TXA2 no grupo IgM positivo.

O nosso estudo foi o primeiro a avaliar os niveis do mRNA da enzima TXA2S em
leucocitos do sangue periférico durante o curso natural da infec¢do pelo DENV. Os niveis de
mRNA das enzimas PGE2Se LTA4H também ndo haviam sido analisados durante a dengue e
seus niveis ndo se alteraram nos leucdcitos dos participantes com dengue. Também avaliamos
os niveis de mRNA da enzima 5-LOX nos leucdcitos durante a dengue e seus niveis ndo
estavam alterados. J4 foi relatado, in vitro, que o DENV-2 ¢ capaz de aumentar a expressdo de
5-LOX em neutrofilos, com consequente liberagdo de LTB,4 para o sobrenadante de cultura
(LOKE et al., 2013). E possivel que esse resultado que contrasta com 0 nosso possa ser
explicado pelo fato de que nos ensaios efetuados por Loke e cols. as células foram expostas ao
virus por um curto periodo de tempo (7 h) e a uma alta carga viral, o que ndo reflete a
progressdo da doenca ou a complexidade da resposta imune observada na infec¢do natural
pelo DENV. Em contrapartida, os niveis de mRNA da enzima COX-2 estava diminuido nas
células do grupo IgM positivo. De maneira oposta, Lin e colaboradores (2017) relataram um
aumento em células sanguineas de pacientes com dengue e correlacionaram este aumento ao
agravamento da doenca por terem observado que a COX-2 facilita a multiplicacdo e a
propagacdo do DENV. Juntamente com estes achados, eles também mostraram, em modelo
murino, que a administragdo de NS398, inibidor da COX-2, suprimiu a replicagdo do DENV.
Além disso, este mesmo inibidor também foi capaz de suprimir a replica¢do viral em

linhagens de monoécitos humanos experimentalmente infectados com DENV-2 (LIN et al.,
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2017). Diversos aspectos podem explicar as diferengas entre os nossos resultados e os obtidos
por Lin e cols. Por exemplo, enquanto que em nosso estudo os participantes apresentavam a
forma mais branda da dengue, o trabalho de Lin e cols envolveu participantes com a forma
grave da dengue. Além disso, enquanto o nosso grupo trabalhou com leucocitos isolados do
sangue periférico, Lin e cols trabalharam com sangue total e a presenca de plaquetas e
hemacias pode ter contribuido para o aumento do mRNA de COX-2, uma vez que as hemacias
e as plaquetas também podem expressar COX-2 (ROCCA et al., 2002, 2004).

Sendo assim, baseado nos achados de nosso estudo, propomos um modelo para o
papel dos CL e TXAj; no progndstico da dengue (figura 25). A infeccdo por DENV
desencadeia alteragdes em mondcitos como o aumento de CL e da vacuolizagdo dessas
células, que podem ser importante sitio para replica¢do viral. Além disso, alta carga viral e
desequilibrio da resposta imune podem desencadear alteragcdes vasculares que favore¢gam o
extravasamento vascular e sangramento. Contudo, o aumento de TXA,, possivelmente
produzido por plaquetas e células endoteliais vasculares, apds a soroconversdo de IgM pode
favorecer a agregagdo plaquetaria evitando o sangramento, além de causar vasoconstricdo o
que evita o extravasamento vascular, ambos fenomenos observados na dengue grave. Esses
resultados foram recentemente publicados pelo nosso grupo (OLIVEIRA et al., 2018)
(Apéndice 3).
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Figura 25- Modelo esquematico do papel do CL e TXA, no prognéstico da dengue. Durante o
curso dainfecgao por DENV, o virus desencadei a alteragdes morfol égicas e funcionais nos monécitos,
aumentando a quantidade de CL e vacuolos, que podem ser locais ideais de replicacdo vira (*). Além
disso, uma alta carga viral e uma resposta imune desequilibrada podem levar ao aparecimento de
sintomas de dengue, incluindo danos vasculares com extravasamento de plasma e sangramento (**).
Entretanto, apds a soroconversdo, caracterizada pela producao de IgM, niveis elevados de TXA, sdo
produzidos, supostamente por plaguetas e/ou células endoteliais, que podem desencadear
vasoconstrico e agregacado plaquetaria, impedindo o intenso extravasamento vascular e sangramento
observados em casos graves de dengue. (***).
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9 CONCLUSAO

Baseado nos dados obtidos neste trabalho pode-se concluir que o aumento de CL
observados nas subpopulagdes CD16" ¢ CD16™ de mondcitos, na fase inicial da infecgdo por
DENYV, ndo estava relacionada a sintese de eicosanoides. Essa conclusio foi possivel pelo fato
de ndo termos observado aumento das enzimas formadoras de eicosanoides nos leucocitos
nessa fase da doenga. Além disso, como o aumento dos CL coincidiu com a carga viral mais
elevada, hipotetizamos que os CL estivessem relacionados com a replicacdo do DENV nos
mondcitos. Concluimos também que, na forma cléssica da dengue, a ativagdo das vias de
sintese dos eicosanoides ocorre exclusivamente durante a fase de defervescéncia da doenca,
sendo caracterizada pela elevada produg¢do de TXA,. Como os individuos analisados em
nosso estudo ndo desenvolveram dengue grave e o TXA, é um potente vasoconstritor e
agregador plaquetario, hipotetizamos que esse mediador lipidico possa ter um papel
importante na limitagdo do desenvolvimento do extravasamento vascular e sangramento
durante a infec¢do pelo DENV. Também verificamos que os leucocitos do sangue periférico
ndo foram responsaveis pelos elevados niveis plasmaticos de TXAz observados nos individuos
com dengue, uma vez que, os leucocitos apresentaram niveis reduzidos de mRNA das
enzimas COX-2 e TXA,S que sdo as responsaveis pela sintese de TXA,. Mais estudos que
envolvam individuos com diferentes manifestacdes clinicas e em diferentes populagdes
celulares, como plaquetas e células endoteliais, s3o necessarios para investigar o papel dos
CL, bem como as vias de sintese de eicosanoides mediados por COX e 5-LOX durante a
infeccdo pelo DENV. Portanto, tomados em conjunto, os nossos dados sugerem que os CL
podem ser alvos terapéuticos interessantes para controlar a replicagdo viral durante a infec¢do
pelo DENV e ainda que os eicosanoides possam servir como importantes alvos terapéuticos

e/ou biomarcadores do progndstico da dengue.
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10 PERSPECTIVAS

Em nosso trabalho propusemos que os corpusculos lipidicos em mondcitos funcionem
como locais para replicagdo e montagem do DENV. Além disso, também propusemos que o
perfil de eicosanodides apresentado pelo individuo infectado pelo DENV pode ser importante
para impedir o estabelecimento das formas mais graves da doenca. E ainda que outras células,
que ndo os leucdcitos, poderiam ser responsaveis pela produgdo de eicosanodides durante a
dengue. Para confirmar as hipoteses propostas em nosso trabalho sera necessaria a realizagao
de novos ensaios. Portanto, nas préximas etapas do estudo pretendemos avaliar: a) o papel dos
CL na replicagdo viral em mondcitos humanos; b) o perfil de eicosanodides em individuos com
diferentes formas clinicas de dengue; e ¢) se plaquetas e células endoteliais sdo fontes de
TXAj e/ou outros eicosanoides durante a dengue. Esses novos estudos poderdo acrescentar
informacdo importante sobre o papel dos CL e dos eicosandides durante a dengue e poderdo

subsidiar a criacdo de novas medidas para acompanhamento e tratamento da dengue.
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Titulo da Pesquisa: Avaliacdo dos corpusculos lipidicos, das enzimas formadoras de eicosanoides e de
seus produtos em individuos com diferentes formas clinicas de dengue
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Area Tematica:

Versdo: 3
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Instituigdo Proponente: Centro de Pesquisas René Rachou/Fundac&o Oswaldo Cruz/ CPgRR/

Patrocinador Principal: Centro de Pesquisas René Rachou/Fundacdo Oswaldo Cruz/ CPgqRR/ FIOCRUZ
FUNDACAQ DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.243.113

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de emenda ao projeto de pesquisa que visa avaliar o papel dos eicosandides na evolugdo clinica
da dengue. Nao é totalmente compreendido porque alguns individuos resolvem a infecgcdo pelo DENV
rapidamente e sem complicagdes, enquanto outros apresentam formas mais graves da doenca.Varios
fatores séo responsabilizados pelas diferentes evolucdes clinicas apresentadas pelos individuos com
dengue, dentre os quais o tropismo e a viruléncia do DENV, a ativacdo do sistema complemento e a
resposta humoral e de células T, bem como as citocinas produzidas pelo hospedeiro.

No projeto original foi proposto a analise das enzimas formadoras de eicosanoides, cicloxigenase-2 (COX-
2) e 5-lipoxigenase (5-LOX), por citometria de fluxo. Contudo, ndo foi possivel a analise de tais enzimas por
meio desta técnica, pois ndo se conseguiu realizar a marcacdo adequada das mesmas durante a
padronizacdo dos ensaios. Devido a tal problema, para a analise dos leucacitos ja coletados e que se
encontram criopreservados a - 80oC, essa técnica sera substituida pela analise da expressdo génica destas

mesmas enzimas.
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Além disso, também sera incluida a analise da expressdo génica das enzimas prostaglandina E2 sintase
(PGEZ2S), tromboxano A2 sintase (TXAZ25) e leucotrieno A4 hidrolase (LTA4H), que sdo as enzimas
geradoras de PGE2, TXAZ e LTB4, que serdo quantificados no soro dos voluntarios, como especificado no
projeto original.Além disso, para ampliar o painel de citocinas pré-inflamatorias analisadas também foram

incluidas as dosagens de IL-8 e IL-1beta no soro dos voluntarios.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Geral: Analisar os corpusculos lipidicos, as enzimas formadoras de eicosandides e seus produtos
em individuos com diferentes formas clinicas de dengue.

Objetivos Especificos:

a) Quantificar a frequéncia de leucdcitos expressando corplsculos lipidicos em sangue periférico obtido de
individuos com diferentes formas clinicas de dengue.

b) Determinar a frequéncia de leucdcitos expressando ciclooxigenase-2 (COX-2) em sangue periférico
proveniente de individuos com diferentes formas clinicas de dengue.

c) Analisar a frequéncia de leucocitos expressando 5-lipooxigenase (5-LOX) em sangue periférico oriundos
de individuos com diferentes formas clinicas de denque.

d) Verificar os niveis de expressdo génica das enzimas COX-2, 5-LOX, PGE2 sintase (PGE2S), TXA2
sintase (TXAZ2S) e leucotrieno A4 hidrolase (LTA4H) em leucocitos do sangue periférico oriundos de
individuos com diferentes formas clinicas de dengue.

e) Mensurar os niveis dos eicosanoides prostaglandina E2 (PGEZ2), tromboxano B2 (TXAZ2) e leucotrieno B4
(LTB4) contidos no soro de individuos com diferentes formas clinicas de dengue.

d) Dosar os niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17A, TNF-, IFN-, IL-8 e IL-1 contidos no soro
de individuos com diferentes formas clinicas de dengue.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Os riscos e beneficios apontados pelos pesquisadores sdo:

Riscos: Os riscos envolvem tanto os doadores de sangue como os profissionais de salde envolvidos na
obtencfio das amostras. E importante que o pesquisador tenha um breve histérico clinico do voluntario. Os
principais riscos para doador estdo relacionados com o momento da coleta, sendo eles:infeccdo no local da
coleta;Dor no local da coleta de amostra de sangue;Hematoma ou trombo;Sangramento excessivo;
Comprometimento de nervo; Reacdo vasovagal;Sincope. Para o profissional de salde responsavel pela
obtencdo da amostra, os riscos envolvem:
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Lesdo por agulha ou objeto perfurocortante durante ou depois do procedimento;Ruptura de recipiente de
sangue;Exposicdo a sangue.

Beneficios: O beneficio do projeto consiste em contribuir para o desenvolvimento de estudos relacionando
infecgdes pelo Dengue virus e os eicosanoides, cujos resultados podem colaborar para a elaboracdo de
novas medidas terapéuticas que proporcionem um restabelecimento mais rapido dos individuos que fizerem
as formas mais graves de dengue.

A presente pesquisa apresenta relacdo risco-beneficio positiva. Apesar dos participantes ndo terem
beneficio direto, os resultados da pesquisas poderdo ajudar a comunidade cientifica a entender melhor os
mecanismos envolvidos na evolucdo clinica da dengue. Por outro lado, os riscos envolvidos sdo minimos e

estdo relacionados ao procedimento de coleta de sangue.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

0O tema abordado pela pesquisa tem relevancia, principalmente, se consideramos a alta prevaléncia de
casos de dengue no pais. Entender quais os mecanismos imunologicos que podem determinar a evolugdo
da doenca para desfechos mais graves & de fundamental importdncia para a diminuicdo das taxas de
mortalidade relacionadas a dengue.

A presente emenda foi proposta em decorréncia de questdes metodolégicas mas o objetivo geral do estudo

permanece inalterado.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagido obrigatéria:
Todos os termos de apresentacdo obrigatdria foram devidamente apresentados.

Recomendagdes:
Vide "Consideracdes Finais a Criterio do CEP".

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Apds analise, esta relatoria recomenda a aprovacdo da emenda.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Apos submisséo e analise criteriosa da emenda em questdo, constamos que o estudo atende aos aspectos
fundamentais da Resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Salde, sobre Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos. Diante do exposto, o Comité de Etica do

CPgRR/FIOCRUZ Minas, de acordo com as atribuicdes a ele concedidas pela Legislacdo
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Plataoformoa

vigente, manifesta-se pela aprovacdo das modificacées no referido projeto de pesquisa. Firma-se, diante

deste documento, a necessidade de apresentacdo dos relatorios anuais e final, bem como a notificacéo de

eventos adversos, novas emendas ou modificacdes no protocolo para apreciacdo do CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_980469 18/08/2017 Aceito
do Projeto E 1 pdf 10:26:42
Projeto Detalhado / | Projeto.doc 18/08/2017 |Erica Alessandra Aceito
Brochura 10:24:06 |Rocha Alves
Investigador
Projeto Detalhado / | Projeto_REV doc 17/08/2017 |Erica Alessandra Aceito
Brochura 11:45:39 |Rocha Alves
Investigador
Outros CartaRespostaparaocCEP.pdf 19/07/2016 |Eneida Santos de Aceito
11:47:14 | Oliveira

QOutros questionario.doc 19/07/2016 |Eneida Santos de Aceito
11:46:42 | Oliveira

Declaracdo de anuenciaGilberto jpg 19/07/2016 |Eneida Santos de Aceito

Instituicdo e 11:45:43 |Oliveira

Infraestrutura

Declaracdo de anuencial ais.jpg 19/07/2016 |Eneida Santos de Aceito

Pesquisadores 11:45:29 | Oliveira

TCLE /Termos de |TCLE.doc 19/07/2016 |Eneida Santos de Aceito

Assentimento / 11:45:07 | Oliveira

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto Folhaderosto.docx 11/04/2016 |Erica Alessandra Aceito
14:46:10 | Rocha Alves

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagido da CONEP:

Nao

Endereco: Avenida Aug
Bairro: Barro Preto

UF: MG
Telefone:

Municipio:
(31)3349-7825

usto de Lima, 1715
CEP: 30.190-002
BELO HORIZONTE

Fax: (31)3349-7825 E-mail:

cepsh-cparr@ cparr fiocruz br
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Apéndice 1- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa intitulada “avaliacdo dos corpusculos
lipidicos, das enzimas formadoras de eicosanoides e de seus produtos em individuos com diferentes
formas clinicas de dengue”.

Vocé foi selecionado de forma aleatdria e sua participacdo ndo é obrigatoria. A qualquer
momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento.

Sua recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a institui¢do.

O objetivo deste estudo é estudar, através de ensaios celulares e bioquimicos, o papel da
resposta imunoldgica pelos eicosanoides na evolugao clinica da dengue.

Sua participagao nesta pesquisa consistird em ceder cerca de 20mL de seu sangue.

Os riscos relacionados com sua participagdo envolvem apenas os riscos de um procedimento
para coleta de sangue, sendo os eventos menos graves, dor no local da picada para a coleta,
ansiedade, hematomas e desmaio.

O principal beneficio relacionado com a sua participagdao consiste em contribuir para o
desenvolvimento cientifico, auxiliando na construcdo de conhecimento a respeito do virus da dengue
e a gravidade da doenca.

Suas informacdGes pessoais serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua participagao.
Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacdo, pois ndo serdo citados
nomes. As amostras serdo identificadas apenas por niumeros.

Vocé receberd uma cépia deste termo onde consta o telefone e o enderego institucional do
pesquisador principal e do CEP - CPgRR, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua
participagdo, agora ou a qualquer momento.

Eneida Santos de Oliveira

Endereco e telefone institucional do Pesquisador Principal - CPqRR/FIOCRUZ Minas

- Av. Augusto de Lima, 1715 — Barro Preto — sala 406 - Belo Horizonte (Cep: 30190-002)
- Pesquisador: Erica Alessandra Rocha Alves - Telefone: (31) 3349 7836

E-mail: erica.alves@cpqrr.fiocruz.br

Endereco e telefone institucional do Comité de Etica - CPqRR/FIOCRUZ Minas
- Av. Augusto de Lima, 1715 — Barro Preto - Belo Horizonte (Cep: 30190-002)
-Secretdria: Bernadete Patricia Santos — TeleFax: (31) 3349 7825

e-mail: cepsh-cpqrr@cpqrr.fiocruz.br

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participa¢do na pesquisa e concordo
em participar.

Sujeito da pesquisa



Apéndice 2- Questionario

FICHA DE INFORMAGAO SOBRE O PACIENTE COM SUSPEITA CLINICA DE DENGUE

| Parte: Identificacdo

1-Nome completo:

Data de

Preenchimento:__/ _/

Cédigo:

Jejum/Horas:

Tel:

2- Sexo

[ ] Mmasculino (1) [ ] Feminino (2)
3- Idade (em anos completos)
4- Data de Nascimento: I/

5- Bairro de residéncia

Il Parte:Exames clinicos

6- Presséo arterial:

7-Temperatura:

8- Prova do laco:

Ill Parte : Sinais, Sintomas e diagnéstico clinico.

9- Data de Inicio dos Sintomas : I/

10- Febre alta (Anotar quantos dias de febre )

|:| Presente (1) |:| Ausente (2)

11- Dor de Cabeca (cefaléia)

I:I Presente (1) I:I Ausente (2)

12- Dor nos olhos (retroocular)

|:| Presente (1) |:| Ausente (2)

13- Dor muscular (mialgia)
I:I Presente (1) I:I Ausente (2)

14- Dor nas juntas (artralgia)

I:I Presente (1) I:I Ausente (2)

15-Manchas pelo corpo (petéquias, purpuras ou rash disseminado)

I:I Presente (1) I:I Ausente (2)
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16- Prostracao

I:I Presente (1) I:I Ausente (2)

17- Hemorragias

I:I Presente (1) I:I Ausente (2)

IV Parte : Sinais de alarme/ choque.;

18- Dor abdominal intensa e continua

I:I Presente (1) I:I Ausente (2)

19- Vémitos persistentes;

I:I Presente (1) I:I Ausente (2)

20- Desmaios (lipotimia) ou “corpo mole” (hipotensao postural)

I:I Presente (1) I:I Ausente (2)

21- Hemorragias intensas (hematémese ou melena)

I:I Presente (1) I:I Ausente (2)

22- Sonoléncia e/ou irritabilidade

|:| Presente (1) |:| Ausente (2)

23-Diminuicdo da quantidade de urina (diurese reduzida)

|:| Presente (1) |:| Ausente (2)

24- Baixa rapida na temperatura (hipotermia brusca)

I:I Presente (1) I:I Ausente (2)

25- Desconforto respiratorio

I:I Presente (1) I:I Ausente (2)

26- Hipotenséo Arterial

I:I Presente (1)

27- Extremidades Frias

[]
I:I Presente (1) I:I Ausente (2)
[]

Ausente (2)

28- Pulso rapido e fino

I:I Presente (1)

Ausente (2)

V Parte : Historico de Dengue

29- Infecgdes prévias por DENV

I:I Presente (1) I:I Ausente (2)
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30- Sorologia para Dengue

I:I Positiva (1)
|:| Negativa (2)

I:I Nao realizada (3)

VI Parte: Colesterol

31- Data do ultimo exame realizado

32- apresentou alteragéo (anotar qual alteracdo)

I:I Presente (1) I:I Ausente (2)

33- Usa medicamento para controle de colesterol

I:I Presente (1) I:I Ausente (2

VIl Parte: Medicamentos

34- Faz uso de constante de algum medicamento? I:ISim I:I Nao Sesim,

qual?
[,

35- Esta utilizando Paracetamol? Sim Nao

36- Quantas vezes por dia esta utilizando Paracetamol?

37- Utiliza Paracetamol por outros motivos? I:I Sim I:I Nao Qual frequéncia?

[ ]

38- Faz uso de bebidas alcodlicas? Sim Nao Qual frequéncia?

VIl Parte: Amostra

Hora da coleta:

Condicdes de armazenamento (quanto tempo ficou em temp ambiente, qdo foi processada):
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