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RESUMO

O aumento da incidéncia de casos de dengue constitui um importante problema de
salde publica mundial. A patogénese da Febre Hemorragica da Dengue (FHD) ainda
ndo esta completamente esclarecida. A invasdo do virus as células do sistema
imunolégico modifica o estado normal celular, induzindo a producéo e a liberacdo de
inimeros mediadores imunoldgicos como espécies reativas de oxigénio, incluindo o
oxido nitrico (NO) e citocinas pro-inflamatérias (IFN-o e IFN-B, TNF-a e IL-6). A
indefinicdo acerca do papel desses mediadores imunolégico durante a infeccdo humana
pelo dengue virus (DENV) e possivel papel na disfuncéo endotelial justifica a realizagdo
do presente trabalho buscando esclarecer a dindmica da relagdo virus-hospedeiro frente
ao agravamento da infeccao. O objetivo desse estudo foi avaliar o potencial de marcador
biolégico da dosagem dos niveis séricos de NO e mediadores imunoinflamatorios em
pacientes diagnosticados com dengue em sua forma grave. Foram analisadas 307
amostras de soros coletadas entre 2009 a 2011. A dosagem de NO foi realizada por
reacao de Griess e a dosagem das citocinas pelo método ELISA, seguindo as instrucbes
sugeridas por cada kit, buscando correlacionar os valores séricos encontrados com a
gravidade das formas clinicas da doenca. Como resultado, ndo houve diferenca nos
niveis séricos de NO entre pacientes com Dengue Classica (DC) ou FHD, infecgdo
priméaria ou secundaria ou mesmo entre os diferentes sorotipos virais. Analisando os
resultados em tempos especificos de sintomatologia, observou-se que até os 02 dias
iniciais, maiores niveis de NO foram detectados em pacientes com infeccdo priméaria em
relacdo a infeccdo secundéria, e principalmente nos pacientes com DC em relacdo aos
pacientes com FHD. Na dosagem do TNF-o ndo houve diferenga entre os grupos de
pacientes estudados. Observou-se diferenca entre dengue primaria e dengue secundaria,
sendo maior a producdo de IFN-o nos pacientes com dengue primaria. A dosagem do
IFN-B foi realizada, porém nédo foram detectados niveis séricos minimos dessa citocina.
Observamos a circulagdo de trés sorotipos diferentes na mesma populagdo de estudo,
porém sem associacdo com 0s niveis de citocinas circulantes. Os dados sugerem que a
quantificacdo sérica do NO e citocinas pré-inflamatorias na populacdo estudada néo
auxilia como determinacdo de marcador biolégico de dengue para formas graves da

doenca.

Palavras-chave: Dengue. Oxido Nitrico. Cytokine. Sorotipo Viral.



ABSTRACT

The increased incidence of dengue cases is an important problem of global public
health. The pathogenesis of Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) is not yet fully
elucidated. The invasion of the virus into immune system cells modifies the cell
normality, triggering the production and release of several immune mediators. With
emphasis in oxygen reactive species, for example, nitric oxide (NO) and
proinflammatory cytokines (IFN-a, IFN-B, TNF-a and IL-6). The uncertainty about the
role of these immune mediators during the human infection by DENV justifies the need
for new research, seeking to clarify the virus-host dynamics relationship in to the
aggravation of infection. The aim of this study was to evaluate the prognostic potential
of NO serum levels and others proinflammatory cytokines in patients diagnosed with
dengue. We analyzed 307 serum samples collected between 2009 to 2011. The NO level
was evaluated with the Griess reagent and the dosage of proinflammatory cytokines by
ELISA technique following the instructions suggested by each kit seeking to correlate
the serum levels with the severity of the clinical forms of the disease. As a result, there
was no difference in serum levels of NO in patients with Classical Dengue (DC) or
DHF, primary or secondary infection or even between different serotypes. Analyzing
the results at specific times of symptomatology, it was observed that up to 02 days
initial, high levels of NO were detected in patients with primary infection, compared to
secondary infection, especially in patients with DC compared to patients with DHF.
There was no difference in TNF-a levels among the groups of patients. It were observed
significant differences between primary dengue and secondary dengue, with a higher
IFN-a production in patients with primary dengue. The IFN-B dosage was performed,
but there were no detected minimum serum levels of this cytokine. We observed the
presence of three different serotypes in the same population studied, but no association
with cytokine levels. The detection of elevated levels of NO in patients with DC, in the
initial days of symptomatology, reinforces the potential role of this molecule in the
control of the viral infection, however, was not found difference in later times of
symptomatology. The data suggest that the serum quantification of NO and
inflammatory cytokines in this population does not help to determine biological marker

for severe forms of dengue disease.

Keywords: Dengue. Nitric oxide. Cytokine. Viral serotype.
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1. INTRODUCAO

Dengue é a principal arbovirose que vem acometendo o homem na atualidade,
constituindo um sério problema de salde publica a nivel mundial, devido a sua rapida
disseminacdo e alta capacidade de causar morbidade e mortalidade. E uma doenca
reemergente com mais de 2,5 bilhdes de pessoas vivendo em areas de risco de
transmissdao (CARVALHO, 2014). A infeccdo é causada por um dos quatro sorotipos do
virus dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4) identificados (BECQUART et
al., 2010; TEOH et al., 2015), resultando em um amplo espectro clinico, dependente da
resposta imunologica do hospedeiro, que € comumente documentado por infeccdo
assintomatica ou febre indiferenciada, denominada Dengue Cléssica (DC), e mais
raramente pelas formas graves bem definidas como a Febre Hemorrégica da Dengue
(FHD) e Sindrome do Choque da Dengue (SCD) (HALSTED, 2007; MANGOLD;
REYNOLDS, 2013). Os virus pertencem a familia Flaviviridae e género Flavivirus,
sendo prevalentes em regides tropicais e subtropicais em todo o mundo (TSAI et al.,
2013). A transmissdo desta arbovirose se da pelo mosquito do género Aedes em areas
urbanas e semiurbanas, onde o meio ambiente favorece o desenvolvimento e
proliferacdo deste vetor. (WHO, 2014).

No Brasil, 0 nimero de casos de dengue registrados em 2014 foi de 587, 8 mil
(BRASIL, 2015). Segundo a Secretaria do Estado (SES) da Paraiba, no ano de 2014,
foram confirmados 3.442 casos (BRASIL, 2015). O Estado apresenta taxa de incidéncia
para dengue estimada em 13,7 por grupo de 100 mil habitantes, segundo dados do
Ministério da Saude (2013).

A imunopatologia da dengue e os fatores que estimulam a progressdo para a
doenca clinica grave sdo indefinidos. Quase 50% das infec¢des sdo reconhecidas como
infeccdes clinicamente silenciosas e cerca de 5-30% dos casos a doencga pode ser grave
com sinais e sintomas como sangramento nasal, gengivorragia, sepses, exstremidades
frias, pulso fino e rapido comumente referidos na FHD/SCD (MARTIN et al., 2010;
HOTTZ, 2011).

O oxido nitrico (NO) é um importante sinalizador utilizado por diferentes tipos
celulares e produzido por uma variedade de células do corpo e, ainda hoje, é
considerado uma das mais importantes descobertas da medicina sobretudo pelo seu fator
relaxante derivado do endotélio. Apesar de os estudos iniciais se concentrarem no papel

do NO na regulagéo do tdnus vascular, logo foi percebido que essa molécula tinha uma
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vasta importancia nas acdes patoldgicas e fisiologicas no ser humano (MALAGRIS,
2012). Sua producéo é estimulada por diversas células como macréfagos derivados de
mondcitos, macrofagos alveolares e mondcitos de sangue periférico, neutrofilos,
linfocitos, hepatocitos, fibroblastos, células da medula 6ssea e osteoblastos quando
expostas a estimulo antigénico e inflamatdrio, antiviral, endotoxina e citocinas como a
interleucina (IL)-6, interferons (INFs) e fator de necrose tumoral (TNF). As citocinas
sdo mediadores necessarios para conduzir a resposta inflamatoria aos locais de infeccao,
no entanto, a producdo exagerada de citocinas pro-inflamatdrias pode manifestar-se
sistemicamente com instabilidade hemodinamica ou distarbios metabdlicos (SOMMER,
et al., 2010). Na literatura ainda ndo ha registros, em um mesmo estudo, que abordem
parametros virais, clinicos e dias de sintomatologia como contemplado no presente
trabalho frente a esses mediadores imunoldgicos.

Devido a importante funcdo bioldgica desempenhada pelo NO na
neurotransmissdo, antiinflamatério, dilatador vascular e na possivel participacdo na
patogénese de DC e FHD, e a a¢do de citocinas pro-inflamatérias nessa patologia, €
relevante a mensuragdo de seus niveis sericos no tecido sanguineo, a fim de elucidar o
envolvimento desses mediadores imunoldgicos na disfuncdo endotelial. Portanto,
consideréa-los como possivel marcador biol6gico é de suma importancia a fim de que

sejam providos os devidos cuidados clinicos e terapéuticos ao paciente.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 ASPECTOS HISTORICOS DO DENGUE

Os primeiros relatos de acometimento de dengue datam de 265-420 d.C.
descritos em uma enciclopédia chinesa durante a dinastia Chin. Em 1635 foram
relatados surtos no Panama e nas Antilhas Francesas de uma doenca compativel com
dengue, porém hé divergéncia quanto a etiologia da mesma sendo os casos da Filadélfia
e da ilha de Java, em 1778 e 1779, considerados o0s mais satisfatoriamente
documentados antes do isolamento viral (GLUBER, 1997; BARBOZA, 2013).

A partir do século XVIII e XIX nas Ameéricas, devido a movimentacdo dos
navios negreiros e descobertas territoriais, houve a introducdo e disseminacdo da
doenga, inclusive no Brasil. Parand e Rio de Janeiro foram pioneiros a registrar uma
doenca febril que circulava juntamente com a febre amarela e que acometeu grande
parte da populacdo, posteriormente reconhecida como dengue e considerada 0s
primeiros casos no pais (QUINTANILHA, 2010).

De 1902 a 1907 os agentes etioldgicos da febre amarela e do dengue foram os
primeiros micro-organismos a serem denominado virus. Nesse mesmo periodo,
Oswaldo Cruz e Hemilio Ribas implantaram medidas sanitarias para combater o vetor
da febre amarela Aedes aegypti responsavel por grande ndmero de 6bitos no Brasil,
consequentemente a incidéncia de casos e mortalidade pelo dengue também foi
reduzido (BRAGA; VALLE, 2007).

Pesquisadores australianos, japoneses e americanos, durante a Segunda Guerra
Mundial, iniciaram estudos para melhor compreender o dengue. Dessa forma, em 1943,
Kimura e Hotta isolaram pela primeira vez o virus causador da doenca (BARRETO;
TEXEIRA, 2008). Em 1952, Sabin identificou dois sorotipos distintos do virus dengue
(DENV-1 e DENV-2) (GLUBER, 1997). Na epidemia de 1953 nas Filipinas, foram
detectados e classificados o sorotipo DENV-3 e DENV-4 como causadores de Febre
Hemorrégica da Dengue (FHD) (GLUBER, 1998). O desequilibrio ecoldgico, resultado
da segunda guerra mundial, propiciou a transmissdao de arboviroses culminando dessa
forma em aumento e transmisséo destas doencas (GLUBER, 1998).

Na década de 80, a epidemia da Febre Hemorragica da Dengue e Sindrome de
Choque da Dengue (FHD/SCD) mais relevante ocorreu em Cuba, onde foram
notificados 344.203 casos com 163.143 hospitalizagdes (OPAS, 1995).
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No Brasil, os primeiros casos epidémicos de dengue, com evidéncias
laboratoriais e clinicas, ocorreram na cidade de Boa Vista no Estado de Roraima, em
1981-1982, causada pelo DENV-1 e em 2010 DENV-4 foi isolado também no Estado
de Roraima. Em 1986 houve epidemia no Rio de Janeiro, Minas Gerais e alguns estados
do Nordeste (Alagoas, Ceard, Bahia e Pernambuco) e, desde entdo, o dengue se
disseminou pelo pais e proporcionou a entrada dos sorotipos DENV-2 em 1990 e
DENV-3 em 2001, o que contribuiu para a maior incidéncia da doenca devido a

relevante variabilidade de tipos soroldgicos existentes (TEMPORAO et al., 2011).

2.2 EPIDEMIOLOGIA

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2009; 2014) citam 50-100
milhGes de casos de dengue anualmente, entretanto Bhatt et al. (2013) estimam que a
incidéncia de dengue no mundo alcance o triplo da estimada, totalizando 390 milhdes de
pessoas infectadas anualmente. Esse mesmo levantamento aponta que a Asia
corresponde a 70% dos casos de dengue no mundo, sendo que a India sozinha engloba
34% das infeccdes. As Ameéricas, principalmente o Brasil e México, somam 14% dos
casos.

A incidéncia da infeccdo no Brasil tem aumentado desde 1986 devido as
sucessivas epidemias (BARRETO et al., 2011). No século XXI, o pais foi considerado o
territério com maior numero de casos notificados de dengue (TEIXEIRA et al., 2009).
A epidemiologia brasileira em meados de 2008 apontou maior incidéncia em individuos
menores de 15 anos mesmo 0 pais sendo caracteristico de casos na populacdo adulta.
Essa mudanca na faixa etaria € demonstrada pela hospitalizacdo de pacientes com FHD
em todo o territério nacional (TEIXEIRA et al., 2009). Segundo dados da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria, houve um aumento de 205% de casos no periodo de Janeiro - Abril
de 2013 comparados ao mesmo periodo de 2012. O Nordeste apresentou incidéncia de
149,9 casos/100 mil habitantes e a Paraiba 130,2 casos/100 mil habitantes em 2014
(BRASIL, 2014a).

Apenas com duas estacdes climéticas no ano, verdo e inverno, a regido Nordeste
se distingue do ponto de vista climatico das demais regides brasileiras (NOBRE et al.,
2004). O Estado da Paraiba é endémico no padrdo epidemioldgico para o dengue,

ocorrendo no verdo nas regides aridas, e no inverno nas areas mais Umidas (SOUZA et
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al., 2007; BARACHO et al., 2014). No ano de 2014, de janeiro a dezembro, foram
confirmados 3.442 casos de dengue na populacdo paraibana (BRASIL, 2015).

A dispersdo do vetor, Aedes aegypti, € beneficiada mediante condigdes
socioambientais e climaticas. Além disso, as condutas empregadas no combate as
doencas transmitidas por vetores mostraram-se incapazes de conter o vetor uma vez que
ndo existe integracdo intersetorial e metas centradas na acdo quimica (DIAS, 2006;
CHIARAVALLOTI et al., 2007).

O desenvolvimento de campanhas de informacgdo e de mobilizacdo de pessoas
atreladas a vigilancia epidemiologica e entomoldgica para ampliar a capacidade de
predicdo e deteccdo precoce de surtos da doenca sdo algumas das estratégias adotadas
pelo Ministério da Saude. Por ser uma patologia de transmissao vetorial e infecciosa, e
até 0 momento inexiste vacina e drogas antivirais (HALSTEAD, 2012), o fator
prevencdo situa-se no ambito de intervir de forma a dificultar ou impossibilitar a
disseminacdo do mosquito. As acdes sdo centradas no combate quimico das formas
larvérias ou adultas do vetor, e através do manejo ambiental delimitado apenas a
destruicdo de possiveis criadouros domiciliar e peridomiciliar (WHO, 2014).

O aumento do numero de casos de dengue preocupa as autoridades de saude
devido a dificuldade em controlar a epidemia e a necessidade de expandir os servigos de
salde para tratar os doentes (TEIXEIRA et al., 2009). Todos os casos de dengue devem
ser registrados, devido ao carater compulsério da doenca, no Sistema de Informacéo de
Agravos de Notificacdo (SINAN) que corresponde a principal fonte de dados da rede de
salde (publica e privada) do pais (BRASIL, 2014b; 2015).

O Brasil adota, desde 2002, o protocolo de condutas que valoriza a abordagem
clinico-evolutiva, baseado no reconhecimento de elementos clinico-laboratoriais e de
condicdes associadas, que podem ser indicativos de gravidade, com sistematizacdo da
assisténcia, que independe da discussao de classificagédo final de caso, com o objetivo de
orientar a conduta terapéutica adequada a cada situacdo e evitar o ébito (WHO, 2009;
BRASIL, 2014b).

As informagdes clinicas e laboratoriais disponiveis no inicio do
acompanhamento médico ndo permitem o reconhecimento precoce de formas graves
para as quais € crucial a definicdo de tratamento imediato, mas contribui para a
classificacdo epidemiologica feita ap0s o diagnostico dos casos de dengue com a
finalidade de permitir a comparagéo da situacdo epidemioldgica de dengue, entretanto

ndo sendo Util para a conduta clinica.
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Diante da capacidade de adaptacdo do dengue frente as situacbes urbanas,
sociais, caracteristicas clinicas e epidemioldgicas (DONALISIO; GLASSER, 2002)
despertam o interesse cientifico em melhor conhecer as diferentes formas de expressdo
do quadro clinico (individual e coletivo) dessa patologia para aprimoramento da terapia

medicamentosa e controle do vetor.

2.3 AGENTE ETIOLOGICO

O virus dengue apresenta-se como uma particula esférica medindo 40-50nm de
diametro, com um envelope lipidico e RNA de fita simples, com polaridade positiva e
um genoma que codifica trés proteinas estruturais, o capsideo (C), a membrana (M) e o
envelope (E), e sete proteinas ndo estruturais, NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e
NS5 (figura 1) (GUZMAN et al., 2010).

Figura 1: Estrutura genémica do virus dengue.
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Fonte: Adaptado de Guzman et al., 2010.

Os quatro sorotipos identificados (DENV-1, DENV-2 , DENV-3, e DENV-4
(BECQUART et al., 2010; BHATT et al., 2013) sdo geneticamente relacionados, porém
antigeneticamente distintos, causando manifestacdes clinicas similares dependentes de
fatores viroldgicos, resposta imune e elementos genéticos do hospedeiro (ROTHMAN,
2004; 2011). Pesquisadores propuseram a descoberta do DENV-5, entretanto, 0s
cientistas ainda estdo céticos sobre essa nova descoberta, e indicam que mais dados sdo
necessarios para determinar se este virus "novo™ é realmente um sorotipo diferente ou se
trata de uma variante de um dos quatro sorotipos DENV ja conhecidos (VOORHAM,
2014).
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2.3.1 Agente transmissor

O virus dengue é transmitido por artropodes, principalmente 0 mosquito Aedes
aegypti, membro da familia Flaviviridae e do género Flavivirus (SIMONS et al., 2012).
O mosquito vetor, de origem Africa subsahariana, desenvolveu caracteristicas
adaptativas para o ambiente doméstico estabelecido pelo humano e, dessa maneira,
tornando-se antropofilico, abundantes nas cidades e de facil disperséo para outras areas.
Os trés elementos da cadeia bioldgica e epidemioldgica interagem sinergicamente no
espaco social estabelecido. Dessa forma, a maioria dos casos de dengue esta relacionada
com a forma de organizagdo do espaco geogréfico atrelado aos fatores socio cultural e a
desigualdade social que é reflexo no ambiente em criar condi¢des para a proliferacdo do
vetor (BARACHO et al., 2014). A fémea do Aedes aegypti é o vetor responsavel na
transmissibilidade do dengue. Seu marco geografico é amplamente distribuido em areas
tropicais e subtropicais do mundo, é uma espécie antropofilica, com habitos urbanos
utilizando reservatorios de dgua parada para a postura de seus ovos (GLUBER, 1998;
WHO 2009).

No mosquito ocorre o periodo de incubacdo extrinseca no qual os virus
replicam-se no intestino e sdo liberados na hemocele para infectar outros tecidos
incluindo as glandulas salivares, e ao buscar alimento no sangue de outro individuo
suscetivel, o virus pode ser transmitido atraves de novo repasto sanguineo (figura 2)
(FREITAS, 2006).

Figura 2: Transmiss&o e ciclo evolutivo do dengue.
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Fonte: Modificado de Center of Disease Control, 2012.
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No local da picada do artrépode ou nos linfonodos regionais, ocorre a replicacéo
inicial do virus no endotélio vascular, posteriormente alcancando outros tecidos. Apos 0
homem ser infectado, o virus passa por um periodo de incubacdo intrinseca com
durabilidade de 4-10 dias quando podem surgir os primeiros sintomas inespecificos e
febre. Na fase virémica, os virus circulam no sangue periférico podendo ser transmitido
a outro mosquito vetor diante de um novo repasto sanguineo (GLUBER, 1998;
QUINTANILHA, 2010).

2.3.2 Classificagéo

De acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde (WHO, 1997) a infeccdo
dengue sintomatica é classificada em Dengue Classica (DC), que corresponde ao quadro
febril ou virémico por volta do quinto dia. Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e
Sindrome do Choque da Dengue (SCD) correspondendo a evolucgéo clinica para a fase
de extravasamento de plasma.

Em 2014, o Brasil adotou a nova classificacdo de casos de Dengue da

Organizagdo Mundial da Saude (OMS), sendo atualmente classificada como:

v Dengue - individuo que viva ou tenha viajado nos ultimos dias para areas com
focos epidémicos, que apresente febre (entre 2-7 dias) e uma ou mais das
seguintes manifestacdes: nauseas; exantemas; mialgias e/ou artralgia; cefaléia
e/ou dor retro-orbital; petéquias ou prova do laco positiva; leucopenia.

v' Dengue com sinais de alarme - no periodo de defervescéncia da febre
apresentar um ou mais das seguintes manifestacdes: dor abdominal intensa e
continua, ou dor na palpacdo do abdémen; vomitos persistentes; acumulacao de
liquidos (ascites, derrame pleural, pericardio); sangramento de mucosas; letargia
ou irritabilidade; hipotensao postural (lipotimia); hepatomegalia maior que 2 cm;
aumento progressivo de hematacrito.

v" Dengue grave — todo caso de dengue que apresenta um ou mais dos seguintes
resultados:

o Choque: devido ao extravasamento de plasma evidenciado por
taquicardia, extremidades frias e tempo de enchimento capilar igual ou

maior a trés segundos, pulso debil ou indetectavel, presséo diferencial
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convergente < 20mmHg, hipotensao arterial em fase tardia, acumulagao
de liquidos com insuficiéncia respiratoria.

o Sangramento grave: conforme a avaliagdo médica pode ser encontrado
sinais de hematémese, melena, metrorragia volumosa, sangramento do
sistema nervoso central.

o Comprometimento grave dos orgaos: figado (AST e ALT > 1000),
sistema nervoso central (alteracdo da consciéncia), coragéo (miocardite)
entre outros 6rgdos (BRASIL, 2014).

2.4 MANIFESTACOES CLINICAS

O homem é o U(nico hospedeiro capaz de desenvolver formas clinicas
(QUINTANILHA, 2010). O espectro das manifestacdes clinicas do dengue varia de
uma forma assintomatica a sintomatica (DC e a forma grave FHD que pode causar a
SCD) (WHO, 1997; ENDY et al., 2011; SIMMONS et al., 2012). A identificacdo
precoce dos casos é de suma importancia para a tomada de decisdo e implementacdo de
medidas no momento oportuno, visando a prevencao da morbidade e até mesmo ébito.

A DC manifesta-se com febre subita e elevada (39° - 40°C), mialgias intensas,
cefaléias frontais e retro-orbitaria. A sintomatologia tem duracdo de 5-7 dias, seguindo
um periodo de defervescéncia, o qual pode acompanhar-se por sensacdo de ardor e
descamacéo palmo-platar (CLYDE et al., 2006; BECQUART et al., 2010). Nessa fase,
pode surgir prostacdo, petéquias, hemorragias, epistaxes e posteriormente, a fase de
convalescéncia serd marcada por astenia (SRIKIATKHACCHORN, 2009; FAHEEM et
al., 2010).

A FHD tem inicio agudo, a evolucdo do quadro ap6s a defervescéncia € mais
grave, caracterizada pela presenca de alguns sintomas como hemorragia, sepses,
trombocitopenia, evidéncia clinica de vazamento de plasma resultante do aumento da
permeabilidade vascular, dor abdominal intensa, vOmitos persistentes, hipotenséo
postural, hipotensdo arterial (pressao diferencial < 20 mmHg), hepatomegalia dolorosa,
extremidades frias, cianose, pulso rapido e fino, diminuicdo da diurese, diminuicéo
repentina da temperatura corpOrea, aumento repentino do hematocrito (GUZMAN;
KOURI, 2002; YEN et al., 2008). Essa forma pode evoluir para SCD com mortalidade
significativa (GUZMAN et al., 2010).
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A gravidade da FHD conforme os critérios adotados pela WHO (1997) é
classificada em quatro grupos. Somando as caracteristicas da DC o Grau | (FHD 1)
apresenta febre e hemorragia induzida (prova do lago); Grau Il (FHD Il): sangramentos
espontaneos; Grau Il (FHD I1l): insuficiéncia circulatoria/hipotensdo; Grau 1V (FHD
IV/SCD): profundo choque com pulso imperceptivel (WHO, 1997; 2009).

2.5 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Diante de um caso suspeito de dengue, deve ser solicitada a sorologia ap0os o
sexto dia da sintomatologia. A confirmacdo laboratorial da infeccdo € de suma
importancia uma vez que muitos dos sintomas sdo inespecificos e comuns a outras
viroses. Vérias metodologias podem ser utilizadas para o diagndstico, como o
isolamento do virus em cultura de células, a deteccdo molecular do RNA viral pela
Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR), a deteccdo da proteina NS1 (antigeno viral) no
sangue e em tecidos (Obitos), além da deteccdo de anticorpos especificos no soro
(GUZMAN et al., 2010).

O isolamento do virus (Teste de Riman) é o padrdo ouro para confirmacdo da
infeccdo pelo DENV. Pode ser realizado pela inoculacdo da amostra de sangue e/ou
soro em culturas de células, principalmente as originadas de mosquito. O diagnostico
molecular realizado pela PCR tem papel fundamental por ser capaz de identificar de
forma répida a presenca do virus durante a fase aguda da doenca (YAP et al., 2011). No
entanto, ambas metodologias ndo sdo utilizadas como procedimento de rotina de
diagnostico em virtude da necessidade de laboratério e equipe especializada, custos
elevados e, no caso do isolamento viral, requer nimeros de dias consideraveis para se
obter o resultado (DATTA; WATTAL, 2010).

A metodologia de deteccdo do antigeno NS1 encontrado no soro ou plasma
durante a fase aguda da infecgdo tem viabilizado um novo caminho para o diagnéstico
precoce e rapido ainda na fase aguda da doenca, podendo ser realizado pelos
laboratorios publicos e privado, mas tendo como maior impecilio seu alto custo em
relacdo a testes para deteccéo de anticorpos (TRICOU et al., 2010).

O diagnostico soroldgico mais utilizado é o Ensaio Imunoenzimatico - ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) para a captura de IgM (MAC-Elisa) devido ao
seu alto grau de especificidade e sensibilidade, 98% e 90% respectivamente, em
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amostras coletadas apds o quinto dia de febre (MODIS et al., 2003). E um método
répido, preciso, de baixo custo em relagdo aos demais, indicado para ser utilizado em
larga escala e também para fins comparativos (SWAMINATHAN; KHANNA, 2009).

Existem dois padrBes de respostas soroldgicas que podem ser observadas no
individuo infectado pelo DENV dependendo do estado imunoldgico que corresponde a
resposta de anticorpo primério e secundério (SHU; HUANG, 2004). Na infeccdo
primaria, o ELISA busca a detec¢do de anticorpos IgM, que surgem nos primeiros dez
dias de doenca, podendo ser encontrado desde o segundo dia em alguns pacientes, e
persistem aproximadamente durante dois meses. A confirmacdo de anticorpos 1gG,
produzidos a partir do quarto dia ap6s o inicio dos sintomas, necessita da comparacéo
entre o0 soro na fase aguda e do soro da fase de convalescenca. A partir da segunda
semana de infeccdo os niveis de 1IgG mantém-se detectaveis e permanecem por toda a
vida do individuo que apresentard imunidade contra o tipo infectante (FIGUEIREDO,
1999; GUZMA,; KOURI, 2002). Na reinfeccdo, a resposta imune é do tipo anamnéstico,
com producdo de IgM mais baixa e transitoria, e de IgG alta e precoce (PAULA;
FONSECA, 2004).

Os profissionais da saude utilizam a prova do lago (TT), indicado pela OMS em
2011, como um dos meios de diagndstico para dengue. No Brasil, a TT é obrigatéria em
todos o0s casos suspeitos de dengue e pode ser usado como uma possibilidade para
diagnosticar FHD, embora nunca como o Unico critério para tal classificacdo. A
positividade para o TT indica a fragilidade capilar e propensédo de eventos hemorragicos
no paciente (SUKUPOLVI-PETTY et al., 2007; ANTUNES et al., 2013).

2.6 IMUNOPATOGENIA

Dengue é uma doenca imunomediada em que a resposta do hospedeiro pode
agravar a infeccdo e causar danos ao proprio. Possui alta morbidade podendo
apresentar-se na forma oligossintomatica, classica e forma hemorrégica (grave). A
imunopatogénese da DC e FHD/SCD ainda néo é totalmente conhecida. Ha hipoteses de
ser caracterizada por uma superproducdo de citocinas, anti-inflamatérias e pro-
inflamatdrias, que levam ao desenvolvimento de uma grande variedade de
manifestacdes clinicas e laboratoriais ocorrendo mudanca do perfil Thl para Th2, e
replicacéo do virus dengue relacionada ao fendmeno Antibody Dependent Enhancement
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- ADE (CHEN et al., 2007; WANG et al., 2007; MAMMEN JR et al., 2008;
WHITEHORN; SIMMONS, 2011).

A produgdo de anticorpos neutralizantes especificos, que tem como alvo as
proteinas do envelope viral, ocorre com a ativacdo da resposta imune humoral seis dias
apos a inoculacao do virus no individuo. O periodo de incubacdo do virus, no homem,
em sua forma classica normalmente € até 7 dias. Os principais sintomas consistem em
febre alta, que pode durar de 2 a 7 dias, cefaléia, mialgia, artralgia, prostracdo, nduseas,
vomitos, dor abdominal, exantema maculo-papular, prurido e dor retro-orbital
(PEELING et al., 2010).

Os alvos primarios do virus dengue sdo as células da linhagem fagociticas
mononucleares (mondcitos, macrofagos e células dendriticas), onde se acoplam através
dos receptores de membrana Fc (FCR) tornando-os mais permissiveis ao virus que
penetram e replicam no interior destas células e, posteriormente, sdo liberados aos
tecidos subjacentes pelo complexo de golgi (TORRES, 2005). Por volta do quinto dia
de sintomatologia a evolucdo clinica do paciente pode regredir e ocorrer a cura ou
avancar para a fase de extravasamento de plasma, levando a FHD/SCD.

Nesta etapa de transicdo clinica mensura-se que sdo sintetizados mediadores
quimicos em maior nimero e variedade como, por exemplo, o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) que contribui para a trombocitopenia; interferons (IFNs) que indicam uma
resposta inadequada das células Natural Killer (NK), muito frequente nas infeccdes
agudas da DC; interleucina (IL)-6 que estimula a liberacdo de histamina por basoéfilos,
aumentando a permeabilidade vascular; entre outros (AZEREDO et al., 2006). Os
macrdfagos ativados pelas células citotoxicas liberam tromboplastina que inicia
fendmenos de coagulacdo, proteases ativadas do complemento e produz NO, que em
grande quantidade causa danos as células endoteliais (CLYDE et al., 2006).

O virus dengue infecta uma célula dendritica da linhagem de
macréfagos/mondcitos através de endocitose por receptor e viabiliza a captacdo de
complexos virus-anticorpo anexados aos receptores Fc (FCR). S&o sintetizados TNF-a ¢
NO pelos mondcitos e macrofagos infectados que ativam células endoteliais,
contribuindo para o aumento da permeabilidade vascular. Os IFNs sdo sintetizados
também por células CD8" e CD4" que ativam macrofagos. Elevado nivel de DENV e
NS1 circulam na corrente sanguinea. Ambos tém se mostrado complexos imunes (figura
3).
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Figura 3: Desenho esquematico da infeccdo pelo DENV
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Fonte: Adaptado de Clyde et al., 2006.

Whitehorn e Simmons (2011) encontraram em seu estudo maior possibilidade de
FHD em infecgdes secundarias. Esse fendmeno denomina-se Antibody Dependent
Enhancement — ADE ou, comumente conhecido, como anticorpos potencializadores de
infeccdo. A explicacdo dessa teoria, que inicialmente foi referida por Halstead em 1970,
seria a presenca de anticorpos heter6logos ndo neutralizantes para outros sorotipos
sintetizados durante a primo-infeccdo e que ampliam a replicacdo viral pela adi¢do do
receptor Fc (FCR), no processo de adsorcdo, aumentando a infeccdo das células alvos,
podendo desencadear reacdes hemorragicas (FIGUEIREDO, 1999). Esta teoria também
esta relacionada ao risco de criangas menores de um ano de idade tém em desenvolver
FHD pela aquisicdo de imunoglobulinas G (IgG) pela via transplacentéria
(HALSTEAD, 1970; 1977; LEI et al., 2008).

Os anticorpos e linfocitos T de memoria, induzidos pela infec¢do priméria,
normalmente encontram antigenos do DENV que diferem na sequéncia do seu antigeno
alvo original. Essa diferenca dos locais de ligacdo aos anticorpos afeta a qualidade da

resposta efetora e modifica a imunoldgica, ou seja, reduz a avidez das interacdes entre
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0s anticorpos pré-existentes e o novo sorotipo de DENV. Essas intera¢cbes menos avidas
tem um efeito significativo sobre a capacidade dos anticorpos em neutralizar a
infectividade do virus (ROTHMAN, 2004; 2011). Peptideos variantes, ou peptideos
ligantes alterados, induzem diferentes sinais de ativacdo de linfocitos T especificos para
o antigeno e, dessa forma, modulam as funcdes efetoras especificas das células CD4" e
CD8" (SLOAN-LANCASTER; ALLEN, 1996). Uma vez que os anticorpos heterélogos
ndo sdo neutralizados, as particulas virais replicam dentro dos macrdfagos,
principalmente, viabilizando o aumento do nimero de células infectadas que leva a uma
grande carga viral, usualmente no inicio da infeccdo, agravando a patologia
(FIGUEIREDO, 1999; TEO et al., 2009). Essa teoria sequencial € a hipGtese mais
divulgada hoje em dia. Contudo, existem fatores que contribuem para explicar que a
teoria do ADE sozinha n&o é a Unica causa de FHD/SCD.

Foram observados casos de FHD na infeccdo primaria sugerindo que outros
fatores como as caracteristicas virais, variabilidade genética do hospedeiro e resposta
imunoldgica (GUZMAN; KOURI, 2002; NIELSEN, 2009) podem influenciar na
severidade da doenca e que por isso nem todas as infeccdes secundarias resultam em
FHD. Segundo Rosen (1977), as passagens sucessivas do virus em hospedeiro humano
e em mosquitos culminam no aparecimento de cepas mais virulentas causando maior
inflamag&o e acometimento de células infectadas, além de evadir o sistema imune.

O virus dengue provoca intensa ativacdo imunolégica. Pode infectar as células
dendriticas imaturas, mondcitos e células B. Os mondcitos sdo o alvo importante para a
infeccdo mas sofrem apoptose para evitar a propagacdo do virus sendo fagocitados pelos
macréfagos (LEI et al.,, 2008). A superproducdo de citocinas e geracdo de
autoanticorpos contra as plaquetas e células endoteliais ocorrem depois do contato com
proteinas NS1 ou prM do virus e explica a reacdo cruzada de anticorpo anti-NS1 ou
anti-prM as células hospedeiras, participando no ataque de plaquetas e células
endoteliais durante o desenvolvimento da doenca. Logo, os macréfagos ativados
contribuem para o desenvolvimento de trombocitopenia em FHD/SCD (LIN et al.,
2002).

O efeito sinérgico de citocinas no endotélio contribui para o desenvolvimento do
extravasamento de plasma (WHITEHORN; SIMMONS, 2011) que é explicado pela
consequéncia da ativagdo de células T resultando na cascata de citocinas, especialmente
pré-inflamatérias (MCBRIDE; BIELEFELDT-OHMANN, 2000). Alguns estudos
(FIGUEIREDO, 1999; CLYDE et al., 2006) demonstraram que as citocinas de etiologia
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macrofagica e linfocitaria encontram-se em niveis elevados no caso da FHD. A exemplo
do TNF-a que estimula as células do endotélio vascular e mondcitos a liberar fator
ativador plaquetério e 6xido nitrico (NO) que dessa forma aumenta a permeabilidade
vascular e extravasamento de plasma, aumentando seus niveis a medida que aumenta a
gravidade da infeccdo. Outras citocinas e mediadores quimicos elevam a
permeabilidade vascular, induz a trombocitopenia e a ocorréncia de hemorragia 0 que
contribui para o desfecho de FHD/SCD (MARTINA et al., 2009).

2.7 OXIDO NITRICO

2.7.1 Quimica do 6xido nitrico

O 6xido nitrico (NO), que é produzido por meio da catalisacdo da enzima dxido
nitrico sintase (NOS) e tem como precursor o aminoacido L-arginina, € um gas
inorganico de meia vida de menos de 30 segundos em sistemas bioldgicos, que pode se
difundir livremente entre as membranas de suas células alvo. E produzido por diferentes
tipos celulares podendo atuar em importantes processos fisioldgicos: vasodilatagdo,
atividade citotoxica imune, neurotransmissdo, adesdo e agregacdo plaquetéria, regulacédo
da pressdo sanguinea, entre outros (MONCADA,; HIGGS, 2006; ABBAS et al., 2011).

A L-arginina € um aminoacido semi-essencial no homem e um dos produtos da
detoxificacdo da amdnia, participa do ciclo da uréia, é precursor de proteinas (figura 4),
participa da sintese de varias enzimas e, atua também, na liberacdo de hormdnios como
catecolaminas, glucagon, insulina, corticosterdides, horménio do crescimento,
somatostatina e prolactina (CYLWIK et al., 2005). Em humanos a principal sintese da
L-arginina ocorre no figado e rim a partir da L-citrulina como produto do metabolismo
nitrogenado da glutamina pelo intestino. No ciclo da uréia, o figado utiliza grande parte
da L-arginina que produziu, o rim, somado a ingestdo dietética diaria (1-3g/dia),
mantém os niveis plasmaticos de L-arginina constantes (MORRIS, 2004).

A liberagcdo da L-arginina no meio extracelular, em alguns tipos celulares e
doencgas, parece ser fundamental para a producdo de NO ainda que a concentragdo
intracelular da mesma seja suficiente para a producédo de NO, fendmeno denominado
como “o paradoxo da L-arginina” (VERREY et al., 2004). Quando no interior da celula,

a L-arginina é convertida em NO e L-citrulina pela enzima NOS.
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Figura 4: Principais vias metabdlicas do aminoacido L-arginina
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Fonte: Adaptado de Morris, 2004.

Vérias teorias foram propostas com finalidade de explicar esse paradoxo. Uma
delas seria a possibilidade de a sintese de NO através da NOS ndo estar ligada a
concentracdo da L-arginina e sim, ao transporte deste. As células endoteliais e
macrofagicas possuem um deposito de L-arginina com capacidade de troca com meio
extracelular, e um segundo dep06sito incapacitado para esta atividade. Conforme o grupo
de estudo de Closs (2004), o transporte de L-arginina para a producdo de NO no
segundo depobsito é de suma importdncia visto que ndo ha acesso a NOS em
macrofagos. Como a L-arginina é utilizada e compartilhada por diferentes vias
metabolicas como substrato, em especial a hidrolise de arginina em L-ornitina e uréia
por acdo da arginase, reflete a sumarizagcdo da L-arginina intracelular para a NOS
reduzindo a produgdo do NO (CHICOINE et al., 2004). Apesar das teorias propostas,
ndo ha consenso quanto ao real mecanismo do paradoxo da L-arginina (MOSS, 2010).

Por ser um radical livre, gasoso, incolor, inorganico e sua molécula possuir um
elétron ndo pareado, 0 NO reage facilmente com o oxigénio, ferro, cobalto, manganés,
cobre ou superdxido. Sua biossintese no organismo ocorre via oxidagdo de L-arginina,
sendo catalisada pela NOS. Nesta reacdo é necesséria a presenca da forma reduzida da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) como um doador de elétron,
ocorrendo uma hidroxilagdo inicial de L-arginina formando N-hidroxi-L-arginina
através da utilizacdo de uma molécula de oxigénio e duas de NADPH. Uma posterior
reacdo obtém como produto o NO e L-citrulina (GROSS et al., 1997; TATSCH, 2012)
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por meio de um elétron proveniente do NADPH e outro da molécula de oxigénio (figura

5). E pertinente enfatizar que a sintese de NO est4 atrelada a L-arginina extracelular.

Figura 5: Sintese do 6xido nitrico (NO) catalisada pela enzima 6xido nitrico sintase
(NOS).
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Fonte: Tatsch, 2012.

Allen et al. (2009) afirmam que o NO participa de varias reacdes redox em
virtude da sua caracteristica de radical livre, entretanto também pode ser um radical
oxidante, dependendo do meio em que se encontra, € lipofilico e se difunde rapidamente
pela membrana plasmatica conforme o gradiente de concentracdo (MATSUURA et al.,
2012). Algumas dessas reacGes sao responsaveis pelos efeitos bioldgicos e outras
inibem suas atividades. Reacdes com molécula reativas de oxigénio, incluindo o anion
superdxido e o peréxido de hidrogénio promove a inativacdo do NO (KELM et al.,
1999). Reacdes de NO, em presenca de oxigénio, diferem entre in vitro e in vivo
(presenca da hemoglobina) sendo o principal produto de degradacdo o NO, (nitrito) e
NO; (nitrato), respectivamente. O significado quimico e bioldgico da oxidacdo do NO
pela molécula de oxigénio ainda é indefinido, porém essas reacfes sdo fundamentais
para sua fisiologia e toxidade.

A NOS ¢é classificada em trés formas: neuronal (nNNOS ou NOS1),
indutivel/induzida (iNOS ou NOS2) e endotelial (eNOS ou NOS3). A atividade da
nNOS e eNOS ¢é dependente dos niveis de calcio enquanto que a iINOS € independente
do calcio (TATSCH, 2012). As enzimas constitutivas NNOS e eNOS induduzem baixas
concentracdes de NO, que modulam a atividade de proteinas contendo heme
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(SHARMA et al., 2007; MATSUURA et al., 2012). O estimulo por citotoxinas e
macrdofagos a sintese da iNOS gera maiores concentragfes de NO, o que pode resultar
em residuos de cisteina nitrosilada ou nitracdo de tirosina em diferentes proteinas bem
como desaminacdo de DNA (TRIPATHI et al., 2007) e ativacdo imune/inflamatéria. A
eNOS, encontrada no endotélio, induz niveis baixos de NO viabilizando a diminuigédo
da pressdo sanguinea e inibicdo da adesdo e agregagdo plaquetdria (NAPOLI;
IGNARRO, 2009).

A enzima iINOS ¢é considerada a primeira linha de defesa, mediando a
citotoxicidade ndo-especifica de macrofagos contra patdgenos, também regulando
respostas especificas mediadas por células, suprimindo a proliferacdo alogénica e
mitogénica de linfcitos T. Ela é responsavel direta pela atividade antimicrobiana e
antiparasitaria dos macrdéfagos (MALAGRIS, 2012). Estudos indicam que a baixa
producdo de NO direta ou transitoria, exerce funcdo homeostatica/regulatoria e anti-
inflamatoria (KENDALL et al., 2001). No entanto, condigdes fisioldgicas alteradas,
como as que ocorrem durante a inflamacdo, podem resultar no aumento da iNOS e na
producdo de NO, e em reacdes pro-inflamatdrias indiretas (REHER, 2005).

A duplicidade das propriedades do NO, ora benéfica ora deletéria, pode ter
efeito contraditério ao esperado, principalmente, em ac¢Ges inflamatérias e de defesa do
hospedeiro sendo uma molécula fundamental nesses processos (LIEW et al., 1991).
Liew e Cox em 1991 demonstraram que a expressdo aumentada de iNOS que ocorre em
infeccdo e inflamacdo € reflexo natural da resposta adaptativa do hospedeiro aos
estimulos nocivos e aos patdgenos. No entanto, existem controvérsias de que a inducao
de iNOS, em algumas condic¢des fisiopatoldgicas, seja parte de uma ativacdo imune
descontrolada e deletéria, ja que a inibicdo de NOS pode exercer efeitos protetores
nessas condi¢cdes (REHER, 2005).

2.7.2 Fisiologia do 6xido nitrico na infeccdo dengue

O corpo humano sofre agdo constante de radicais livres, cujo elétron
desemparelhado localiza-se nos atomos de nitrogénio e oxigénio gerados pelos tecidos
dos organismo, denominados de espécies reativas de nitrogénios (ERNS) e oxigénios
(EROs), por processos inflamatorios, disfungdo biologica (danos no DNA, proteinas e
lipidios), ou ainda oriundos da alimentacdo (FINKEL; HOLBROOK, 2000). O NO é

uma molécula mensageira presente em varios processos fisioldgicos. Conforme sua
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concentracdo, pode desempenhar funcdo benéfica ou potencialmente toxica
(YAMAGUCHI et al., 2006). Em processos metabdlicos as ERNs sdo envolvidas na
regulacdo da pressao arterial, sistema imune, coagulacéo e neurotransmissdo (PACHER
et al., 2007). A reacdo do NO com o superoxido (O,) para formar o peroxinitrito
(OONO") pode resultar em diversas ERNs que em conjunto com as EROs possibilitam
estresse oxidativo e danos as estruturas celulares ou até mesmo a morte celular
(MARTINEZ; ADRIANTSITOHAINA, 2009).

Chaturvedi et al. (1996) foram os primeiros a sugerirem a participacdo do NO e
peroxinitrito na dengue, mas as implicacfes maiores da infeccdo s6 foram distinguidas
h& quase uma década tal como as caracteristicas da doenca, 0s anticorpos (primario ou
secundario), respostas de citocinas do perfil Thl e Th2 e a cascata de citocinas
resultando em extravasamento de plasma (CHATURVEDI et al., 2000; UBOL et al.,
2010).

Responsavel por manter o tnus vascular, regular a pressdo sanguinea, prevenir a
agregacao plaquetéria, inibir a adesdo de mondcitos e neutrofilos ao endotélio vascular e
ter efeito antiproliferativo das células da camada vascular (PACHER et al., 2007),
alteracdo na biodisponibilidade do NO acarretara alteracdo no relaxamento vascular
(ZHANG, 2008). Os efeitos bioldgicos do NO séo iniciados principalmente atraves da
ativacdo da enzima heterodimérica guanilil ciclase solivel (GCs) pela producdo de
guanosina monofosfatico ciclico (GMPc), um segundo mensageiro que também
promove mudancas no organismo humano e medeia a acdo do NO sobre as plaquetas
onde este radical reage com o ferro do grupamento heme. A GMP inibe a entrada de
calcio nas células e diminui o nivel de calcio no meio intracelular (CHATURVEDE;
NAGAR, 2009). Estes episodios bioguimicos estimulam a sinalizacdo do NO para a
modulacdo do tdnus vascular e fluxo sanguineo (COGGINS; BLOCH, 2007). Assim,
mediante influéncia exercida sobre as plaquetas, o NO atua inibindo os trés
componentes de sua funcdo: adesdo, ativacdo e agregagdo, bem como o recrutamento
plaquetario (BREDT; SNYDER, 1994: MONCADA; HIGGS, 2006). E importante
ressaltar que ha um equilibrio delicado entre a ativacdo de plaquetas e a inibicdo da
fluidez do sangue para impedir a formacdo patologica de trombos. Um dos principais
mecanismos de inibicdo envolve tanto as plaquetas quanto o NO do endotelio
(MATSUURA et al., 2012).

A FHD é uma sindrome que pode ameacar a vida do paciente em sua forma mais

grave, principalmente pelo aumento da permeabilidade vascular e choque (RANJIT;
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KISSOON, 2011). O NO também parece ter funcdo paradoxal na FHD
(CHATURVEDI; NAGAR, 2009) por exercer efeitos antivirais através de diversos
mecanismos, tais como a inativacdo da cisteina protease viral pela NOS (SAURA et al.,
1999). Tal como afirmado acima, as plaquetas e 0 NO produzido pelo endotélio sdo
essenciais para a manutencdo da hemostase. Assim, quando produzido em excesso por
estas células, o NO pode prejudicar a formacéo de coagulo sanguineo e contribuir para a
tendéncia hemorragica observada em FHD (MATSUURA et al., 2012).

O estudo de Matsuura et al. (2012) demonstrou que a producdo de NO nas
plaquetas, de pacientes acometidos pela FHD, foram aumentadas. Reconhecendo que o
NO tem fungBes importantes no controle da replicagdo do virus em mondcitos,
macrofagos e células dendriticas, mas 0 seu excesso em outros tipos de células pode ser
deletéria e contribuir para o extravasamento de plasma e sangramento.

Os monacitos e macréfagos representam alvos importantes durante a infeccéo do
dengue por viabilizar a disseminacdo viral, o DENV € capaz de induzir o estresse
oxidativo em humanos sugerindo que a interacdo com mondcitos e macrofagos pode
desempenhar um papel na patogénese da dengue (GLUBER, 1998; ROJAS et al., 2007;
SEET et al., 2009). Também foi relatado que alteracdes imunoldgicas podem influenciar
0 metabolismo oxidativo e vice-versa (KOBAYASHI, 2010).

No trabalho desenvolvido por Sukathida et al. (2008), foram isoladas cinco
amostras de pacientes com DC e cinco com FHD, as amostras de DC mostraram-se
sensivel a acdo do NO enquanto os demais isolados apresentaram-se resistentes. Esse
relatorio sugeriu que o NO pode exercer seu efeito inibitorio através da supressdo da
atividade do gene NS5 resultando na supressdo da sintese de RNA viral
(TAKHUMPANYA et al., 2006). Temos assim a hipotese de que os aminoacidos do
genoma do virus, particularmente no sitio ativo de NS5, podem determinar a resisténcia
ou suscetibilidade ao NO. Em um trabalho anterior (CHARNSILPA et al., 2005), foi
demonstrado que o NO inibe a replicacdo do DENV e reduz o nimero de proteinas
virais nas células infectadas.

O NO tem efeitos variaveis sobre a sintese de citocinas (CHATURVED;
NAGAR, 2009). Considerando que a dengue é uma doenca aguda, mediadores como o
IFN-a, IFN-B, NO e TNF-a provavelmente alteram a replicagdo do DENV, embora
reagOes inflamatorias também possam ocorrer (AZEREDO et al., 2010).

Os mecanismos desencadeados pelo DENV para escape da resposta antiviral da

via interferons (IFNs) ainda sdo poucos conhecidos. Entretanto, algumas proteinas
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virais (NS2A, NS4A, NS4B e NS5 na baixa expressdo das STAT1 e STAT2 impedem a
producdo dos IFNSs) parecem estar envolvidas no processo (JONES et al., 2006).

Para muitos virus o passo inicial para o estabelecimento de infeccdo é a evasao
da resposta antiviral inata fornecida, inicialmente, pelo IFN. O IFN-a e B sdo secretados
por células infectadas e exibem mudltiplas propriedades bioldgicas, incluindo efeito
antiviral, antiproliferativo e imunomodulador (STARK et al., 1998).

Ademais, estdo sendo utilizadas células dendriticas derivadas do progenitor
mieloide para categorizar propriedades virais peculiares que acarretariam 0
desenvolvimento de formas graves de dengue na fase aguda mesmo frente a infeccéo
viral primaria. Com isso, algumas cepas virais, associadas as formas graves, seriam
capazes de induzir alta viremia e alta producédo de IFN. Estes s&o denominados fatores
contributivos para a gravidade da doenca apesar de 0 DENV ser capaz de desenvolver
mecanismos de evasdo na via de sinalizacdo dos IFNs (JONES et al., 2006). Essas
variaveis apenas seriam observadas na FHD e na SCD, pois na DC os baixos titulos
pouco induziriam a ativacdo dos IFNs devido ao bloqueio de sinalizacdo pelas suas
préprias proteinas estruturais (PAGNI; FERNANDEZ-SESMA, 2012).

Alguns autores tém sugerido que as citocinas secretadas por células infectadas
pelo DENV desempenham papel fundamental na fisiopatologia da FHD
(CHATUVERDI et al.,, 2000), embora ndo haja consenso sobre as citocinas
predominantes produzidas durante a infec¢do. A funcdo desempenhada pelo TNF-a tem
sido relevante na dengue. Bethell et al. (1998) observaram relacéo entre niveis elevados
de receptores de TNF-a e a gravidade da FHD, sendo confirmada também no estudo de
Chen et al. (2007) no qual a deficiéncia de TNF-a diminuiu o desenvolvimento
hemorragico (YEN et al, 2008).

Alteraces na inducgdo de fatores de transcricdo dependente da via do TNF-a
foram observadas durante o curso da infeccdo pelo DENV-2 em células da linhagem
mondcito/macréfago (WATI et al., 2011). Estas células estdo entre as principais fontes
dos elevados niveis de TNF-o detectados em infeccbes experimentais por DENV
(CHEN; WANG, 2002; ESPINA et al., 2003). Nestas células, apés a interacdo de IFN-a
e B com o receptor especifico, ocorre a ativagdo das enzimas Janus kinases, JAK1 e
Tyk2, pela fosforilagdo dos residuos de tirosina. Essas quinases fosforilam transdutores
de sinais e ativadores de transcricdo 1 e 2 (Signal Transducers and Activators of
Transcription — STAT1 e STAT2) que formam dimeros, os quais se ligam ao IRF9

formando o complexo de gene do fator 3 estimulado por IFN (ISGF3). Esse complexo
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transloca para o nucleo e inicia a transcricdo de genes estimulados por IFN (ISG) ao
ligarem a elementos de resposta estimulados por IFN (ISRE). Os ISGs séo responsaveis
por varias fungdes biolGgicas tais como expressdo de quimiocinas como CXCL9,
CXCL10, CXCL11, moléculas de adesdo endotelial (ICAM1), inducéo de citocinas pro-
inflamatdrias como TNF-a e IL-1B, que contribuem para o aumento de permeabilidade
vascular, migracdo de fagocitos e ativacao de linfocitos T (BORDEN, SEN et al., 2007).
A partir da liberagdo de citocina pro-inflamatéria TNF-a, ocorre ligagdo desta molécula
ao receptor especifico TNFR, induzindo a producdo de mediadores inflamatorios tais
como espécies reativas de oxigénio e NO. Em geral, os resultados apontam para a
deteccdo de elevados niveis de TNF-o em formas mais graves da infeccdo
(CHAKRAVARTI; KUMARIA, 2006; GREEN; ROTHMAN, 2006) com potencial
envolvimento de polimorfismos genéticos funcionais em alelos desta citocina (PEREZ
et al., 2010). Porém observa-se que em algumas populacdes esta correlacdo entre TNF-a.
e formas hemorréagicas de dengue ndo se aplica (PURWATI et al., 2011). Maiores
definicBes acerca desta associacdo entre producdo de TNF-a e formas clinicas de
dengue sdo necessarias em populacdes de pacientes constantemente sob o risco de
exposicao as novas infeccdes.

A IL-6 é secretada por muitos tipos de células, como macréfagos, mondcitos,
eosinofilos e hepatdcitos sendo o TNF-o. um potente indutor. E uma citocina pro-
inflamatéria que promove maturacdo e ativacdo de neutréfilos, macrofagos,
diferenciacdo/manutencdo de linfocitos T citotdxicos e células NK. Esta interleucina é
um dos mais precoces e importantes mediadores de indugdo e controle da sintese e
liberacdo de proteinas de fase aguda pelos hepatécitos durante estimulos dolorosos
como infeccdo (OLIVEIRA et al., 2011). Na dengue, a IL-6 pode ser secretada por
mondcitos induzidos por outras citocinas tais como IL-1 e TNF-a. Suas principais
atividades bioldgicas incluem a inducdo de proteinas na fase aguda, promocdo da
diferenciacdo da células B e ativacdo das células T (JUFFRIE et al., 2001), podendo
também participar como mensageira enddgena e afetar a permeabilidade do endotélio
(MALAVIGE et al., 2004). Foi demonstrado que os niveis de TNF-o, IFN-a e IL-6,
somados a outra variedade de citocinas, foram elevados em pacientes com FHD quando
comparados aos pacientes com DC (CHEN et al., 2006). Em contraste, um estudo
realizado por Priyadarshani et al. (2010) mostrou que ndo havia diferenca de TNF-a, em
pacientes com FHD, quando comparado com aqueles com DC (PRIYADARSHANI et
al., 2010).
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Sabe-se que o NO é reconhecido como um importante mensageiro o qual tem
sido associado a patogénese de DC e FHD por mediar os danos das células endoteliais e
possivel envolvimento na génese do extravasamento do plasma (LIN et al., 2002), assim
como ndo se sabe ao certo quais as reais agdes das citocinas frente a gravidade da
doenca. Portanto, avaliar a capacidade das células sanguineas de produzir NO e
citocinas, e se ha diferenca entre as formas clinicas DC e FHD (1, II, e 1), tipo de
infeccdo primaria e secundéarias e sorotipos virais circulantes, e considera-los como
possivel marcador bioldgico é de suma importancia a fim de que sejam providos 0s

devidos cuidados clinicos e terapéuticos ao paciente.
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3. OBJETIVO

3.1 GERAL

Avaliar os niveis sericos de oxido nitrico (NO) e citocinas pro-inflamatorias
(INF-a, INF-B, TNF-a e IL-6) em pacientes diagnosticados com dengue na Paraiba no
periodo de 2009 a 2011.

3.2 ESPECIFICOS

e Determinar a variacdo dos niveis sericos de NO nos pacientes
diagnosticados com Dengue Classica (DC) ou Febre Hemorragica da
Dengue (FHD) ao longo dos dias de internagdo hospitalar ap6s inicio de

sintomas especificos.

e Comparar os niveis séricos de INF-o, INF-B, TNF-a e IL-6 entre grupos
de pacientes diagnosticados com Dengue Classica (DC) ou Febre
Hemorragica da Dengue (FHD) entre o primeiro e segundo dia de

sintomas especificos.

e Avaliar como potencial marcador biolégico a dosagem dos niveis séricos
de NO e INF-o0, INF-B, TNF-a e IL-6 nos pacientes diagnosticados com

dengue.
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4. METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo que busca comparar os niveis sericos de 6xido
nitrico (NO) e citocinas pré-inflamatorias (INF-a, INF-B, TNF-a e IL-6) em pacientes

infectados pelo dengue, como potencial marcador bioldgico.

4.2 LOCAL DO ESTUDO

A caracterizacdo do sorotipo viral foi realizada no Laboratério Aggeu
Magalhdes — LAVITE/ FIOCRUZ, em colaboracdo com a Professora Dra. Marli
Tenodrio. A quantificacdo do NO e das citocinas pro-inflamatérias foi realizada no
Laboratorio de Cultivo e Analise Celular da Escola Técnica de Satde da Universidade
Federal da Paraiba (LACEC/ETS/UFPB), situada na cidade Jodo Pessoa/PB, com a
selecdo dos soros de pacientes diagnosticados com dengue provenientes do Hospital
Universitario Lauro Wanderley (HULW/UFPB). Os exames de diagnosticos foram

realizados segundo rotina do Hospital.

4.3 POPULACAO DO ESTUDO

Esta pesquisa utilizou dados secundarios obtidos por meio de revisdo de
prontudrios de pacientes diagnosticados com dengue, atendidos no Setor de Doencas
Infecto-Contagiosas do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade
Federal da Paraiba (DIC/HULW/UFPB), obtidos a partir de material previamente
coletado, entre os anos 2009 a 2011, para fins diagnosticos segundo os critérios
indicados pela Organizacdo Mundial da Saude/WHO (1997) e adotados pelo protocolo
hospitalar.

A figura 6 apresenta o fluxograma de sele¢do dos pacientes que participaram do

estudo.
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Figura 6: Fluxograma de selecéo dos pacientes do estudo.
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4.4 CATEGORIZACAO DAS VARIAVEIS

Variaveis dependentes

Foi considerada variavel dependente a quantificacdo sérica de dxido nitrico
(NO) e citocinas pré-inflamatérias (INF-a, INF-p, TNF-o e IL-6) entre os grupos de
pacientes com dengue.

4.5 OPERACIONALIZACAO DA PESQUISA
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As amostras de soros foram obtidas por demanda espontanea ap0os os pacientes
Ou seus representantes legais serem esclarecidos no momento da consulta médica sobre
0 objetivo da pesquisa, em contribuir para a identificacdo de fatores de risco no
desenvolvimento da forma grave da dengue, e aceitarem participar do estudo foi
solicitada a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Um

total de 307 amostras de pacientes foi selecionado para o estudo.

Critério de inclusao

Foram inclusos no estudo individuos com:

-DC

-FHD

- infeccdo priméaria (DC e FHD)

- infec¢do secundaria (DC e FHD)

- infecgéo pelo sorotipo DENV-1

- infeccdo pelo sorotipo DENV-2

- infeccdo pelo sorotipo DENV-3

- infeccdo pelo sorotipo indefinido (NEG)

O nosso estudo se ateve a antiga classificacdo uma vez que 0s casos ocorreram
entre os anos de 2009 a 2011.

Critério de Exclusao

Foram excluidos do estudo pacientes que apresentaram sorologia negativa para o

dengue.

4.6 COLETAS DE DADOS SECUNDARIOS

Foi coletado nos prontuarios dados quanto:
- Identificacdo no prontuério relacionado ou ndo a internagéo
- ManifestacGes clinicas classicas presentes durante a internacdo

- ManifestacGes clinicas hemorragicas e complicac@es presentes durante a internagdo
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- Resultados de exames laboratoriais (sangue)

Foi elaborado um banco de dados com as informagdes de cada paciente e
processado em planilha Microsoft Excel, versdo 2007, mediante classificacdo da forma
clinica, Dengue Classica (DC) ou Febre Hemorragica da Dengue (FHD I, 11 e 111), tipo
de infeccdo primaria ou secundaria, seguindo o proposto pela OMS 1997, sorotipo
circulante (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e NEG) e em relacdo aos dias de
sintomatologia caracteristica do dengue.

4.7 METODO DE COLETA E PROCESSAMENTO DOS DADOS

Espécimes bioldgicos para o diagnéstico laboratorial: Foram utilizadas quatro
amostras de sangue dos 307 pacientes, os testes foram realizados no Laboratério Aggeu
Magalhdes — LAVITE. Resultados obtidos em colabora¢do com a Professora Dra. Marli
Tenodrio (LAVITE/CPgAM/FIOCRUZ - Recife/PE). Apds a coleta houve a separagdo
do soro através de centrifugacao 720 x g durante 30 minutos e armazenamento a -80°C.

Caracterizagdo do sorotipo viral: A deteccdo do RNA viral foi determinada
por reacdo de amplificacdo pela polimerase, precedida de RT-PCR, seguida de semi-
nested PCR, utilizando iniciadores (primers) universais do virus dengue baseados na
regido 5’ ndo codificada discriminante dos quatro sorotipos. Os produtos da RT-PCR
(RNA) foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose a 2%, com brometo
de etidio. Ao concordar em participar da pesquisa foram coletadas amostras de 4ml do
sangue periférico do individuo, em tubo sem anticoagulante e contendo gel separador
ativador de coagulacdo, sendo a primeira amostra coletada no dia do atendimento
médico e as demais durante o periodo de internacdo do mesmo, no setor de Doencas
Infecto-Contagiosas do Hospital Universitario Lauro Wanderley da Universidade
Federal da Paraiba (DIC/HULW/UFPB).

Determinacdo da producdo de oxido nitrico (NO): utilizou-se a reacdo de
Griess (GREEN et al.,, 1982). Brevemente, foram separados 50uL das amostras e
incubadas com 50uL da solucdo de reducdo de nitrato (5mg/mL NADPH, 0,5M
KH2PO4, 1U/100uL enzima nitrato redutase) (SIGMA) durante 18 horas a 4°C. Apds a
incubacgéo, 100puL da solucéo reagente de Griess (kit Griess Reagent System, Promega)
foi adicionada as amostras em solugdo de reducdo de nitrato, e a concentracdo de nitrito
obtida comparando-se os niveis detectados em filtro 540nm em leitor de microplacas
(GloMaxi Multi Reader, Promega) com os obtidos em curva padrdo de concentracfes
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conhecidas de nitrato de sodio (NaNO3) fornecidos no kit. Na metodologia Griess, 0
nitrito (NO,) em meio &cido reage com a sulfanilamida para produzir um ion diazénico.
Os nitrogénios (diazo composto) reagem com o NED (cloridrato de N-(1-naftil)
etilenodiamina), formando um cromoforo de coloracdo résea que apresenta pico de
absorbancia em 540 nm (BRYAN; GRISHAM, 2007). Esta reacdo colorimétrica é
considerada uma técnica padrdo devido a sua simplicidade e rapidez para a
determinacdo dos niveis de NO; inorganico (DUSSE et al., 2005).

Quantificacdo das citocinas pro-inflamatérias: utilizou-se a técnica de
ELISA. Os kits utilizados foram BD Pharmingen™ Set Human IL-6 e BD OptEIA™
Set Human TNF. Cada placa de ELISA foi sensibilizada overnight, a 4°C, com 100pL
de anticorpo monoclonal humano diluido em solugdo de carbonato bicarbonato 1N. A
placa foi lavada com tampdo PBS-Tween 0,05% e, em seguida bloqueada overnight, a
8°C, com solucédo de PBS-BSA 2%. Apods o bloqueio a placa foi lavada duas vezes, e as
amostras de soro foram adicionadas aos pogos assim como o0 padrdo recombinante. O
anticorpo monoclonal humano, para cada mediador, conjugado a HRP (50uL) foi,
entdo, adicionado a cada poco e a placa incubada a temperatura ambiente por 2 horas.
Apbs a incubacéo, a placa foi lavada trés vezes, sendo, em seguida, adicionados 100uL
da solugdo substrato em cada poc¢o e incubando, posteriormente, a placa a temperatura
ambiente por cerca de 30 minutos sob a protecdo da luz. Trinta minutos depois, 100pL
de acido fosforico 1M foram adicionados a cada poco e, em seguida, realizada a leitura
da absorbancia em espectrofotbmetro a 490nm.

Os niveis de IFN-a foram quantificados através do Human a Interferon (aIFN)
Elisa kit (BioSource), de acordo com instrugdes do fabricante. Foram adicionados a
cada pogo da placa sensibilizada 50uL do soro de cada paciente, o padrdo IFN-a
humano, o branco (PBS 1x) e 100uL do anticorpo conjugado a enzima, em seguida a
placa foi incubada por 1hora a 37°C. Apo0s a incubacdo a placa foi lavada cinco vezes
com o tampé&o de lavagem, foram adicionados 50uL da solugdo substrato A e 50uL da
solugéo substrato B a cada poco e a placa foi incubada a 37°C por 15 minutos sob a
protecdo da luz. Quinze minutos depois foram adicionados 50uL de solucdo parada a
cada pogo e foi realizada a leitura da absorbancia (densidade 6tica de 450nm) das
amostras através do espectrofotdmetro.

Os niveis de IFN-p foram quantificados através do VeriKine-HS™ Human IFN-
B Serum ELISA kit (pbl interferon source), de acordo com as instrugdes do fabricante.

Resumidamente, foram adicionados a placa sensibilizada 50puL do tampao da amostra,
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50uL da solug¢do do anticorpo diluido, 50uL do soro de cada paciente ou 50ulL da
diluicdo seriada do padréo IFN-B humano ou 50ulL do branco (diluente padrdo), em
seguida a placa foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Apds a incubacgéo a
placa foi lavada trés vezes com o tampdo de lavagem, foram adicionados 100uL da
solucdo HRP diluida a cada poco e a placa foi incubada a temperatura ambiente por 30
minutos. Trinta minutos depois a placa foi lavada quatro vezes, foram adicionados
100uL da solugdo substrato TMB a cada pogo e a placa foi incubada a temperatura
ambiente por 60 minutos sob a protecdo da luz. Apds os 60 minutos de incubagdo foram
adicionados 100uL da solu¢do parada a cada pogo e foi realizada a leitura da
absorbancia (densidade 6tica 450nm) das amostras através do espectrofotdmetro.

Os valores da absorbancia das amostras foram analisados com o software
GraphPad Prism versdo 5.0. As dosagens do NO foram executadas no Laboratério de
Cultivo e Analise Celular da Escola Técnica de Saude (LACEC/ETS/UFPB), situado na
cidade de Jodo Pessoa/PB. As amostras dos soros foram obtidas do mesmo sangue

periférico solicitado pelo médico assistente e utilizado para exames.
4.8 CONSIDERAGOES ETICAS

Mediante aos aspectos legais da bioética, ambito cientifico, propriedade

intelectual e outras determinacdes legais, as seguintes consideracdes foram pertinentes:

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Universitario
Lauro Wanderley (CEP/HULW) da Universidade Federal da Paraiba
(n°032/09 CEP/HULW), com parecer favoravel.

e Neste protocolo de pesquisa foram respeitados todos os principios éticos
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Salde, na Resolucdo N° 196 de
10 de outubro de 1996 e Resolucdo N° 466 de 12 de dezembro de 2012.

e (Os pacientes, ou seus responsaveis, assinaram 0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexos B e C).

e Foi assegurado o direito a confidencialidade dos dados e ao cuidado na
utilizacdo das informagdes nos trabalhos escritos, de modo a ndo ser
possivel a identificacdo das participantes.

e As informacdes obtidas foram destinadas exclusivamente para fins

cientificos.



45

4.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram digitalizados em planilhas do software Excel — 2007
onde foi construido um banco de dados. Estes foram deslocados para o programa
estatistico Graph Pad Prism, versdo 5.0. Das informacdes obtidas da quantificacdo dos
mediadores imunologicos, foram demonstradas as medianas entre 0S grupos e
mensurada sua significancia para cada analise.

Inicialmente, efetuaram-se os calculos e analises estatisticas dos valores obtidos
entre 0s grupos quanto aos niveis de NO, INF-a, INF-B, TNF-a e IL-6. Foram utilizados
os testes Mann-Whitney (02 grupos) ou Kruskal-Wallis seguido do test de Dunn (03
grupos ou mais) para os dados ndo paramétricos. O p-valor < 0,05 foi considerado

estatisticamente significante.
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5. RESULTADOS

Um total de 307 individuos diagnosticados com dengue foi selecionado para o
estudo. Os soros dos pacientes foram distribuidos em grupos conforme perfil clinico e
laboratorial. Dessas amostras, 131 apresentou sintomatologia e exames laboratoriais
confirmatorios para Dengue Classica (DC) e 176 Febre Hemorragica da Dengue (FHD).
Em DC, 55 pacientes com infec¢do priméaria e 76 secundaria. Em FHD, 77 pacientes
com infeccdo priméria, 99 com secundéria, 18 FHD 1, 16 FHD 11 e 09 FHD IIl. Em
seguida, foram alocadas em grupos de acordo com o sorotipo viral, 90 DENV-1, 101
DENV-2, 66 DENV-3 e 50 classificacdo indefinida (NEG) quando ndo detectado o

sorotipo.

5.1 NIVEIS SERICOS DE OXIDO NIiTRICO (NO)

Na analise geral quando comparamos 0s pacientes diagnosticados com dengue
levando em consideracdo o tipo da infeccdo em priméaria e secundaria, ndo houve
diferenca estatistica entre os niveis séricos de NO (figura 7A). Em relacdo as analises
realizadas com os grupos de formas clinicas DC, FHD 1, Il e 11l ndo houve diferenca
estatistica entre os niveis séricos de NO (figura 7B). Comparamos os grupos de formas
clinicas distintas levando em consideracdo o tipo de infeccdo primaria e secundaria,
também ndo houve diferenca estatistica entre os niveis sericos de NO (figura 7C).
Quando comparamos 0s grupos em relagdo aos sorotipos DENV-1, DENV-2, DENV-3
e sorotipo indefinido (NEG) ndo foi observada diferenca estatistica entre os niveis
séricos de NO (figura 7D).

Na andlise da quantificagdo de NO entre 0 1° e 2° dia de sintomatologia em
dengue priméria e secundéria foi observado maiores niveis de NO em pacientes com
infeccdo priméria (figura 8A) e, principalmente, quando a analise foi realizada
comparando os grupos DC com FHD houve diferenca estatistica significativa, com
p=0,0048 (figura 8B).

Do 3° ao 5° dia de sintomatologia a analise da quantificacdo de NO nos grupos
de tipo de infeccdo primaria e secundaria ndo foi observada diferencga estatistica nos
niveis séricos (figura 9A). Na analise feita nos grupos de formas clinicas DC, FHD 1, Il

e Il tambem ndo foi observada diferencga estatistica entre os niveis séricos de NO
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(figura 9B). Levando em consideracdo a analise entre os sorotipos DENV-1, DENV-2 e
DENV-3 nas formas clinicas DC e FHD foi observada uma tendéncia em maiores niveis
de NO no sorotipo DENV-3 tanto na forma clinica DC quanto na FHD (figura 9C).
Quando comparou-se 0s grupos em relacdo aos sorotipos DENV-1, DENV-2 e o
sorotipo indefinido (NEG) ndo houve diferenca estatistica entre os niveis séricos (figura
9D).

Do 5° ao 7° dia de sintomatologia, a analise da quantificacdo de NO dos
pacientes portadores de dengue ndo demonstrou diferencas estatisticamente significativa
entre quaisquer grupos avaliados como indicado (figura 10), bem como a anélise do 7°
ao 28° dia de sintomatologia também ndo foi observado diferenga entre 0s grupos

avaliados (figura 11).

Figura 7: Analise dos niveis séricos de oOxido nitrico (NO) entre os pacientes
diagnosticados com dengue primaria e secundaria (7A), formas clinicas Dengue
Classica (DC), Febre Hemorragica de Dengue (FHD I, 11, 111) (7B), tipo de infec¢édo
priméria e secundaria em Dengue Classica (DC) e Febre Hemorrégica de Dengue
(FHD 1, 11, 1) (7C), sorotipo viral (7D).
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Figura 8: Analise dos niveis sericos de oxido nitrico (NO) entre o 1° e 2° dia de
sintomatologia nos pacientes diagnosticados com dengue primaria e secundéria
(8A), Dengue Cléssica (DC) e Febre Hemorragica da Dengue (FHD) (8B).
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Figura 9: Analise dos niveis séricos de o0xido nitrico (NO) entre o 3° ao 5° dia de
sintomatologia nos pacientes diagnosticados com dengue primaria e secundaria
(9A), formas clinicas Dengue Classica (DC) e Febre Hemorréagica da Dengue (FHD
I, 11, 1) (9B), sorotipo viral DENV-1, DENV-2 e DENV-3 nas formas clinicas
Dengue Cléssica (DC) e Febre Hemorréagica da Dengue (FHD) (9C), sorotipo viral
DENV-1, DENV-2 e indefinido (NEG) (9D).
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Figura 10: Analise dos niveis séricos de 6xido nitrico (NO) entre o 5° ao 7° dia de
sintomatologia nos pacientes diagnosticados com dengue primaria e secundaria
(10A), Dengue Classica (DC) e Febre Hemorragica da Dengue (FHD) (10B),
Dengue Classica (DC), Febre Hemorréagica da Dengue (FHD 1 e 11) (10C).
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Figura 11: Analise dos niveis séricos de 6xido nitrico (NO) entre o 7° ao 28° dia de
sintomatologia nos pacientes diagnosticados com dengue primaria e secundéaria
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(11A), Dengue Cléassica (DC) e Febre Hemorragica da Dengue (FHD) (11B),
Dengue Classica (DC), Febre Hemorréagica da Dengue (FHD 1, 11 e 111) (11C).
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5.2 NIVEIS SERICOS DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

Na analise da quantificacdo de citocinas pro-inflamatdrias entre o 1° e 2° dia de
sintomatologia em dengue primaria e secundaria, foi observado um maior nivel, frente
as formas clinicas da dengue, de IFN-a. Observou-se diferenca estatistica entre os
pacientes com dengue primaria e secundaria, com maior produc¢do na infeccdo primaria,
verificando diferenga estatistica significativa com p = 0,0409 e curva padrdo do teste
ELISA apresentando coeficiente de correlagdo > = 0,993. Esse dado é de grande
importancia clinica ja que os casos de dengue secundaria costumam apresentar-se com
maior gravidade que os de dengue primaria (figura 12A).

N&o houve diferenca no perfil de producdo de IFN-a quando se analisou

pacientes de acordo com as formas clinicas agrupadas em DC e FHD (figura 12B), DC e
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a gravidade da FHD 1, 11 e Il (figura 12C), bem como os sorotipos virais DENV-1 e
DENV-2 (figura 12D).

Na anélise da quantificacdo de citocinas pré-inflamatorias entre o 1° e 2° dia de
sintomatologia, baixa concentracdo de TNF-a foi detectado. Entretanto ndo houve
diferenca entre os grupos estudados: dengue primaria ou secundaria (figura 13A), DC e
FHD (figura 13B), DC e FHD |, II, 1l (figura 13C) e os sorotipos virais DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e NEG (figura 13D). A curva padrdo do teste apresentou o
coeficiente de correlacdo r? = 0,996.

Ao analisar a quantificacdo da IL-6, entre 0 1° ao 2° dia de sintomatologia, ndo
foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre dengue primaria e
secundéria (figura 14A), DC e FHD (figura 14B), DC e FHD I, Il e Il (figura 14C).
Porém, a quantificacdo da IL-6 no grupo de sorotipo DENV-2 mostrou-se com
tendéncia a aumento (figura 14D).

A dosagem do IFN-p, apesar de ter sido realizada, ndo foram detectados niveis

séricos minimos dessa citocina.

Figura 12: Analise dos niveis séricos de IFN-a entre o 1° e 2° dia de sintomatologia
em pacientes diagnosticados com dengue primaria e secundaria, (12A), formas
clinicas Dengue Classica (DC) e Febre Hemorragica da Dengue (FHD) (12B),
Dengue Cléassica (DC) e Febre Hemorréagica da Dengue (FHD I, Il e 111) (12C),
sorotipo viral DENV-1 e DENV-2 (12D).
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Figura 13: Analise dos niveis séricos de TNF-o entre o 1° ao 2° dia de
sintomatologia em pacientes diagnosticados com dengue priméria e secundéria
(13A), formas clinicas Dengue Classica (DC) e Febre Hemorragica da Dengue
(FHD) (13B), Dengue Classica (DC) e Febre Hemorréagica da Dengue (FHD I, Il e
111) (13C), sorotipo viral DENV-1, DENV-2, DENV-3 e sorotipo indefinido (NEG)

(13D).
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Figura 14: Andlise dos niveis séricos de IL-6 entre o 1° ao 2° dia de sintomatologia
em pacientes diagnosticados com dengue primaria e secundéria (14A), formas
clinicas Dengue Classica (DC) e Febre Hemorragica da Dengue (FHD) (14B),
Dengue Cléssica (DC) e Febre Hemorrégica da Dengue (FHD I, 11 e 111) (14C),
sorotipo viral DENV-1, DENV-2, DENV-3 e sorotipo indefinido (NEG) (14D).
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6. DISCUSSAO

A imunopatogénese da dengue ainda ndo esta completamente esclarecida e a
identificacdo de pacientes com risco de desenvolver formas graves da doenca € uma
constante preocupacdo. A indefinicdo acerca do papel do oxido nitrico (NO) e citocinas
pro-inflamatorias na infeccdo humana pelo DENV considerando como potencial
marcador bioldgico justifica a realizacdo deste trabalho.

Durante o presente estudo, avaliaram-se 0s niveis séricos de NO e algumas
citocinas pro-inflamatorias no soro de pacientes diagnosticados com dengue em relacédo
as suas diferentes formas clinicas, tipo de infeccdo e os distintos sorotipos virais,
determinando assim o perfil de cada grupo frente a esses marcadores imunoldgicos.
Dentro desse contexto, nossos achados mostram a detec¢do de maiores niveis de NO em
pacientes com Dengue Classica (DC) nos dias iniciais da sintomatologia reforcando o
potencial papel desta molécula no controle da infeccdo viral. Porém, ao ndo
encontrarmos diferencas nos niveis de NO em tempos posteriores de sintomatologia,
sugerimos que o NO seérico ndo possua potencial progndstico para formas mais graves
da doenca (CARVALHO et al., 2014).

Na literatura observa-se que o NO, quando produzido em elevadas
concentragdes, afeta o tdnus vascular e auxilia na amplificacdo das lesGes do endotélio,
gerando quadros de sindrome de chogue (SANCHEZ et al., 2004). Contudo, esta
correlacdo ndo se aplica a dengue, em que niveis mais elevados de NO foram detectados
no soro de pacientes com formas mais brandas da doenca (VALERO et al., 2002), como
visto no presente estudo, enquanto que em outro trabalho ndo se detectou qualquer
producdo de NO nos pacientes (ESPINA et al., 2003).

No trabalho desenvolvido por Chareonsirisuthigul et al. (2007) foi investigada a
associacao entre os niveis séricos de NO e carga viral do DENV em infeccdo secundéria
abordando a DC priméria e a Febre Hemorragica da Dengue (FHD) secundéria. No
grupo de FHD secundaria, houve detec¢do de NO e maior nivel virémico nos primeiros
dias (febre). No periodo de defervescéncia e convalescéncia, o nivel de NO aumentou
gradualmente quando, também, o nivel de RNA do DENV no plasma diminuiu
significativamente. Essa correlacdo inversa sugere que o NO possa ser um dos fatores
do hospedeiro que determina a producdo de DENV a partir de células infectadas. A
baixa producdo de NO encontrada em pacientes com FHD secundaria e ndo na primaria,

sugere que a teoria ADE possa desempenhar atividade na supressdo do NO, pois sua
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producdo foi suprimida apenas em pacientes com FHD secundaria justificando a
hipotese de que a presenca de anticorpos heterélogos poder interferir na producéo de
NO sem esta relacionada com a gravidade da dengue hemorragica. Esta producao
diferencial de NO na DC e FHD pode estar relacionada com o dano endotelial
observada na FHD, tornando o endotélio incapaz de produzir NO, contribuindo para a
patogénese vascular da doenca (LIN et al., 2002). Contudo, o efeito do NO na dengue é
controverso e pode ser relacionado com um determinado periodo de doenga.

Neves-Souza et al. (2005) demonstraram em seu estudo a capacidade apenas do
sorotipo DENV-1 em infectar e ativar monadcitos de sangue periférico de pacientes com
dengue modulando a producédo de NO, via agdo da iNOS, revelando a importéancia desta
molécula no controle da infeccdo viral. Em contrapartida, nosso estudo revelou que a
producdo de NO também é modulada pelos sorotipos DENV-2 e DENV-3, ndo se
limitando apenas ao sorotipo DENV-1.

Mediadores inflamatérios, apesar de envolvidos na geracdo da doenca,
aumentando a permeabilidade vascular, também se apresentam como principais
moléculas de resposta imunoldgica contra infeccdes virais (GUIDOTTI; CHISARI,
2001). A necessidade de realizacao de estudos como este é devido as controveérsias de
dados do papel de NO em infecgdes por DENV e seus sorotipos virais, além da
possibilidade da reemergéncia de surtos epidémicos com novas caracteristicas clinicas
devido a falta de memaria imunolégica da populacéo contra o sorotipo DENV-4.

No trabalho de Carvalho et al. (2014) os pacientes com FHD apresentaram
niveis elevados de NS1 em relacdo aos pacientes com DC. Observou-se durante a fase
febril da DC significante aumento dos niveis séricos de NO e diminuicdo desses niveis
na FHD. Durante a fase de convalescéncia, ndo foi detectada diferenca nos niveis de NO
entre os grupos estudados. Os resultados desse trabalho e do nosso fortalecem o fato de
a intensidade de replicagdo do DENV nos dias iniciais da doenga poder influenciar no
resultado clinico. As razdes para o alto nivel de NO na DC e baixo na FHD ainda néo
sdo claras, mas danos nas células endoteliais durante a fase aguda (febril) da infeccdo
pelo DENV, com uma consequente falha na enzima eNOS, poderiam esta envolvidos.
Por outro lado, uma vez que o NO é uma molécula de fungdes contraditorias
(MOCELLIN et al., 2007; CARVALHO et al., 2014), os niveis aumentados de NO na
DC poderiam desempenhar um papel na diminuicdo da carga viral e alterar a evolugéo

da doenca para a sua forma hemorrégica.
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Um estudo prévio, realizado por Levy et al. (2010), mostrou que 0s sorotipos
virais possuem niveis similares no grupo de DC e FHD, mensurando que o NO possa
estar envolvido na progressdo da infeccdo por dengue independente do sorotipo. Em
suma, esses dados presumem que o NO pode contribuir ndo s6 para a prote¢do, como
também na patologia pelo DENV dependendo da quantidade produzida a da fase da
doenca. No presente estudo, mensuramos que 0 NO é um importante mensageiro, o qual
tem sido associado, especialmente, a patogénese de DC por desempenhar atividade
antiviral na primoinfeccao.

E possivel que durante a infeccdo o efeito benéfico ou deletério seja determinado
pela imunidade inata e adaptativa com producdo de citocinas em consequéncia a
interacdo do virus com seus alvos principais: mondcitos, células dendriticas e
endoteliais. Para varios virus o passo inicial para o estabelecimento de infeccdo é a
evasdo da resposta antiviral inata fornecida pelo sistema de interferons (IFNs). A acédo
celular dos IFNs é considerada o inicio da defesa do hospedeiro durante os primeiros
dias de infeccdo, fase durante a qual a intensidade da replicacdo viral determina o
resultado clinico. O IFN-o ¢ B sdo secretados por células infectadas que exibem
multiplas propriedades bioldgicas, incluindo efeitos antiproliferativos, antiviral e
imunomodulador. Essas células sdo os linfécitos T ativados e células NK que tem
atividade antiviral direta, através da inducdo de moléculas efetoras (por exemplo, NO),
e indiretamente, através do reforco da apresentacdo de antigenos e inducdo de apoptose
(DIAMOND et al., 2000). Alguns estudos sugerem que IFN-a e B modulam infecgdes
de membros da familia Flaviviridae, entretanto, o trabalho de Lin et al. (1997)
identificou um mecanismo inibidor. Além disso, a acdo dos IFNs frente ao dengue e aos
demais mediadores imunoinflamatorios continua confuso. No trabalho desenvolvido por
Kurane et al. (1993) foi encontrado elevado nivel de IFN-a no plasma humano logo
apos o inicio dos sintomas na DC.

A gravidade da infeccdo pelo DENV parece dever-se a producgédo
desproporcional de citocinas inflamatérias (CHATURVEDI et al., 2007; WEBSTER et
al., 2009) por isso anticorpos heter6logos presentes no plasma também tem sido
indicado, com base em observagdes, que reinfeccdo por um diferente sorotipo viral
aumenta o risco de dengue grave (CHAREONSIRISUTHIGUL et al., 2007). Neste
caso, a ativacdo rapida de reatividade cruzada ativa as células T de memoria especifica
do DENV geradas durante a infeccdo primaria parece provocar uma forte producgéo de

citocinas pro-inflamatérias, tais como IFNs, TNF-o e IL-6, que pode danificar
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diretamente o endotélio vascular das células, resultando em perda de plasma
(MANGADA et al., 2002; WEBSTER et al., 2009).

No nosso estudo observamos a presenca de trés sorotipos diferentes na mesma
populacdo de estudo, porém sem associagdo com niveis de citocinas circulantes. A
deteccdo aumentada de IFN-a nos pacientes com dengue primaria, deste estudo, sugere
que 0s mecanismos de imuno-vigilancia envolvidos na primo-infecgéo estio funcionais
nestes pacientes, enquanto que a infec¢do secundéria parece modular negativamente a
producdo desta citocina, servindo como via de escape para o virus. No estudo
desenvolvido por Becquart et al. (2010) foi demonstrado niveis elevados de IFN-a por
toda a fase aguda da doenca, em todos os pacientes DENV-2 infectados primariamente
(DIAMOND et al., 2000).

O IFN-0, principalmente produzido por células dendriticas e macrofagos
(SHRESTA et al., 2004), que é a primeira linha de defesa do hospedeiro, limita a
replicacdo viral. Além de sua agdo antiviral, o IFN-a induz a expressdo do complexo de
histocompatibilidade I, aprimorando a apresentacdo de antigenos e, assim, desencadear
resposta imunitaria. Induz também respostas especificas das células CD8" e producio de
quimiocinas, que conduzem a ativacdo de linfocitos e mondcitos e o seu recrutamento
para locais de inflamagdo (SAMUEL, 2001). Um trabalho realizado com tailandeses
acometidos com DC mostrou elevados niveis de IFN-a apenas nos trés primeiros dias de
sintomatologia, apos o aparecimento da febre (KURANE et al., 1993), dados estes que
foram de encontro com os nossos achados confirmando a diferenca estatistica da DC
primaria em relacdo a secundaria.

Um estudo em Taiwan sugeriu que pacientes com infecgdes secundarias pelo
DENV-2 apresentaram resposta imune diferenciada com menor niveis de IFN-o, do
terceiro ao sétimo dia apo6s o inicio dos sintomas, associados com o inicio da FHD
(CHEN et al., 2006). Isto mensura que a resposta pro-inflamatdria inicial associada com
IFN-a pode ser critica para a patogénese de infec¢fes secundarias pelo DENV-2. No
nosso trabalho ndo foi observada diferenca entre os sorotipos analisados. Os tecidos
periféricos ndo linféides abrigam um grupo de células imaturas de extrema importancia
como componentes do sistema imunoldgico, sdo as chamadas células dendriticas
(ROVATI et al., 2008). Perante um processo infeccioso ou inflamatdrio, essas células
reagem iniciando um processo de maturacao caracterizado pela producéo de citocinas e
qguimiocinas além da expressdo de moléculas de adesdo envolvidas no processamento e

apresentacdo de antigenos aos linfécitos T (STEINMAN, 1991). Foi relacionado o
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polimorfismo dos promotores nos receptores das células dendriticas com o nivel
expresso na superficie celular (WANG et al., 2011). Individuos com genétipo AG
tiveram maior expressdo do polimorfismo, maior producdo de TNF-a e menor
replicacdo viral em resposta a infeccdo por DENV. No entanto, o gendtipo AA
expressou menos receptores na superficie, sendo associado com prote¢do contra dengue
hemorragica (LOZACH et al., 2005). Os mecanismos exatos pelos quais 0 DENV
escapa da resposta imune atraveés da interacdo com o promotor das células dendriticas
ndo estdo completamente elucidados (VAN KOOYK; GEIJTENBEEK, 2003).

Apesar de especular-se sobre este mecanismo como sendo o responsavel pela
sobrevivéncia do virus no hospedeiro, principalmente pela baixa producdo do TNF-a,
estudos sobre o papel desta citocina em dengue ndo sdo conclusivos. Resultados
apontam elevados niveis de TNF-o em formas mais graves da infeccdo
(CHAKRAVARTI; KUMARIA, 2006; GREEN; ROTHMAN, 2006). Porém observa-se
que em algumas populagdes esta correlacdo entre TNF-a e gravidade da doenga ndo se
aplica (PURWATI et al., 2011; ARIAS et al., 2014) assim como foi verificado no
presente trabalho, no qual os niveis séricos de TNF-a ndo se correlacionam com 0s
grupos analisados, sdo dados irrelevantes. Maiores defini¢cGes acerca desta associacdo
entre producdo de TNF-a e formas clinicas de dengue sdo necessarias em populacées de
pacientes constantemente sob o risco de exposi¢do as novas infecgdes.

Segundo Chareonsirisuthigul et al. (2007) na FHD ha niveis aumentados de IL-
6, e na DC a producédo € significativamente baixa durante o inicio da infeccdo. No
entanto, tanto pacientes com infec¢do secundaria e pacientes com infeccdo primaria
demonstraram alta produgdo de TNF-a em comparacdo com individuos saudaveis. Estes
resultados sugerem que a infeccdo secundaria facilita a sintese de citocinas anti-
inflamatdrias bloqueando a producéo de citocinas Th1l. No nosso estudo, nos deparamos
com niveis baixos e sem significancia estatistica nos grupos de dengue primaria e
secundéria, DC e FHD, DC e FHD I, Il e 11, bem como na analise dos sorotipos virais
circulantes na populagdo paraibana. Os niveis séricos de TNF-a na infec¢do secundaria
da FHD 11, no trabalho de Levy et al. (2010), foram mais elevados em relagcdo aos
demais pacientes com dengue. N&o houve associ¢do com o sorotipo viral. Niveis séricos
elevados de IL-6 foram observados na infec¢do secundaria da FHD grau Il, sugerindo
participacdo na forma grave da dengue, e na infeccdo pelo DENV-4,

O TNF-a tem potencial fun¢do como indutor patolégico de alteracfes na dengue.

Este mediador pode induzir apoptose e mediar lesdo endotelial durante a doenca



59

(ESPINA et al., 2003). No entanto, como a inducdo de apoptose pode representar um
efeito indireto de TNF-a para diminuir a descendéncia viral (KOYAMA et al., 2000),
um efeito benéfico desse mediador ndo pode ser descartado. O TNF-a, indiretamente,
também pode induzir danos através da inducdo da producdo de IL-6 (ANDERSEN;
PEDERSEN, 2008). Neste contexto, os niveis mais altos desta citocina foram
observados em criangas asiaticas com Sindrome do Choque da Dengue (SCD), e uma
correlacdo entre a gravidade da doenca e os niveis séricos de IL-6 em adultos. Os dados
sobre a importancia da IL-6 na infeccdo pelo DENV também sdo conflitantes. No
entanto, alta concentracdo de IL-6 pode ter implicagdes em varias patologias,
especialmente na FHD e SCD. Esta citocina induz aumento da producéo sistémica de
anti-plaqueta, auto-anticorpos e deficiéncia de coagulacéo, resultando em hemorragia e
extravasamento de plasma (RACHMAN; RINALDI, 2006). No entanto, os niveis de
TNF-o e IL-6, neste presente trabalho, ndo mostrou padrdo associativo com DC ou
FHD.

Tendo em vista as incertezas em torno dos fatores que determinam a evolugéo da
DC em FHD, vérias hipoteses tém sido levantadas ligadas ao virus, aos individuos ou a
fatores genéticos. O nivel de evidéncias existentes ainda ndo permite formar um quadro
completo da imunopatogénese do problema, indicando a necessidade premente de
investigagcBes nessa dire¢do. Portanto, continuar a avaliar a capacidade das celulas
sanguineas de produzir NO e citocinas pro-inflamatérias como marcador bioldgico é de
suma importancia para que sejam providos os devidos cuidados clinicos e terapéuticos

ao paciente.
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

O presente estudo investigou de forma descritiva e analoga os niveis séricos de
NO e citocinas pré-inflamatorias frente a formas clinicas de dengue, tipo sorolégico do
virus e dias de sintomatologia especifica da doenca, de onde foram utilizados dados
secundarios obtidos por meio de reviséo de prontudrios.

Entre os grupos analisados, foi encontrada diferenca significativa de NO em
pacientes com DC quando comparados aos com FHD, sendo os demais dias de
sintomatologia isentos de diferenca estatistica.

Na quantificacdo de citocinas pro-inflamatérias foi encontrada diferenga apenas
para o IFN-a entre o primeiro e segundo dia de sintomas.

Os dados sugerem que a quantificacdo sérica do NO e citocinas pro-
inflamatérias na populagdo estudada ndo auxilia como determinacdo de marcador
biol6gico de dengue para formas graves da doenca.

A medida que é esclarecido sobre as caracteristicas bioldgicas da infeccdo pelo
DENV, um objetivo permanente é relacionar esse conhecimento com as caracteristicas
clinicas da doenca. O desafio é desmistificar a imunopatogénese da dengue, em sua
complexidade, a fim de prevenir e controlar seu agravo para formas graves. Mais
estudos devem ser realizados para melhor compreensdo do equilibrio entre estes
mediadores imunoldgicos circulantes e os seus efeitos sobre o desenvolvimento da

doenca.
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ABSTRACT

The aim of the study was to compare serum levels of nitric oxide (NO), IFN-a, IFN-f,
TNF-0 and IL-6 in patients infected with dengue and evaluate them as potential
biological marker for severe cases of dengue. The NO dosage level was evaluated by
Griess method and the cytokines by ELISA, following the instructions in each kit. As
findings, there was no difference in serum levels of NO in patients with Classical
Dengue (DC) or Dengue Hemorrhagic Fever (DHF), primary or secondary infection or
even between different serotypes. Analyzing the results at specific times of the
symptoms was observed that up to 02 days initial, higher levels of NO were detected in
DC patients compared to patients with DHF. No difference was found in later times of
symptoms. By the 5th day of symptoms, patients infected with DENV-3 serotype
showed a trend in higher levels of NO than other serotypes. There was no difference
TNF-o in the dosage between groups. It was observed IFN-o difference between
patients with primary dengue fever in relation to the secondary dengue. The IFN-§
dosage was performed, but there were no detected minimum serum levels of this
cytokine. We observed the movement of three different serotypes in the same study
population, but no association with levels of circulating cytokines. The data suggest that
the serum quantification of NO and inflammatory cytokines in this population does not

help to determine biological marker for severe forms of dengue disease.

Keyword: Dengue. Nitric oxide. Cytokines. Viral serotype.

INTRODUCTION

Dengue is the main arbovirus infection that affects humans constitutes a serious public
health problem worldwide due to its rapid spread and high ability to cause morbidity
and mortality. It is a reemerging disease with over 2.5 billion people living in
transmission risk areas (1). The infection is caused by one of four serotypes of dengue
virus (DENV-1, -2, -3, -4) (2,3), resulting in a broad clinical spectrum, depending on
the host immune response, which is usually documented by asymptomatic infection or
undifferentiated fever, called Classical Dengue (DC), and more rarely by severe forms
well defined as Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) and Dengue Shock Syndrome (DSS)
(4,5). The transmission of arbovirus infection is caused by the mosquito Aedes genus in

urban and semi-urban areas, where the environment favors the development and spread
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of this vector (6). Immunopathology of Dengue and the factors that encourage
progression to severe clinical disease are undefined. Almost 50% of infections are
known to be clinically silent infection and about 5-30% of the cases the disease can be
commonly referred to as severe DHF / DSS (7,8). Nitric oxide (NO) is an important
indicator used by different cell types and produced by a variety of body cells and, even
today, is considered one of the most important discoveries in medicine mainly for its
endothelium-derived relaxing factor. Although the initial studies focus on the role of
NO in the regulation of vascular tone, it was soon realized that this molecule had a wide
importance in pathological and physiological actions in humans (9). Its production is
stimulated by a variety of cells when exposed to antigenic stimulation and
inflammatory, antiviral, endotoxin and cytokines such as interleukin (IL)-6, interferon
(IFN) and tumor necrosis factor (TNF) (10). Due to the important biological role played
by NO and proinflammatory cytokines, measurement of serum levels in order to
elucidate their involvement in endothelial dysfunction in the pathogenesis of DC and
DHEF is relevant. The dates suggest that serum quantification of NO and inflammatory
cytokine it may not be considered as possible biomarker for severe forms of dengue

desease.

MATERIALS AND METHODS

Study population: This study used secondary data obtained through chart review of
patients diagnosed with dengue, at the Service of Infectious Diseases, University
Hospital Lauro Wanderley the Federal University of Paraiba (DIC / HULW / UFPB),
obtained from previously collected material, between the years 2009-2011, Dengue
cases were classified as DF or DHF according to the 1997 World Health Organization
(WHO) (11). DC infected patients 131 had symptoms and confirmatory laboratory tests
and 176 DHF. In DC, 55 patients are primary and 76 secondary infection. In DHF, 77
patients with primary infection, 99 with secondary, 18 FHD I, 1l and 16 FHD 09 FHD
I1l. Then were divided into groups according to the serotype, 90 DENV-1, DENV-2
101, 66 DENV-3 e 50 indefinite rating (NEG) when not detected serotype.

Blood Samples Collection and Processing: Blood samples were obtained by
spontaneous demand at the time of medical consultation and patients signed an

Informed Consent and Informed (IC). Five milliliters were collected from peripheral
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blood in tube without anticoagulant and gel separator coagulation activator, the first
sample being collected in the medical care of the day and the other during the hospital
stay the same. After the collection was serum separation by centrifugation 720 x g for

30 minutes and stored at -80 until further use.

Characterization of serotype: Detection of viral RNA was determined by polymerase
amplification reaction, preceded by RT-PCR followed by a semi-nested PCR using
primers (primers) universal dengue virus based on the 5 'non-coding the discriminant
four serotypes. The RT-PCR products (RNA) were visualized by electrophoresis on a
2% agarose gel with ethidium bromide.

Serum Nitric Oxide Measurement: The concentration of NO in serum samples was
indirectly measured by determining both nitrate and nitrite levels. Total serum NO was
measured by utilizing a nitric oxide (NO, /NO; ") assay kit Griess reaction (12). Were
separated 50pL and incubated with 50pL of reducing nitrate solution (5 mg / mL
NADPH, 0.5 M KH2PO4, 1 U / 100mL nitrate reductase) (Sigma) for 18 hours at 4 °C.
After incubation, 100ul of Griess reagent solution (Griess Reagent System Kit,
Promega) was added to the samples in reduction of nitrate solution and nitrite
concentration was obtained by comparing the detected levels of the filter microplate
reader at 540 nm (GloMaxi Multi Reader, Promega) with the standard curve obtained

from known concentrations of sodium nitrate (NaNO 3) provided in the Kit.

Serum pro-inflammatory cytokines measurement: was used for the ELISA technique
kits, Human interferon o (alFN) ELISA kit (BioSource), VeriKine HSTM Human IFN-
B Serum ELISA kit (PBL Interferon Source) Set, BD Pharmingen ™ Human IL-6 and
BD OptEIATM Set Human TNF the instructions of each manufacturer. The absorbance
values of the samples were analyzed using GraphPad Prism version 5.0 software. The

samples serum were obtained from peripheral blood even used for examinations.

Statistical analyses: All data were scanned into Excel spreadsheets software - 2007.
These were moved to the statistical program Graph Pad Prism, version 5.0. The
information obtained from the quantification of immune mediators, the medians were
demonstrated between the groups and measured their significance for each analysis. The

Mann-Whitney tests were used (02 groups) or Kruskal-Wallis test followed by Dunn
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(03 groups or more) for nonparametric data. The p-value <0.05 was considered

statistically significant.

RESULTS

A total of 307 individuals diagnosed with dengue was selected for the study. The
sera were divided into groups according to clinical findings. Of these samples, 131 had
symptoms and confirmatory laboratory tests for Classical Dengue (DC) and 176 Dengue
Hemorrhagic Fever (DHF). In DC, 55 patients are primary and 76 secondary infection.
In DHF, 77 patients with primary infection, 99 with secondary, 18 FHD I, Il and 16
FHD 09 FHD I11. Then were divided into groups according to the serotype, 90 DENV-
1, DENV-2 101, 66 DENV-3:50 indefinite rating (NEG) when not detected serotype.

Nitric oxide (NO): the general analysis when comparing patients diagnosed with
dengue, taking into account the type of infection in primary and secondary, there was no
statistical difference between the serum levels of NO (Figure 1A). For the analysis
performed with groups of DC clinical forms, FHD 1, 1l and 11l there was no statistical
difference between the serum levels of NO (Figure 1B). We compare groups of different
clinical forms taking into consideration the type of primary and secondary infection,
there were no statistical difference between the serum levels of NO (Figure 1C). When
we compared the groups for DENV-1 serotypes, DENV-2, DENV-3 and undefined
serotype (NEG), no significant difference between serum levels of NO (Figure 1D).
In the analysis of quantification of NO between the 1st and 2nd day of symptoms in
primary and secondary dengue was observed higher levels of NO in patients with
primary infection (Figure 2A) and, especially, when the analysis was performed
comparing the DC groups with DHF was statistically significant difference, p = 0.0048
(Figure 2B). From the 3rd to 5th day of symptoms the analysis of quantification of NO
in primary and secondary infection such groups, no significant difference in serum
levels (Figure 3A). In the analysis in groups of clinical forms DC, FHD I, 11 and 111 also
found no statistically significant difference between the serum levels of NO (Figure
3B). Considering the analysis of the DENV-1 serotypes, DENV-2 and DENV-3 in the
clinical forms DC and FHD a trend was observed in higher levels of NO in DENV-3
serotype both in DC and in clinical form FHD (Figure 3C). When comparing the groups
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for DENV-1 serotypes, DENV-2 and undefined serotype (NEG) there was no statistical
difference between the serum levels (Figure 3D). The 5th to 7th day of symptoms,
analysis of the quantification of NO of dengue patients showed no statistically
significant differences between any groups evaluated as indicated (Figure 4), as well as
analysis from the 7th to 28th day of symptoms was not observed difference between

these two groups (Figure 5).

Pro-inflammatory cytokines: between 1 and 2 days of symptoms in primary and
secondary dengue, a higher level was observed, compared to the clinical presentations
of IFN-a. There was statistical difference between patients with primary and secondary
dengue, with higher production in the primary infection, verifying statistically
significant difference with p = 0.0409 and standard ELISA curve with correlation
coefficient r* = 0.993. This finding is of great clinical importance since the cases of
secondary dengue usually present with more severe than those of primary dengue
(Figure 6A). No difference in IFN-a production profile when analyzed according to the
patients clinical forms grouped into DC and DHF (Figure 6B), and AD severity of DHF
I, Il and Il (Figure 6C), and DENV-1 and DENV-2 serotypes (Figure 6D).
In the analysis of quantification pro-inflammatory cytokines between the 1st and 2nd
day of symptoms, low concentrations of TNF-o was detected. However there was no
difference between groups: primary or secondary dengue (Figure 7A), DC and DHF
(Figure 7B), DC and FHD I, II, 1l (Figure 7C) and viral serotypes DENV-1, DENV-2,
DENV-3 and NEG (Figure 7D). These results about the TNF-a levels between groups
does not make clear the role of this cytokine in dengue infection. The pattern of the
curve showed the correlation coefficient r> = 0.996. By analyzing the quantification of
IL-6, between the 1st to the 2nd day of symptoms, there was no statistically significant
difference between primary and secondary dengue (Figure 8A), DC and FHD (Figure
8B), DC and FHD I, Il and 11l (Figure 8C). However, the quantification of IL-6 in the
DENV-2 serotype group showed a tendency to be increased. The dosage of IFN-B

although it was performed was not detected minimum serum levels of this cytokine.
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Figure 1: Analysis of serum levels of nitric oxide (NO) in patients diagnosed with
primary and secondary dengue (1A) clinical forms Classical Dengue (DC), Dengue
Hemorrhagic Fever (DHF I, 11, 111) (1B) type of primary and secondary infection
in Classical Dengue (DC) and Hemorrhagic Fever Dengue (DHF 1, II, 111) (1C),
serotype (1D).

A B
60+ 80
il 40‘ z T
2 F
% —_— E 404
$ -] — 2 ~
& 201 3 —
0 0 . —




80

Figure 2: Analysis of serum levels of nitric oxide (NO) between the first and second
day of symptoms in patients diagnosed with primary and secondary dengue (2A),
Classical Dengue (CD) and Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) (2B).
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Figure 3: Analysis of serum levels of nitric oxide (NO) between the 3rd to 5th day
symptomatology in patients diagnosed with primary and secondary dengue (3A),
clinical forms Classical Dengue (CD) and Dengue Hemorrhagic Fever (DHF I, 11
and 11) (3B), serotype DENV-1, DENV-2 and DENV-3 in clinical forms Classical
Dengue (CD) and Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) (3C), serotype DENV-1,
DENV-2 and undefined (NEG) (3D).
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Figure 4: Analysis of serum nitric oxide (NO) from the 5th to the 7th day of
symptoms in patients diagnosed with primary and secondary dengue (4A),
Classical Dengue (DC) and Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) (4B) Classical
dengue (DC), dengue Hemorrhagic Fever (DHF I and I1) (4C).

A B
150 e 240
100 150] _T_
591 60 [
50~ 60+
3 ' 3 |
: g
g i
z z
E 25+ é 30+
5 Q
0 —— 0l =

Primdria Secunddria be FHD



82

C
210
140
s 70] T T -
S 707 | |
8
\
T
2 -
TS
]
0'_* -t T T

DC FHD 1 FDHII FHD Il

Figure 5: Analysis of serum nitric oxide (NO) from the 7th to the 28th day of
symptoms in patients diagnosed with primary and secondary dengue (5A),
Classical Dengue (DC) and Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) (5B) Classical
dengue (DC), dengue Hemorrhagic Fever (DHF I, Il and I11) (5C).
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Figure 6: Analysis of serum levels of IFN-a in patients diagnosed with primary and
secondary dengue, (6A), clinical forms Classical Dengue (DC) and Dengue
Hemorrhagic Fever (DHF) (6B), Classical Dengue (DC) and Fever hemorrhagic
Dengue fever (DHF I, Il and I11) (6c), serotype DENV-1 and DENV-2 (6D).
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Figure 7: Analysis of TNF-a serum levels between 1 to 2 days of symptoms in
patients diagnosed with primary and secondary dengue (7A), clinical forms
Classical Dengue (DC) and Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) (7B) Classical
dengue (CD) and dengue Hemorrhagic Fever (DHF I, Il and I1l) (7C), serotype
DENV-1, DENV-2, DENV-3 and undefined serotype (NEG) (7D).
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Figure 8: Analysis of serum levels of IL-6 from the 1st to the 2nd day of symptoms
in patients diagnosed with primary and secondary dengue (8A), clinical forms
Classical Dengue (DC) and Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) (8B), Classical
dengue (CD) and dengue Hemorrhagic Fever (DHF I, Il and I1l) (8C), serotype
DENV-1, DENV-2, DENV-3 and undefined serotype (NEG) (8D).

DISCUSION

The immunopathogenesis of dengue is not yet fully understood and the
identification of patients at risk of developing severe disease is a constant concern. The
uncertainty about the role of nitric oxide (NO) in human infection with DENV and the
variation of Immunoinflammatory mediators justifies this work. In the present study, we
evaluated the serum levels of NO and other pro-inflammatory cytokines in the serum of
patients diagnosed with dengue in relation to its various clinical forms, type of infection
and the different serotypes, thereby determining the profile of each group cover these
immunological markers. In this context, our findings show the detection of higher levels
of NO in patients with Classical Dengue (DC) in the early days of symptoms
reinforcing the potential role of this molecule in the control of viral infection. However,
when we do not find differences in the levels of NO in later times of symptoms, we
suggest that NO serum has no biological marker of potential for more severe forms of
the disease.

In the literature it was observed that the NO when produced in high
concentrations affects vascular tone and aids in the amplification of endothelial lesions,
generating shock syndrome frame (15). However, this correlation does not apply to
dengue, wherein higher levels of NO were detected in the serum of patients with milder

forms of the disease (16), while in another study did not find any production of NO in
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the patients (17). In the work of Chareonsirisuthigul et al. (18) investigated the
association between serum levels of NO and viral load of DENV in secondary infection
addressing the primary DC and Dengue Hemorrhagic Fever (DHF) secondary. In the
group of secondary DHF was no detection of NO and increased levels in the first
viremic days (fever). In defervescence and convalescence period, the level of NO
steadily increased when also the level of DENV RNA in plasma decreased significantly.
This inverse correlation suggests that NO may be one of the factors that determines the
host DENV production from infected cells. The low NO production found in patients
with secondary DHF and not in the primary suggests that the theory may play EDA
activity in suppression of NO production was abolished since only in patients with DHF
secondary justifying the hypothesis that the presence of heterologous antibodies could
interfere with the NO production is not related to the severity of dengue hemorrhagic
fever. This production of NO in the differential DC and DHF may be related to
endothelial damage observed in DHF, making it unable to produce in the endothelium,
thus contributing to the pathogenesis of vascular disease (19). However, the effect of
NO on Dengue is controversial and may be associated with a period of disease.
Neves-Souza et al. (20) demonstrated in their study only the ability of DENV-1
serotype in infect and activate peripheral blood monocytes of patients with dengue
modulating the production of NO via iNOS, revealing the importance of this molecule
in the control of viral infection. In contrast, our study has revealed that NO production
is also modulated by DENV serotypes DENV-2 and-3, not limited only to the DENV-1
serotype.

The controversies of NO role of data in DENV infections and their serotypes,
and the possibility of re-emergence of epidemic outbreaks with new clinical
characteristics due to lack of immunological memory of the population against DENV-4
serotype, imply the need to perform studies like this. In the work of Carvalho et al. (1)
patients with DHF had high levels of NS1 in relation to patients with CD. It was
observed during the febrile phase DC significant increase in serum levels of NO and
decrease in these levels DHF. During the phase of convalescence, no difference was
detected in the levels of NO between the groups. The results of this work and our
strengthened the fact that the intensity of DENV replication in the early days of the
disease can influence the clinical outcome. The reasons for the high level of NO in DC
and low in DHF are not yet clear, but damage to endothelial cells during the acute phase

(febrile) of DENV infection, with a consequent failure eNOS enzyme, is involved
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could. Moreover, since NO is a molecule of conflicting functions (1,22) increased levels
of NO in DC could play a role in reducing viral load and modify disease progression for
hemorrhagic fever.

A previous study by Levy et al. (23) showed that viral serotypes have similar
levels of the FHD and DC group measurand that NO may be involved in the progression
of infection by dengue serotype independent. In sum, these data can presume that NO
not only contribute to the protection as well as in the pathology DENV depending on
the amount of generated phase of the disease. In this study, we measured that NO is an
important messenger, which has been associated, especially the pathogenesis of CD to
play antiviral activity in primary infection. It is possible that during infection beneficial
or deleterious effect is determined by the innate and adaptive immunity with cytokine
production due to the interaction of viruses with their main targets: monocytes, dendritic
and endothelial cells. For several viruses the first step towards the establishment of
infection is the evasion of innate antiviral response provided by interferons system
(IFNs). The cellular action of IFNs is considered the early host defense during the early
days of infection phase during which the intensity of viral replication determines
clinical outcome. The o and IFN-B are secreted by infected cells exhibit multiple
biological properties, including antiproliferative, antiviral and immunomodulatory (24).
Some studies suggest that IFN-a and § infections modulate members of the Flaviviridae
family, however, work (27) has identified a mechanism inhibitor. In addition, the action
of IFNs against dengue and other mediators Immunoinflammatory continues confused.
In the work of Kurane et al. (26) found a high level of IFN-a in human plasma after the
onset of symptoms in CD.

The severity of DENV infection appears to be due to the disproportionate
production of inflammatory cytokines (27,28) so heterologous antibodies in plasma has
also been suggested based on the observations that reinfection by a different serotype of
dengue increases the risk severe (18). In this case, the rapid activation of the active
cross-reactive memory T cells specific DENV generated during the primary infection
appears to provoke a strong production of pro-inflammatory cytokines, including IFNs,
TNF-a and IL-6, which can directly damage cells of the vascular endothelium, resulting
in plasma leakage (28,29).

In our study, we observed the presence of three different serotypes in the same
study population, but no association with levels of circulating cytokines. The increased

detection of IFN-a in patients with primary dengue this study suggest that immune
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surveillance mechanisms involved in primary infection are functional in these patients,
while secondary infection seems to negatively modulate the production of cytokines,
serving as means to escape viruses. In their study, Becquart et al. (2) demonstrated high
levels of IFN-a throughout the acute phase of the disease in all DENV-2 infected
patients primarily (24) IFN-o mainly produced by macrophages and dendritic cells (30),
which is the first line of host defense limiting viral replication. A study carried out with
DC affected Thai showed high IFN-a levels in the first three days of symptoms after the
onset of fever (26), these data that were against our findings confirming the statistical
difference in the primary DC relation to the secondary. A study in Taiwan suggested
that patients with secondary infections with DENV-2 were differentiated immune
response with lower levels of IFN-o, the third to seventh day after the onset of
symptoms associated with the onset of DHF (32). This measures the initial pro-
inflammatory response associated with IFN-a may be critical to the pathogenesis of
secondary infections by DENV-2. In our study there was no difference between
serotypes. The non-lymphoid peripheral tissues harboring a group of immature cells of
extreme importance as a component of the immune system, are called dendritic cells
(35). Given an infectious or inflammatory process, these cells respond by starting a
maturation process characterized by the production of cytokines and chemokines in
addition to the expression of adhesion molecules involved in antigen processing and
presentation to T lymphocytes (36). Polymorphism in the promoter of the receptor of
dendritic cells with the level expressed on the cell surface has been linked. The exact
mechanisms by which DENV escapes the immune response by interacting with the
promoter of dendritic cells are not fully elucidated (39).

Studies on the role of TNF-a in dengue are not conclusive. Results indicate high
levels in more severe forms of infection (34,40) But it is observed that in some
populations this correlation between TNF-o and severity of the disease does not apply
(42.43) as was observed in the present work, which TNF-a serum levels do not correlate
with the analyzed groups are irrelevant data. Further definitions about an association
between TNF-o production and clinical forms of dengue are needed in patient
populations constantly at risk of exposure to new infections.

According Chareonsirisuthigul et al. (18) in DHF there are increased levels of
IL-6, and the DC output is significantly low during early infection. However, both
patients with secondary infection, and patients with primary infection demonstrated a

high production of TNF-a as compared to healthy individuals. These results suggest that
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secondary infection facilitates the synthesis of anti-inflammatory cytokines by blocking
the production of Thl cytokines. In our study, we are faced with low and without
statistical significance in the primary and secondary dengue groups, DC and DHF, DC
and FHD 1, Il and 111, and in the analysis of circulating serotypes in Paraiba population.
The TNF-a serum levels in secondary infection of DHF II, the findings of Levy et al.
(23), were higher than the other patients with dengue. There was associ¢do with the
viral serotype. Elevated serum levels of IL-6 were observed in secondary infection of
DHF grade I, suggesting participation in severe form of dengue, and infection DENV-
4,

The TNF-o has the potential function as pathological inducing changes in
dengue. This mediator can induce apoptosis and mediate endothelial injury during
illness (17). However, as the induction of apoptosis may represent an indirect effect of
TNF-o to decrease the viral progeny (44), a beneficial effect of this mediator can’t be
ruled out. TNF-a indirectly may also induce damage by IL-6 production induced (45).
In this context, the highest levels of this cytokine were observed in Asian children with
dengue shock syndrome (DSS), and a correlation between the severity of the disease
and serum IL-6 levels in adults. Data on the importance of IL-6 in DENV infection are
also conflicting. However, high concentrations of IL-6 may have implications in several
pathologies, especially in DHF and DSS. This cytokine induces increased systemic
production of anti-platelet autoantibodies and coagulation deficiency, resulting in
bleeding and plasma extravasation (46). However, TNF-a levels and IL-6 in this present
study showed no associations with standard DC or DHF.

In view of the uncertainties surrounding the factors that determine the evolution
of DC in DHF, several hypotheses have been raised related to the virus, individuals or
genetic factors. The level of existing evidence does not yet allow form a complete
picture of the immunopathogenesis of the problem, indicating the urgent need for
research in this direction. Therefore continue to evaluate the ability of blood cells to
produce NO and proinflammatory cytokine is of paramount importance for the

necessary clinical and therapeutic care to the patient are provided.

CONCLUSION:

This study investigated and descriptive manner analogous to serum levels of NO

and inflammatory cytokines against clinical forms of dengue virus type serological and
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days of specific symptoms of the disease from which data were used side by reviewing
records. Among the groups was significant difference of NO in CD patients compared
to those with DHF, with the remaining days of symptoms exempt from statistical
difference. In the measurement of proinflammatory cytokines difference was found only
for IFN-a between the first and second day of symptoms. The data suggest that the
serum quantification of NO and inflammatory cytokines in this population does not help
to determine biological marker for severe forms of dengue disease.
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Anexo A — Parecer do Comité de Etica HULW/UFPB

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA - UFPB
ERSITARIO LAURO WANDERLEY - HULW

HOSPITAL UNIV
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS - CEP

PARECER CONSUBSTANCIADO

I - Identificac3o

Titulo do projeto: Avaliacdo dos critérios para definicdo de caso de dengue
hemor,—égica/sindrome do chogque de dengue utilizados na vigilancia epidemioldgica

Protocolo no CEP N° 032/09

i 1.0.126.000-09
ggAsgiggggﬁo no fluxograma: Grupo III - FR: 243511
Area de conhecimento: Ciéncias da Saude- Medicina - Diagnéstico
Finalidade: Tese de Doutorado em Medicina Tropical - UFPE
Pesquisadora responsdvel: Ana Isabel Vieira Fernandes
Ramos Lacerda de Melo e Carlos Alexandre Antunes de Brito

Orientadores:Heloisa ;
Local de realizagdo:: Hospital Universitario Lauro Wanderley ~ Clinica de Doencas

Infecto-Contagiosas (Jodo Pessoa-PB); Hospital da Unimed (Joao Pessca-PB),
Hospital Infantil Arlinda Marques (Jodo Pessoa-PB) e Complexo Hospitalar de
Mangabeira Governador Tarcisio Burity (Jodo Pessoa-PB).

Data de recebimento no CEP-HULW: 22/04/2009

Data da apreciacdo: 28/04/200S

Apoio: CNPQ

II - Sumdrio do projeto
O objeto de estudo envolve a Febre Hemorragica da Dengue (FHD) cujos critérios

estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) compreendem: febre ou
histéria recente de febre, presenga de manifestagdes hemorragicas espontdneas ou
induzidas, baixa contagem de plaguetas (<100.000/mm?*" evidéncias de
extravasamento capilar. Considerando a dificuldade em aplicar 0 esquema de
classificacdo na pratica cotidiana, faz-se necessdrio novos estudos para rediscutir
os critérios utilizados pela OMS de casos de FHD, redefinindo os coortes utilizados,
validando-os com outros meétodos de diagnéstico e buscando marcadores mais

precoces.

IIT - Objetivos principais:
a)avaliar a acurdcia dos critérios estabelecidos pela OMS na definicdo de casos de

FHD; b) identificar os fatores associados & FHD; ¢) propor um critério de pontos na
definicdo de formas graves de doenga (FHD).

IIT - Metodologia
Pesquisa clinica a ser realizada com 418 pacientes internados com suspeita de

dengue, de qualguer idade, no periodo de junho de 2009 a junho de 2010. Para a
coleta dos dados sera utilizado como instrumento um questiondrio com perguntas
relacionadas aos aspectos socio-demograficos dos pacientes, 0S Sinais e sintomas
além da realizacan de coleta de sangue para avaliagdo laboratorial e de
Ultraseanoarafia no quinto e sétime dias do inicio da febre. Etapas a serem

reglizadas:
L Validacio dos critéeries da OMS na definicdo de FHD em uma coorte de
nacientes nlernados com diagndéstico de dengue nos Hospitais: HULW,

riinda Marques

linicos o laboratoriais associados @ FHD - a andlise serd
Soo roplrole, considerando como C€asos aqueles que
14 OMS para FHD e controles os pacientes com DC.

14 de um sistema de pontos para identificacdo



IV - Aspectos éticos
" Aspectos relevantes para avaliacio _Situagio
BB se— : _Adequado 3 j
2. Opjetives | Adequados -
A , - ) '
"« Tipodeprojeto Pesquisa em seres hurmanos |
™ e _Delineamento.____ _______ ____ Adequado
© e Calculo do tamanho gaamostra __Adequado -
e ",‘_’Q.’.ﬂ‘:'.’l’:?”@ pertencentes 8 (rupos especiais Sim 1
‘o Critérios de inclusdo e exclusdo _ Adequados
"« Relagao risco-beneficio _ Adequada =
s Uscdeplacebo INdo
"« Periodo de suspensdo de uso de drogas(wash | Ndo se aplica R
out) o e ot
~« Monitoramento da seguranga ¢ dados | Adequado
~ '+ Armazenamento de material biolégico | Adequatio__
~« Instrumento de coleta de dados Adequado
e Avaliagio dos dados | Adequada - quantitativa
e Privacidade e confidencialidade | Adeguada - '1
« TJCLE | Adequado as normas e diretrizes
Resolugdo 196/CNS
4. Cronograma . Adequado 1
' 5.0rgamento St =]
= Solicita recursos a instituicdo Nao I
+ _Fonte de financiamento e
6. Referéncias bibliogréficas B }_ag_equada - Vancouver
7. Curriculo_laftes Entregue

Considerando que os procedimentos adotados por esta pesquisa nao Causarao riscos
previsiveis para o0s individuos pesquisados, que 2 participagdc das pessoas
selecionadas na amostra € inteiramente voluntdria, que todos os individuos poderdo
a qualguer momento desistir da pesquisa sem sofrer nenhum dano ou prejuizo, que
por ocasidac da publicacdo dos resultadoes da pesquisa sera assegurado o anonimato
dos participantes, e ainda, que o projeto se encontra metodologicamente estruturado
e de acordo com oS aspectos eticos para a realizagdo de pesquisas envolvendo seres
humanos, recomendados pela Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Salde,
<amos do parecer favoravel a aprovacao.

PARECER DO CEP/HULW: APROVADO

Diante do exposto, o CEP/HULW solicita:

Camunicar qualquer alteracao no projeto de pesquisa e no TCLE

Enviar um resumo sucinto dos resultados no final da pesguisa.

Jodo Pessoa, 04 de Maio de 2009
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Anexo B — Termo de Consentimento Livre |

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Pesquisa em Dengue

BU, oo venho, através deste documento, dar meu
consentimento para participar como voluntario na pesquisa sobre dengue, realizada no
Hospital Universitario Lauro Wanderley no municipio de Jodo Pessoa — PB, que esta
sendo desenvolvida pela prof. Ana Isabel Vieira Fernandes sob a orientagdo dos
professores: Marli Tenorio Cordeiro e Carlos Alexandre Antunes de Brito.

Atesto que fui devidamente informado que a finalidade deste trabalho é contribuir para
a identificacdo dos fatores de risco para o desenvolvimento da forma mais grave da
dengue, possibilitando o seu rapido reconhecimento, evitando, assim, as mortes por

dengue.

A minha participacdo consistird em responder a perguntas sobre o0s sintomas da doenca,
coleta de sangue para a avaliacdo laboratorial das alteracbes provocadas pela dengue,
bem como confirmacéo pela sorologia e identificacdo do sorotipo. Fui informado que a
coleta de sangue sera feita através da puncdo venosa que é um método rotineiramente
utilizado para varios tipos de exames diagnésticos e realizado por profissional
experiente, com seringas e agulhas descartaveis. Também fui informado que a minha
pressdo serd medida em duas posicdes, deitado e em pé, e que sera realizada a prova do
laco, que pode causar algum desconforto, pois o tensidbmetro pode apertar o braco
durante 5 minutos e que este exame deveria ser realizado independentemente da

pesquisa, na suspeita de dengue.

Autorizo a apresentacdo dos resultados deste estudo em eventos da area de salde e

publicacdes em revistas cientificas.

Reconheco que a minha participagcdo no estudo é voluntaria, ndo serei obrigado(a) a
fornecer as informacGes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo pesquisador

(a). Caso decida ndo participar do estudo, ou em qualquer momento desistir, ndo



96

sofrerei nenhum dano, nem havera modificacdo na assisténcia que venho recebendo
nesta instituicdo, que sera rigorosamente seguida pela orientacdo do manual de Manejo
Clinico dos Pacientes com Dengue do Ministério da Saude.

Estou ciente que poderei procurar os pesquisadores para qualquer esclarecimento que
considere necessario em qualquer etapa da pesquisa ou obter informacgdes no Comité de
Pesquisa de Seres Humanos no Hospital Lauro Wanderley da Universidade Federal da
Paraiba, que funciona em sala propria no 2° andar do prédio deste hospital (telefone 83-

3216-7203). Estou ciente que receberei uma copia deste documento.

Assinatura do participante da pesquisa

Espaco para impressdo
dactiloscépica

Jodo Pessoa — PB, de de20_ .

Assinatura da Testemunha

Contato com o pesquisador (a) responsavel

Caso necessite de maiores informagfes sobre o presente estudo, favor ligar para a pesquisadora Ana
Isabel Vieira Fernandes.

Endereco: Hospital Universitario Lauro Wanderley — (83) 3216-7302
Telefones: 3216-7058/3216-7048

Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura do Pesquisador Participante
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Anexo C — Termo de Consentimento Livre |

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Pesquisa em Dengue

BU, oo venho, através deste documento, dar meu

consentimento para participar

como voluntario na pesquisa sobre dengue, realizada no Hospital Universitario Lauro
Wanderley no municipio de Jodo Pessoa — PB, que estd sendo desenvolvida pela prof.
Ana Isabel Vieira Fernandes sob a orientacdo dos professores: Marli Tendrio Cordeiro e
Carlos Alexandre Antunes de Brito.

Atesto que fui devidamente informado que a finalidade deste trabalho é contribuir para
a identificacdo dos fatores de risco para o desenvolvimento da forma mais grave da
dengue, possibilitando o seu rapido reconhecimento, evitando, assim, as mortes por

dengue.

A participacdo do meu filho(a) consistird em responder a perguntas sobre o0s sintomas
da doenga, coleta de sangue para a avaliagcdo laboratorial das alteragdes provocadas pela
dengue, bem como confirmacdo pela sorologia e identificacdo do sorotipo. Fui
informado que a coleta de sangue sera feita atraves da puncdo venosa que é um método
rotineiramente utilizado para varios tipos de exames diagndsticos e realizado por

profissional experiente, com seringas e agulhas descartaveis.

Também fui informado que a minha pressdo serd medida em duas posicGes, deitado e
em pé, e que serd realizada a prova do laco, que pode causar algum desconforto, pois o
tensiometro pode apertar o braco durante 5 minutos e que este exame deveria ser

realizado independentemente da pesquisa, na suspeita de dengue.

Autorizo a apresentacdo dos resultados deste estudo em eventos da area de salde e

publicaces em revistas cientificas.

Reconheco que a minha participacdo no estudo é voluntéria, ndo serei obrigado(a) a

fornecer as informacOes e/ou colaborar com as atividades solicitadas pelo pesquisador



98

(). Caso decida ndo participar do estudo, ou em qualquer momento desistir, ndo
sofrerei nenhum dano, nem haverd modificagdo na assisténcia que venho recebendo
nesta instituicdo, que sera rigorosamente seguida pela orientacdo do manual de Manejo

Clinico dos Pacientes com Dengue do Ministério da Saude.

Estou ciente que poderei procurar os pesquisadores para qualquer esclarecimento que
considere necessario em qualquer etapa da pesquisa ou obter informacgdes no Comité de
Pesquisa de Seres Humanos no Hospital Lauro Wanderley da Universidade Federal da
Paraiba, que funciona em sala propria no 2° andar do prédio deste hospital (telefone 83-

3216-7203). Estou ciente que receberei uma copia deste documento.

Assinatura do participante da pesquisa

Espaco para impressdo
dactiloscopica

Jodo Pessoa — PB, de de20__ .

Assinatura da Testemunha

Contato com o pesquisador (a) responsavel

Caso necessite de maiores informacdes sobre o presente estudo, favor ligar para a pesquisadora Ana

Isabel Vieira Fernandes.

Endereco: Hospital Universitario Lauro Wanderley — (83) 3216-7302

Telefones: 3216-7058/3216-7048



Atenciosamente,

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Assinatura do Pesquisador Participante
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