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A dengue, que é considerada pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) como um dos
maiores problemas de salde publica das areas tropicais urbanas, é causada por quatro
sorotipos virais (DENV-1,-2,-3,e -4) e pode se manifestar de formas assintomaticas, brandas
até formas muito graves, que podem levar ao Obito. Hipoteses para a gravidade da dengue
baseadas em infec¢Bes secundarias ndo explicam inteiramente o fendmeno. Mais
recentemente uma hipétese alternativa tem sugerido a contribuicdo de outros fatores para o
desfecho das infeccBes graves, dentre eles a constituicdo genética dos pacientes. No presente
trabalho, foi realizado um estudo caso-controle, com 88 pacientes com dengue muito grave
(com ocorréncia de choque) e 335 controles residentes na vizinhanga dos casos. Foram
selecionados polimorfismos em genes candidatos, como TNF, MIF, IL-10, CLEC5A, DC-
SIGN, MRC-1, CCR5 e NOD2 a fim de encontrar uma possivel associacdo destes com o
desenvolvimento de dengue grave. Foram encontradas associacfes estatisticamente
significativas para os SNPs rs1285933 no gene do receptor CLEC5A (OR=2,25; p=0,03) e
rs4804803 no gene do receptor DC-SIGN (OR=0,12; p=0,04). Posteriormente, n6s testamos a
producdo de TNF em pacientes (brandos e graves incluindo os com choque) que tiveram o
sangue coletado na fase critica da doenca (5-7 dias da infeccéo) e que foram genotipados para
0S SNPs rs1285933/CLECS5A e rs4804803/DC-SIGN. Foram observados niveis mais elevados
de TNF no soro de pacientes carreadores dos gendtipos TT/ CT para o SNP
rs1285933/CLEC5A comparados aos carreadores do genotipo CC ou pacientes recuperados
(mais de 15 dias ap6s os sintomas) que foram usados como controles. Ndo foram observadas
diferencas significativas nos niveis de TNF entre os diferentes genotipos para o SNP
rs4804803/DC-SIGN. De forma geral, polimorfismos em genes da resposta imune podem
modificar os niveis ou a funcionalidade desses mediadores contribuindo para as diferentes

formas de infecc¢do observadas.
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ABSTRACT
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The Dengue is reported by the World Health Organization (WHO) as a major public
health problem in tropical urban areas, this infection is caused by four serotypes (DENV-1,-
2,-3,e -4) and its clinical manifestations are vast: ranging from asymptomatic and mild to
severe cases, can lead the patient to death. Hypothesis for the severity based on secondary
infections do not fully explain the phenomenon. More recently, an alternative hypothesis has
suggested the contribution of other factors, as the genetic background of the patients, in the
outcome of infection. Here, we performed a case control study enrolled 88 patients with
severe dengue (with the occurrence of shock) and 335 controls neighbors of the cases. We
selected polymorphisms in candidate genes, such as TNF, MIF, IL-10, CLEC5A, DC-SIGN,
MRC-1, CCR5 e NOD2, in order to find associations between these SNPs and severe dengue.
Significant association was found for SNPs rs1285933 in the CLEC5A gene (OR=2.25;
p=0.03) and rs4804803 in the DC-SIGN gene (OR=0.12; p=0.04). TNF production was then
assessed in a second sample of patients who had their blood collected between days 5 -7 of
infection (critical phase) and their DNA genotyped for SNPs rs1285933/CLEC5A and
rs4804803/DCSIGN. Results demonstrated an increased TNF production in serum of
individuals, only among severe cases, presenting the CT/TT genotypes when compared to the
CC genotype for SNP rs1285933 or recovered patients (blood samples collected after 15" day
of infection) used here, as controls. No significant difference was observed in TNF levels
among the different genotypes for the SNP rs4804803/ DCSIGN. Overall, polymorphisms in
genes involved in immune response can modify the functionality or the levels of these

mediators contributing to different outcomes of the infection.
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1- INTRODUCAO

1.1- Dengue - Consideracgdes Gerais

A dengue é considerada um dos principais problemas de satde publica das regides
urbanas tropicais e subtropicais do mundo. A doenca € responsavel, a cada ano, em regifes
endémicas, por aproximadamente 50 milhdes de casos e aproximadamente 500.000
internacbes por casos graves, principalmente entre criancas; sendo considerada pela
Organizacdo Mundial da Satude (OMS) a doenca viral, transmitida por um mosquito, de mais
rapida expansao global (Gubler, 2002; World Health Organization., 2009).

A dengue é uma arbovirose, uma doenca transmitida por um artrépode, nesse caso, 0
mosquito vetor do género Aedes, principalmente o Aedes aegypti. Podendo ser causada por
quatro sorotipos virais DENV-1,-2,-3 e 4, uma vez infectado, o individuo adquire imunidade
duradoura contra esse sorotipo e imunidade temporaria e parcial contra 0s outros sorotipos
virais. A dengue é uma doenca que apresenta um amplo espectro de manifestac@es clinicas,
desde infec¢Bes assintomaticas passando por infeccfes febris agudas com sintomas classicos
da dengue como: mialgias, artralgias, dores de cabeca e mal estar, podendo chegar até a forma
mais grave da doenca onde o paciente pode apresentar quadros graves de hemorragias, choque

hipovolémico e envolvimento de alguns 6rgaos (World Health Organization, 2009).

Historicamente, o Sudeste Asiatico e o Pacifico Ocidental sempre foram as regifes
mais afetada pela doenca (Wilder-Smith et al, 2010; World Health Organization, 2009).
Entretanto, o Brasil é atualmente o pais com maior numero de casos notificados a OMS sendo
responsavel pela quase totalidade de casos de dengue em toda a América. Na ultima grande
epidemia que assolou o Brasil em 2007/2008, mais da metade dos casos de dengue
hemorragica ocorreram em criangas com menos de 15 anos de idade (Rodriguez-Barraque et
al., 2011; Teixeira et al., 2008). Para agravar a situacdo epidemioldgica da dengue no Brasil,
em 2010 houve a reintroducdo do sorotipo DENV-4 o que pode significar um novo desafio

para o controle da doenca (Temporao et al., 2011).

Apesar dos desafios, como a auséncia de um modelo animal apropriado para se estudar

a infecgdo, varias vacinas com diferentes abordagens estdo sendo desenvolvidas e testadas

(Murrell et al., 2011, Murphy & Whitehead, 2011). Mesmo assim, as caracteristicas que
1



indicam a evolucgéo para a gravidade sdo pouco conhecidas. Ha varias hipoteses para explicar
a ocorréncia de dengue grave, como a hipdtese chamada de facilitagdo dependente de
anticorpos (do inglés, Antibody dependent enhancement, ADE), a viruléncia do sorotipo
infectante e a constituicdo genética do paciente, além dos fatores ambientais. Assim, ndo ha,
até o momento, marcadores especificos de gravidade que possam ser usados para uma

intervencéo clinica eficiente.

1.2-  Histéria da dengue e atual situacao epidemioldgica

Antes do isolamento viral do agente causador da dengue, as ocorréncias mais bem
documentadas da doenca sdo as de Filadélfia em 1778 e Egito em 1779. Em 1801, em Madrid
a ocorréncia de uma sindrome com sintomas similares aos observados na Filadélfia recebeu o
nome de dengue para descrever o estado melancdlico dos pacientes (Barreto & Teixeira,
2008; Rigau-Perez, 2006).

Do final do século XVIII ao inicio do século XX ocorreram varios surtos isolados de
dengue nas Américas, Africa, Asia, Europa e Australia. Durante esse periodo os surtos da
doenca pareciam ser mais restritos geograficamente, provavelmente devido a lentiddo dos
meios de transportes da época. Ap6s a segunda guerra mundial, o grande movimento das
tropas e a maior circulacdo de pessoas de um modo geral propiciaram uma maior
disseminacdo dos diferentes sorotipos favorecendo o aparecimento de infeccdes mais graves
(Howe, 1977; Gubler, 1997).

Em 1953 nas Filipinas, e, em 1958, em Bangkok ocorreram os primeiros surtos de
dengue hemorragica. A partir de entdo casos de febre hemorréagica passaram a ser frequentes
no sudeste asiatico e nas décadas de 80 e 90 a doenca se expandiu para regides como Iindia e
leste da China aumentando consideravelmente o nimero de epidemias e a circulacdo de
diferentes sorotipos do virus da dengue resultando na maior frequéncia de casos graves da

doenca (Martinez-Torres, 1990).

Atualmente, a dengue € um grande problema de saide publica em paises do sudeste
asiatico, como: Indonésia, Myanmar, Tailandia, Timor Leste e Sri Lanka, onde ocorre a
circulacdo de diferentes sorotipos e 0 mosquito vetor esta presente tanto em areas rurais como
urbanas. Nessas regides, a dengue € a maior causa de hospitalizagdes e morte entre criancas.

Populacdes do Pacifico Ocidental também séo consideravelmente atingidas por epidemias de
2



dengue. Entre 2001 e 2008 mais de um milh&o de casos foram relatados no Camboja, Malasia,
Filipinas e Vietnd, que foram os paises com 0 maior nimero de casos e mortes dessa regido
(World Health Organization, 2009).

A Africa é uma regido que ainda carece de dados sobre casos de dengue, pois esses
ndo sdo oficialmente reportados a OMS. No entanto, existem varias evidéncias e alguns
relatos de surtos de dengue na Africa Oriental e em menor extensdo na Africa Ocidental.
Regibes do Leste do Mediterraneo como Paquistdo e Arabia Saudita também sdo afetadas por
surtos e epidemias de dengue (Jamil et al., 2007; World Health Organization, 2009). Como
pode ser visto, a dengue é atualmente endémica em praticamente todas as regiées do mundo,

exceto na Europa (World Health Organization, 2009).

1.3- Dengue nas Américas

Casos de dengue foram relatados nas Américas no século XIX, até as primeiras
décadas do século XX, a partir de entdo se observou uma reducdo do nimero de casos da
doenca devido a medidas de controle contra o Aedes aegypti. No entanto, em 1963 o0s
sorotipos DENV1 e DENV2 reemergiram em alguns paises da América, mas foi a partir da
década de 80 que se observou um crescente nimero de casos da doenca (Barreto & Teixeira,
2008; World Health Organization, 2009).

O primeiro caso de dengue hemorragica foi documentado em Porto Rico em 1975, e
em 1981 ocorreu uma grande epidemia em Cuba com muitos casos de dengue hemorrégica e

muitas mortes (Rigau-Perez, 2006).

A maior concentracdo de casos de dengue esta na regido que compreende 0s paises do
Cone Sul: Argentina, Brasil, Paraguai, Uruguai e Chile representando 64,6% de todos o0s
casos de dengue nas Américas, no periodo de 2001 a 2007. No entanto, a quase totalidade dos
casos foi notificado pelo Brasil. Em segundo lugar no nimero de casos de dengue nas
Americas estdo os paises da regido dos Andes: Bolivia, Coldmbia, Equador, Peru e Venezuela
sendo essa regido responsavel por 19% dos casos de dengue seguidos pela regido da America
Central com 12,5% dos casos e a regido do Caribe com 3,9% dos casos. Na América do Norte
dentre o pequeno numero de casos notificados da doenca, a maioria sdo provenientes de

pessoas que vieram de areas endémicas (World Health Organization, 2009).



1.4-  Dengue no Brasil

Embora existam relatos anteriores de casos de dengue pelo Brasil, a primeira
evidéncia de uma epidemia no Brasil apos a reintroducéo do Aedes aegypti ocorreu em 1981,
quando foram isolados os sorotipos DENV-1 e DENV-4, em Boa Vista (RO). No entanto,
essa epidemia ndo se expandiu para outras regides ficando restrita ao estado de Roraima. Em
1986, o sorotipo DENV-1 foi reintroduzido no Brasil e chegou ao Rio de Janeiro provocando
uma epidemia de febre da dengue cléssica (Schatzmayr et al, 1986). A partir desse momento a
dengue comecou a se tornar um problema de salde publica no Brasil se disseminando
rapidamente para varios outros estados como Sdo Paulo, Minas Gerais, Alagoas, Ceara e

Pernambuco (Barreto & Teixeira, 2008).

Em abril de 1990 foi isolado o sorotipo DENV-2 no Rio de Janeiro caracterizando
uma nova epidemia com a circulagdo do DENV1 e DENV2 e o0 aparecimento dos primeiros
casos de dengue hemorragica (Nogueira et al, 1990). Nos anos subseqglientes ambos 0s
sorotipos, DENV1 e DENV2, mantiveram-se circulando por varios estados do pais
juntamente com o seu vetor Aedes aegypti (Barreto et al., 2008; Oliveira, 1998; Teixeira,
2009a).

Em 2000/2001, o DENV3 foi reintroduzido no pais sendo isolado pela primeira vez
no estado do Rio de Janeiro (Nogueira et al., 2001) e se espalhando rapidamente por todo o
Brasil resultando assim numa explosiva epidemia entre os anos de 2001 e 2002 e aumentando
0 nimero de casos graves com hemorragias. Este sorotipo permaneceu predominante até o
final de 2007, quando o DENV-2 foi reintroduzido causando a ultima grande epidemia de
2007/ 2008, fazendo com que no século XXI o Brasil tenha se tornado o pais com o maior
numero de casos de dengue em todo o mundo, sendo responsavel por 61% de todos 0s casos
reportados a OMS (Teixeira et al., 2009).

Nas epidemias de dengue ocorridas no sudeste asiatico sempre se observou um maior
numero de casos graves de dengue com hemorragias entre criangas. Por outro lado, no Brasil,
sempre houve maior o numero de casos de dengue sem episddios hemorragicos e com maior
incidéncia entre adultos jovens de 20 a 40 anos de idade. Entretanto, na epidemia de 2008
houve um significativo aumento de notificages de formas graves de dengue principalmente
entre criangcas com menos de 15 anos. A diferenca entre esses dois perfis epidemioldgicos

pode ser devido a varios fatores e dentre eles destacam-se a subnotificacdo de casos de dengue
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graves nas epidemias anteriores, a identificacdo incorreta da doenca por parte dos agentes de
salde, ou mesmo uma mudanca do perfil epidemioldgico. Neste contexto, é possivel também
que a reemergéncia dos diferentes sorotipos do virus da dengue no Brasil ao longo de varias
décadas e a consequente hiperendemicidade (circulacdo de varios sorotipos) torna o0s
individuos mais velhos mais resistentes a infeccdo quando comparados com a populagdo mais
jovem, pois provavelmente foram expostos ao virus em epidemias anteriores adquirindo

imunidade contra 0s mesmos.

Em 2010, o sorotipo 4 do virus da dengue (DENV4) reemergiu no estado de Roraima
sendo confirmados pouco menos de 20 casos de dengue por este sorotipo. No mesmo ano, 0
virus se espalhou para outros estados do norte e nordeste, chegando em 2011 aos estados do
Rio de Janeiro e S&o Paulo. Ainda em 2011, a reemergéncia do DENV4 confirmou a
circulacdo dos trés sorotipos no Brasil: DENV1, DENV2 e DENV4 (DENV3 ndo tem sido
isolado desde 2008) representando um novo desafio para o controle da doenca. (Nogueira &

Eppinghaus 2011; Temporao et al., 2011).

O Rio de Janeiro é uma das cidades brasileiras mais afetadas pela dengue. Na Ultima
grande epidemia em 2008, de acordo com dados do Sistema Unico de Sadde (SUS), o sudeste
foi a regido brasileira com o0 maior nimero de internacdes por dengue hemorragica, ou febre
hemorragica da dengue, FHD (Figura 1.1). Sendo que o Rio de Janeiro foi responsavel por
90% de todos os casos (Figura 1.2). Somente nos primeiros quatro primeiros meses desse
mesmo ano foram notificadas 9 mil hospitalizagdes com mais de 1000 casos de dengue
hemorragica e 110 mortes, sendo que metade das vitimas eram criancas (Teixeira et al.,
2009).

Durante todo o ano de 2011 o Rio de Janeiro continuou sendo o estado brasileiro com
maior numero de internacdes por FD e FHD ainda segundo dados do SUS, houve 9.615
internacOes por dengue para todas as faixas etarias (Ministério da Saude -DATASUS, 2012).
Segundo dados da Secretaria Estadual de Salde do Rio de Janeiro, durante os meses de
janeiro e fevereiro e marco de 2012 foram notificados 38.527 casos suspeito de dengue,
incluindo sete obitos, no estado do Rio de Janeiro, dentre esses casos foi confirmada presenca
de infeccdo causada pelos sorotipos DENV-1,- 4 e 3 (Secretaria de Saude do estado do Rio de
Janeiro-SES, 2012).

Por ser uma cidade com crescimento urbano descontrolado e condigdes climaticas

favoraveis, o Rio de Janeiro se torna um local bastante propicio a alta reproducdo do mosquito
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vetor, que por sua vez estd completamente adaptado ao ambiente peridomiciliar estando
densamente distribuido por todo o estado; tais fatores fazem do Rio de Janeiro um local ideal

para a transmissdo do virus e consequentemente o surgimento de grandes epidemias de
dengue.

Numero de Internagdes por FHD no ano de 2008
por regiGes brasileiras

3833
2412
658
7 205
A r— 4
Norte Nordeste Sudeste Sul Centro

Oeste

Fonte: DATASUS

Figura 1.1: Numero de Internagdes por FHD em 2008 nas cinco regides brasileiras para todas as faixas

etérias.
Internagdes por FHD na regiao sudeste no ano
de 2008
5% 3% 2%
A A A
Minas Espirito Rio de Sdo Paulo
Gerais Santo Janeiro
Fonte: DATASUS
Figura 1.2: Porcentagem de interna¢es por FHD na regido sudeste no ano de 2008 para todas as faixas
etérias.



1.5-  Classificacdo das formas clinicas

A dengue é uma doenca infecciosa com espectro clinico muito amplo. Ap6s infectados
alguns individuos permanecem assintomaticos. No entanto, a maioria desenvolve uma
infeccdo febril aguda com sintomas tipicos da dengue, sendo que uma minoria pode
desenvolver formas muito graves da infeccdo que se ndo tratada correta e rapidamente pode
levar o paciente a morte. Por ser uma doenga com evolucdo clinica e desfecho imprevisivel
ndo é possivel definir logo no inicio da infec¢do se o paciente podera evoluir para a forma

mais grave.

Segundo a antiga classificacdo, que ainda é amplamente utilizada, a infec¢do por
dengue pode ser assintomatica podendo levar a uma Febre indiferenciada (FD) ou ser
caracterizada pela Febre hemorragica de Dengue (FHD) podendo esta Gltima ser subdivida
nos graus I, 11, 11l e IV. Sendo o grau | caracterizado por teste de torniquete positivo, grau Il
por sangramento espontaneo, e os graus Il e 1V caracterizados pela sindrome do choque da
dengue (SCD) (World Health Organization, 1997).

H& muitas décadas, tal classificacdo vem sendo alvo de muitas criticas, primeiramente
porque ela foi estabelecida na década de 60 a partir do estudo de casos clinicos de criancas
asiaticas e entdo essa classificacdo foi estendida para outras regides mundiais e aplicada em
pacientes com diferentes idades. Além disso, para um correto diagnostico segundo as
definicbes da OMS, vaérios testes devem ser realizados repetidamente o que se torna um

grande desafio em alguns paises (Rigau-Perez, 2006).

Apesar de pequenas modificagdes terem sido feitas ao longo do tempo, tal
classificacdo permaneceu praticamente a mesma. Um dos grandes problemas sempre foi a
diferenciacédo de casos de FD e casos brandos de FHD, pois apesar da sugestiva nomenclatura,
esses grupos ndo sdo diferenciados simplesmente pela presenca de hemorragias; uma vez que
a FD pode ser acompanhada ocasionalmente por sangramentos. Enquanto isso, o termo FHD
é usado porque segundo a OMS algumas formas hemorragicas sempre sdo acompanhadas por

aumento da permeabilidade vascular (Bandyopadhyay et al., 2006; Rigau-Perez, 2006)

Vérias inconsisténcias tem sido encontradas ao longo dos anos em relagdo ao resultado
do teste torniquete positivo, que € um dos testes usados para a identificacdo de casos de
dengue hemorragica. Segundo parametros da OMS, esse teste é considerado positivo quando
20 ou mais petéquias sdo encontradas numa area dérmica de 2,5 cm® Grande parte dessas
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inconsisténcias se deve a realizacdo do teste em diferentes fases ou diferentes dias da doenca.
Devido ao grande nimero de falsos negativos muitos pacientes com FHD sdo incorretamente
diagnosticados o que pode ter sérias conseqiiéncia no tratamento desses pacientes
(Bandyopadhyay et al., 2006; Cao et al, 2002).

Niveis de plaquetas utilizados para definir casos de FHD também tem sido um alvo de
complicagdes para um correto diagnostico. Muitos pacientes com FHD nédo apresentam niveis
de plaguetas abaixo do valor estipulado pela OMS (<100.000 mm?®). Além disso, a presenca
de trombocitopenia em pacientes com FHD varia muito em diferentes regiées do mundo, por
exemplo, apenas 8,6% dos pacientes da Indonésia desenvolvem trombocitopenia enquanto em

Cuba esse valor chegou a 78% (Bandyopadhyayet al., 2006).

Devido a grande dificuldade para aplicar a classificagdo: “FD/FHD/SCD” e
consequentemente um adequado manejo e tratamento dos pacientes, fez com que a
WHO/TDR criasse uma nova classificacdo para os casos de dengue de acordo com 0s niveis
de gravidade da doenca. De acordo com a nova classificacdo, os pacientes foram divididos em
dois grandes grupos: dengue ndo grave e dengue grave. Sendo o primeiro grupo (dengue nao
grave) ainda subdivido em dengue com ou sem sinais de alerta (figura 1.3).

E provéavel que o individuo tenha contraido dengue, se além de morar ou ter viajado
para uma area endémica apresentar pelo menos dois dos seguintes sintomas: erupgdes
cutaneas, dores no corpo, teste do torniquete positivo, leucopenia ou ainda, algum dos sinais
de alerta como: dor ou sensibilidade abdominal, vomitos persistentes, sangramento de
mucosas, letargia, aumento do figado para mais de 2 cm, acumulacdo de fluido, aumento de

hematocrito com rapido decréscimo de plaquetas.

Um paciente sera classificado com a forma grave de dengue se apresentar os seguintes
sintomas: grave extravasamento plasmatico com choque hipovolémico, graves hemorragias
além de envolvimento de 6rgdos como coracdo ou figado (Martinez Torres, 2008; World
Health Organization., 2009). E importante ressaltar que tanto casos brandos com ou sem
sinais de alerta podem evoluir para dengue grave, comprovando assim a imprevisibilidade do

desfecho da doenca.



Dengue com ou sem sinais de alerta Dengue grave

Com sinais de alerta 1.Grave extravassamento de plasma

2.Hemorragias graves

L. 3. Envolvimento de 6rgaos
Sem sinais de alerta

Figura 1.3: Nova classificacdo da dengue. Novo critério WHO/TDR utilizado para classificar os pacientes
com infeccdo por dengue. Os pacientes com formas ndo graves da doenga foram separados em dois subgrupos:
com ou sem sinais de alerta. Estes dois subgrupos podem evoluir para formas graves da doenca. Os sintomas
relacionados as formas ndo graves assim com as formas graves estdo descritos no texto (adaptado de WHO/TDR,
2009).

1.6- Fases da dengue e quadro clinico

Depois de ser picada por um mosquito infectado, o virus pode permanecer incubado
no hospedeiro humano em média de 4 a 7 dias. Ap6s o periodo de incubacdo, a doenca tem
inicio e passa por trés etapas: fase febril, fase critica e fase de recuperacdo (figura 1.4). A fase
febril possui variavel duracdo e esta associada a presenca do virus no sangue (viremia); esta
fase pode durar de 2 a 7 dias e geralmente é acompanhada por outros sintomas tipicos como
vOmitos, nauseas, dores no corpo e na cabeca assim como eritemas cutaneos.
Interessantemente, a fase febril é indistinguivel entre pacientes com a forma grave e nédo
grave, por isso, € necessario grande atencdo aos sinais de alerta que podem caracterizar a
transicdo do paciente para a fase critica. Ap0s a fase febril o paciente passa por um periodo de
defervescéncia onde pode progredir para a cura ou entrar na fase critica, nesse caso as dores
abdominais e os vomitos tornam-se mais freqiientes podendo-se constatar derrame pleural e
ascitico que caracterizam a fase critica da dengue e anunciam a eminéncia do choque. O
choque é até cinco vezes mais frequente na etapa critica do que na etapa febril. Na etapa

critica também pode ocorrer hepatomegalia, além de ser acompanhada por caracteristicas



laboratoriais como aumento de hematdcrito e decaimento de plaquetas (Martinez Torres,
2008; World Health Organization., 2009).

Ap0s a fase critica, o paciente entra na fase de recuperagdo, onde o acompanhamento
médico também é importante. Nessa fase ocorre eliminacdo de todo o liquido extravasado e
estabilizacdo de todas as funcbes vitais. Durante essa fase deve-se tomar cuidado com
coinfec¢cdes bacterianas. Geralmente 0s pacientes se mantém com astenia por varios dias

durante essa fase (Martinez Torres, 2008)

Dias da doenca 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Temperatura
Y _40(/_\
Reabsor¢do do
Potenciais Desidratagdo Choquefe fluido
. hemorragias
problemas clinicos extravassado
Envolvimento de 6rgdos
~ Plaquetas
Alteracoes _
.. B —
laboratoriais \
Hematocrito
Sorologia e
. g‘ Viremia
virologia
Fases da doenca -Febril . Critica Fase de recuperacao

Figura 1.4- Fases clinicas da dengue. A fase febril apresenta variavel duracdo e estd associada a
viremia. E nesse periodo que o paciente apresenta os sintomas tipicos da doenca e onde pode ser observada a
manifestacdo de algum sinal de alerta. Apds a fase febril, o paciente entra num periodo de defervescéncia
podendo prosseguir para a cura ou entrar na fase critica, onde se observa aumento do hematocrito e decaimento
de plaquetas podendo ocorrer o choque, Apds a fase critica segue-se a fase de recuperagdo onde ocorre

reabsorcdo fluidica e estabilizagcdo do hematdcrito e nimero de plaquetas (adaptado de WHO/TDR 2009).
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1.7- O virus e seu vetor

O virus da dengue pertence ao género Flavivirus, famila Flaviviridade e compreende
quatro sorotipos relacionados genética e antigenicamente: DENV-1,-2, -3 e 4. Tais sorotipos
exibem cerca de 65-70% de sequéncias homdlogas causando manifestacdes clinicas
semelhantes onde todos podem causar dengue grave (Lindenbach & Rice, 2003; Green &
Rothman, 2006).

A particula viral mede aproximadamente 40 a 50nm de diametro e possui um envelope
glicoprotéico. Todos os flavivirus possuem grupos de epitopos em comum em seus envelopes
0 que resulta em alta reatividade cruzada em testes soroldgicos. Seu material genético é
constituido por uma fita simples de RNA positiva com aproximadamente 11kb de
comprimento que possui uma fase aberta de leitura (ORF - open reading frame) que codifica
trés proteinas estruturais: a proteina do capsideo (C) e as glicoproteinas: precursora de
membrana (prM) e do envelope (E); além de sete proteinas ndo estruturais: NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (Lindenbach & Rice, 2003). A glicoproteina E do envelope
estd envolvida em importantes fungdes do virus como ligacao a receptores, hemaglutinacdo e
neutralizacdo de anticorpos durante a resposta imune do hospedeiro (Gubler, 1998; Guzman et
al., 2010). Os virus Dengue possuem especial tropismo pelas células dendriticas e por
monaocitos/macréfagos (Jessie et al., 2004; Wu et al., 2000 ; Durbin et al., 2008)

O virus da dengue é transmitido aos humanos através de mosquitos do género Aedes
principalmente o Aedes aegypti. No entanto, outras espécies de mosquitos do mesmo género
também podem transmitir a doenca, como o Aedes albopictus. Somente primatas podem ser
infectados naturalmente, sendo que as linhagens que infectam primatas humanos e néo

humanos sdo geneticamente distintas (Wang et al., 2000; Rothman, 2011).

O Aedes aegypti geralmente se aloja no interior das residéncias picando
preferencialmente durante o dia, seus picos de maior atividade séo entre 2 e 3 horas da
madrugada e durante a tarde, antes do anoitecer. A fémea do Aedes aegypti por ser um
mosquito bastante ativo, interrompe facilmente sua alimentacdo e, assim, varias pessoas
podem se picadas em um curto periodo de tempo antes da postura dos ovos, que € feita em
recipientes contendo agua limpa e parada ao redor das residéncias. Devido a esse
comportamento é bem comum que em uma mesma residéncia todas as pessoas tenham sido

infectadas pelo mesmo mosquito (Gubler, 1998; Martinez Torres, 2008).
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O mosquito se torna infectado ao alimentar-se de sangue humano durante o periodo da
viremia. No trato intestinal do mosquito o virus passa por um periodo de incubagdo extrinseco
que dura cerca de 10 dias chegando até a glandula salivar onde poderd ser transmitido

novamente aos humanos juntamente com a picada do vetor (Guzman et al., 2010).

1.8- Diagnostico e tratamento

O diagndstico de dengue pode ser feito por isolamento viral, detec¢do direta de
antigenos virais circulantes (NS1), deteccdo do RNA viral ou a partir da deteccdo de
imunoglobulinas G (IgG) ou M (IgM) especificas para o virus da dengue a partir de testes
como ELISA. Os métodos de deteccdo de anticorpos especificos para o dengue apesar de
serem amplamente utilizados por todo 0 mundo ndo sdo muito confidveis, pois os niveis de
imunoglobulinas ndo sdo detectados na fase aguda da doenca e os niveis de IgM podem ser
indetectaveis em infecgdes secundarias. Além disso, anticorpos contra dengue podem reagir

de forma cruzada com outros flavivirus (Halstead, 2007; Martinez Torres, 2008).

Uma boa alternativa seria 0 uso de RT-PCR, que além de ser uma nova ferramenta
para diagndéstico de vérias doencas, € amplamente indicada para diagnostico durante a fase
aguda da dengue, além de permitir a identificacdo e quantificacdo dos diferentes sorotipos
virais em uma unica reacdo de PCR em tempo real (Kong et al., 2006). Recentemente tem
sido usada a deteccdo da molécula ndo estrutural NS1 durante os primeiros dias da infeccéo,

sendo que esse ensaio tem se revelado um bom diagnoéstico especifico (Lima et al., 2011).

Em relacdo ao tratamento, ndo existe terapia exclusiva para dengue, como drogas
antivirais. No entanto, 0 acompanhamento médico é importante para deteccdo de sintomas
que possam facilitar o prognéstico do paciente. Apds o diagndstico a doenga deve ser
notificada e dependendo da manifestacdo clinica o paciente pode se recuperar em casa.
Eventualmente, pode ser necessaria a hospitalizacdo do paciente devido a presenca de sinais
de alerta que indicariam a possibilidade de agravamento. Em casos mais graves de
extravasamento plasmatico (choque e derrames), graves hemorragias ou comprometimento de

outros Orgdos é necessario tratamento de emergéncia (World Health Organization., 2009)

Nos ultimos anos houve um grande avanco no desenvolvimento de uma vacina

tetravalente eficiente. Atualmente quatro tipos de vacinas com diferentes abordagens estéo
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sendo testadas: com virus atenuado, com virus quimérico atenuado, com virus inativado e
vacina de DNA (Wilder-Smith et al., 2010).

1.9- Infeccdo e Imunopatogénese

Ap0s a entrada do virus no corpo humano pela picada do mosquito vetor as primeiras
células infectadas sdo as células de Langerhans, um subtipo de células dendriticas imaturas
(CDs) presentes na epiderme (Wu et al, 2000). As CDs possuem VArios receptores de
superficie com importante papel na infeccdo por dengue, entre eles, o dendritic cell-specific
intercellular adhesion molecule 3-grabbing non-integrin (DC-SIGN) uma lectina tipo C que é
um dos principais receptores de entrada para 0s quatro sorotipos do virus da dengue
(Tassaneetrithep et al., 2003).

ApoGs interagir com o receptor, o virus é internalizado em compartimentos
endossomais. O pH &cido no interior do endossomo promove mudancgas conformacionais na
proteina E. Esta sofre uma trimerizacdo irreversivel que expbe seu peptideo de fusdo,
permitindo a fusdo do envelope com a membrana endossomal e liberacdo do genoma no
citoplasma da célula infectada. Este é traduzido em uma Unica poliproteina, processada por
proteases virais e do hospedeiro, formando o complexo de replicacdo viral na membrana do
reticulo endoplasmatico (RE). Os genomas recém-sintetizados sdo empacotados pelas
proteinas estruturais formando o nucleocapsideo que é envolto pelo envelope lipidico
contendo glicoproteinas de membrana, formando assim as particulas virais. As particulas
virais imaturas sdo transportadas através da rede trans-Golgi, sofrendo glicosilacbes e
clivagens por proteases do hospedeiro. Ao término da via de secrecdo, as particulas sdo,
entdo, secretadas como maduras por exocitose. (Mukhopadhyay et al., 2005) Adicionalmente,
algumas proteinas NS1 virais recém-sintetizadas e particulas virais imaturas podem escapar
ou serem secretadas pela membrana da célula infectada (revisado por Rothman, 2011) (Figura
1.5a).

Apds capturar os antigenos, as CDs imaturas migram para o linfonodo regional e ap6s
maturagdo processam o antigeno em peptideos que serdo apresentados as células T juntamente
com moléculas do complexo maior de histocompatibilidade, MHC (major

histocompatibilidade complexo) e outros co-estimuladores, resultando no inicio da resposta
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imune celular e humoral (Palucka, 2000). Os principais epitopos apresentados na superficie
das células apresentadoras de antigenos, as APCs, sdo provenientes das proteinas néo
estruturais NS1 e NS3 (Kurane et al., 1991a; Lobigs et al., 1994; Rothman, 2004; Schlesinger
etal., 1987).

Apesar das principais células alvo para DENV serem as celulas dendriticas e o0s
monaocitos/macrofagos, varios estudos in vitro mostraram que outras células como
hepatdcitos, linfocitos B e T, células endoteliais e fibroblastos também séo potentes alvos para
infeccdo e replicacdo do Dengue (Avirutnan, 1998; Jessie et al., 2004; Lin et al., 2002;

Marianneau et al., 1997)

A resposta imunoldgica desencadeada pelo individuo infectado tem uma participacao
essencial na patogénese da dengue podendo direcionar o paciente a cura ou resultar numa
desregulada producéo de citocinas, devido ao crescente nimero de epitopos apresentados as
células T CD4+ e CD8+ (Rothman, 2011). De fato, niveis elevados de varias citocinas sdo
encontrados no soro de pacientes com dengue grave que podem assim, funcionar como
marcadores de gravidade (Azeredo et al., 2001; Ho et al., 2001). Isoladamente ou em conjunto
esses mediadores podem ser 0s responsaveis por alteracGes fisioldgicas, como o aumento da
permeabilidade vascular que é observado nos casos mais graves de dengue (Srikiatkhachorn
etal., 2010)

Ao longo de varias décadas, o principal foco de estudo tem sido a correlacdo entre
infecgBes seqlienciais por um sorotipo heterélogo e o aparecimento de sintomas associados a
dengue grave/gravissima (Dejnirattisai et al., 2010; Halstead, 1970; Halstead, 1981; Sierra et
al.,, 2010). Essas informacdes sdo advindas de observacGes epidemioldgicas e estudos
prospectivos (Diaz et al., 1988; Guzman et al., 1987; Kouri et al., 1989; Mathew & Rothman,
2008) sugerindo que a dengue grave é resultado de uma resposta imune cruzada e pouco
eficiente na segunda infec¢do por um sorotipo diferente.

Mesmo assim, apesar da maioria das pessoas infectadas com um sorotipo heterélogo
do virus da dengue serem capazes de responder a infecgdo com a proliferagdo de células T de
memoria de reatividade cruzada e aumento da producdo de anticorpos, nem todas
desenvolvem a forma grave da doenca. Além disso, existem casos de dengue grave em
infeccbes primarias, principalmente entre criancas (Balmaseda et al., 2006; Halstead et al.,
2002; Lin et al., 2010, Hung et al., 2004 ).
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Tais observacdes indicam que outros fatores, além da imunopatologia mediada pela
infecgdo secundaria, podem tambem estar envolvidos na patogénese da dengue. Entre esses
fatores podemos ressaltar a viruléncia do sorotipo/linhagem do virus infectante; caracteristicas
do hospedeiro como estado nutricional, idade (criancas e idosos tem maior risco), presenca de
doencas cronicas (asma, diabetes mellitus, entre outras) e por fim as caracteristicas genéticas
do hospedeiro (World Health Organization., 2009).

1.10- Resposta imune humoral e imunopatologia mediada por linfdcitos B

Epitopos da glicoproteina E do envelope viral sdo os mais bem caracterizados alvos
das imunoglobulinas contra dengue (Guzman & Vazquez, 2010; Oliphant et al., 2006;
Roehrig et al., 1998). No entanto, outras proteinas ndo estruturais como NS1, NS3 e NS5
também podem ser alvos da resposta humoral (Valdes et al., 2000). Anticorpos contra essas
proteinas reagem tanto especificamente ao sorotipo viral infectante quanto de forma cruzada
aos outros sorotipos virais numa infeccdo subsequente (Beltramello et al., 2010; Dejnirattisai
et al., 2010; Schieffelin et al., 2010).

Os anticorpos contra 0 Dengue podem inibir a ligacdo do virus aos receptores da
superficie celular ou podem se ligar ao virus ja no interior da célula antes que estes escapem
do endossomo; anticorpos neutralizantes sdo direcionados contra a proteina E do envelope
viral e para que a neutralizacdo seja eficiente um nimero minimo de epitopos dessa proteina
devem ser reconhecidos pelos anticorpos. Adicionalmente, alguns virus imaturos liberados
pela célula infectada e também proteinas virais que sdo expressas na superficie dessas células
podem ser reconhecidos por anticorpos, como € o caso da proteina NS1. (Young et al., 2000)
Em casos de baixa concentracdo de anticorpos especificos ou em condi¢des de baixa avidez,
ao invés de ocorrer a neutralizagcdo do virus ou da particula viral, a infeccdo de células que
possuem receptores para imunoglobulinas, como mondcitos e macréfagos, pode aumentar
(Pierson et al., 2007; Rothman, 2011).

Mondcitos e macréfagos sdo alvos para ocorréncia do fendmeno ADE (do inglés,
“antibody-dependent enhancement”) ou facilitacdo dependente de anticorpo, que consiste na
internalizagdo de complexos virus-anticorpos ndo neutralizantes por essas células através dos

seus receptores Fcy resultando no aumento da replicacdo viral que pode ser compativel com o
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aumento de viremia observado nos casos graves de dengue (Vaughn et al., 2000; Duyen et al.,
2011; Tricou et al., 2011). Esses anticorpos de reatividade cruzada ndo possuem capacidade
neutralizante e sdo induzidos durante uma infec¢do prévia (Guzman & Vazquez, 2010;
Halstead et al., 1980; Dejnirattisai et al, 2010) (Figura 1.5 a e b).

A ocorréncia de ADE € descrita baseada em obesrvaces in vitro para dengue
(Goncalvez et al., 2007) e outras infeccOes viriais (Ghiasi et al., 2000; Girn et al., 2002).
Experimentos in vivo realizados em macacos rhesus mostraram que quando estes foram
previamente imunizados contra dengue com um sorotipo diferente ao sorotipo do desafio,
ocorre uma viremia maior do que em macacos usados como controle (Halstead, 1979). Apesar
das evidéncias descritas, a comprovacdo da ocorréncia do ADE in vivo em humanos é
indireta. Foi demonstrada uma atividade ADE em soro de mées cujos filhos desenvolveram
dengue grave durante uma infeccdo primaria e que quanto menor a idade da crianca maior a
ocorréncia do fenbmeno, mostrando que de fato ocorre um declinio da resposta imune cruzada
contra dengue com o passar dos anos (KIliks et al., 1988). Contraditoriamente, em um estudo
conduzido entre criangas ndo encontrou nenhuma associagdo significativa entre a maior
“atividade de ADE”em soros de criancas que desenvolveram FHD se comparada com a das

que desenvolveram FD (Libraty et al., 2009).

O aumento da replicacdo viral resultante do aumento da entrada viral em células, que
possuem receptores Fcy devido ao ADE, pode estar relacionado a modificagdes na regulacéo
de vias produtoras de mediadores proé e anti-inflamatérios. Estudos mostraram que 0 aumento
da infeccdo via ADE resulta na supressdo da produgdo de IL-12, IFNy, TNF; além de
aumentar a expressdo de citocinas anti-inflamatdrias como IL-6 e IL-10 (Chareonsirisuthigul
et al., 2007a; Mahalingam & Lidbury, 2002). Também foi demonstrado que ADE € capaz de
suprimir a producdo de éxido nitrico. Esse radical livre € um importante mediador imune em
infeccOes virais, sabe-se que o Oxido nitrico é capaz de inibir a sintese de genomas virais
assim como bloquear a atividade de proteases virais (Akaike & Maeda, 2000). Na infeccao
por dengue foi visto que o Oxido nitrico é capaz de bloquear a replicacdo viral através da

inibicdo da proteina viral NS5 (Chareonsirisuthigul et al., 2007b)
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Figura 1.5- Resposta humoral contra o virus da dengue. a) DENV se liga a receptores especificos expressos
na superficie da célula alvo, sendo endocitado. A acidificagdo no interior do endossomo faz com que a proteina
E sofra alteragdo conformacional resultando na fusdo das membranas viral e endossomal, ocorrendo a liberagdo
do material genético no citoplasma e conseqiiente traducao de proteinas virais para produgdo de novos virus que

serdo liberados via exocitose. Adicionalmente, algumas particulas virais imaturas assim como proteinas recém-
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sintetizadas sdo expressas na superficie celular. A interacdo de Anticorpos (Ac) especificos para a proteina E do
envelope pode resultar em neutralizacdo ou aumentar a infeccdo via antibody dependent enhancement (ADE).
Anticorpos especificos para a proteina pré M direcionados contra virus liberados na forma imatura sdo néao
neutralizantes resultando em aumento da infeccdo. A interacdo de Ac especificos para NS1 ocorre com a
proteina ainda ligada a membrana e pode causar a lise da célula infectada via ativacdo dos sistema
complemento. b) antigenos neutralizados por anticorpos ndo se ligam a receptores celulares. Alguns virus
conseguem penetrar na célula, no entanto sdo opsonizados por anticorpos que impedem intracelularmente a fuséo
das membranas viral e endosomal. Estes virus que ndo sdo neutralizados conseguem assim se replicar na célula
hospedeira (Adaptado de Rothman, 2011)

Apesar de inimeras evidéncias, a imunopatologia mediada por anticorpos ainda é
muito controversa. De fato, a resposta imune humoral é capaz de proteger contra a infec¢do
por dengue principalmente por neutralizacdo da glicoproteina E do envelope viral com
anticorpos especificos de alta avidez (Oliphant et al., 2006) ou por ativacdo do sistema
complemento (Walker et al., 1988). Além disso, o fato de que casos graves de dengue podem
ocorrer, mesmo que em baixa propor¢do, durante uma infeccdo primaria tanto em adultos
guanto em criancas mais velhas assim como a auséncia de correlacdo entre 0 aumento da
atividade de anticorpos com a viremia e gravidade da dengue (Laoprasopwattana et al., 2005)
mostram que o aumento da infeccdo (facilitacdo) por complexos de anticorpos néo

neutralizantes e virus ndo é necessariamente requerido para a gravidade a dengue.

1.11- Resposta imune celular e imunopatologia mediada por linfécitos T

Os principais epitopos do virus da dengue apresentados juntamente com as moléculas
de MHC aos linfécitos T sdo provenientes da proteina NS3. Diferencas de aminoacidos na
proteina NS3 entre os diferentes sorotipos virais podem resultar em diferentes graus de avidez
na interacdo de epitopos provenientes dessa proteina com moléculas de MHC e
consequentemente interferir na avidez do linfocito T resultando na producdo de diferentes
perfis de citocinas além de interferir na atividade de linfécitos citotoxicos (CTLs) (revisado
por Rothman, 2011; Zivny et al., 1999; Mongkolsapaya et al., 2006).

A ativacdo dos linfocitos pode exacerbar os danos teciduais e causar a doenca,

principalmente através da producdo de citocinas e dos mecanismos de lise celular. Foi
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observado, in vitro, que tanto linfécitos T CD4+ ou CD8+ possuem capacidade de lise de
células infectadas pelo virus da dengue (Kurane et al., 1989; Bukowski et al., 1989) A
elevacdo dos niveis circulantes de receptores soltveis de TNF, IL-2 assim como marcadores
de ativacdo de linfécitos T CD8+ sdo indicativos da participacdo de células T na
imunopatogénese da dengue (Mathew & Rothman, 2008). Linfocitos T CD4+ apoés
reconhecerem o peptideo apresentado pelas moléculas de MHC produzem principalmente
citocinas como [FNy, IL-2, TNF, além de quimiocinas como MIP1B (também conhecida
como CCL4) (Rothman, 2011). Essas citocinas podem estar envolvidas na patogénese da
dengue grave a medida que direta ou indiretamente véo atuar nas células endoteliais; sabe-se

que alteracGes nas células endoteliais podem levar ao extravasamento plasmatico.

Segundo Rothman (2011) em condicdes de alta avidez e com os epitopos funcionando
como “fortes agonistas”, observa-se elevada producdo de IFNy, TNF e CCL4, além de alta
capacidade de lise das células infectadas. Em condi¢cbes de baixa avidez, onde 0s epitopos
funcionam como agonistas parciais, observa-se altos niveis de CCL4 e baixos niveis de IFNy

e TNF, além de baixa capacidade de lise celular (Rothman, 2011)

Contraditoriamente a esses resultados, Mongkolsapaya & cols (2006) demonstraram
que ceélulas T especificas para determinado sorotipo viral possuem maior capacidade
citotoxica do que células T de reatividade cruzada além dessas Ultimas serem capaz de
produzir mais IFNy. Dong e colaboradores (2007) também demonstraram in vitro que células
T citotoxicas (CTL) de reatividade cruzada produzem TNF e IFNy em niveis mais elevados

do que CTLs especificas (Dong et al., 2007).

Sangue de individuos previamente infectados pelo virus da dengue apresentam tanto
linfocitos T especificos para o sorotipo infectante quanto linfécitos de memdria com
reatividade cruzada. Estes ultimos foram gerados durante uma infeccdo prévia por outro
sorotipo e possuem capacidade de proliferacdo superior a linfocitos T naive durante uma
infeccdo secundéria. Este fendmeno recebe o nome de pecado original antigénico, devido a
uma analogia com o conceito teoldgico do pecado original. No entanto, essas células de
memoria de reatividade cruzada apresentam baixa avidez aos epitopos provenientes de outros
sorotipos virais ndo sendo eficientes em combater a infeccdo e resultando num perfil
diferenciado de producdo de citocinas devido a baixa avidez com que reconhecem os epitopos
de um sorotipo viral heterdlogo (Mathew et al., 1996; Rothman, 2011; Rothman & Ennis,

1999; Mongkolsapaya et al., 2003 Mongkolsapaya et al., 2006).
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1.12- Cascata de citocinas na infec¢éo por dengue

Individualmente ou em conjunto os mediadores imunoldgicos podem ser 0s grandes
responsaveis pelo aumento da permeabilidade vascular que leva os pacientes com dengue
grave ao quadro de choque. Esses mediadores podem ser liberados principalmente de células
endoteliais, monocitos/macrofagos ou linfocitos T ou apds interacdo entre a imunidade inata e
adquirida. Uma “cascata de citocinas” é fortemente associada com infecgdes sucessivas € as
formas mais graves de dengue e provenientes da resposta cruzada tanto dos linfécitos B
quanto T (Pang et al., 2007).

Uma ampla gama de mediadores é encontrada em niveis elevados em pacientes com
dengue comparado a individuos saudaveis, entre eles IL-1B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13,
IL-18, IFNy, TNF, MCP1 e receptores soluveis de CD4 e CD8 (Hober et al., 1993; Kurane et
al, 1991b; Lee et al., 2006b; Mustafa et al., 2001; Raghupathy et al., 1998). Alguns desses
mediadores foram identificados como marcadores de gravidade; principalmente o TNF e seu
receptor solavel, IL-10, MIF, CCL2, CD69, MIP-1pB, 1L-18 e IL-6 (Azeredo et al., 2001,
Bozza et al., 2008; Chuang et al., 2011; Green et al., 1999b; Lee et al., 2006b; Mustafa et al.,
2001).

Como descrito anteriormente, o perfil de citocinas parece ser diferenciado entre uma
resposta de células T especificas ou de reatividade cruzada (Dong et al., 2007,
Mongkolsapaya et al., 2006; Rothman, 2011). Apesar de ser observado um aumento tanto de
citocinas pro- e anti-inflamatérias nas formas graves de dengue, 0 momento em que essas
citocinas sdo produzidas parece ser um importante fator. Uma ativagdo inicial de IFNy parece

estar associado a gravidade a dengue (Bozza et at., 2008; Libraty et al., 2002)

Sabe-se que o IFNy ¢ um importante mediador imune com importantes efeitos
antivirais participando da ativacdo de macrofagos. Ao contrario dos IFNo/B que sdo mais
importantes para controlar a infeccdo em estagios iniciais (Shresta et al., 2004), o [FNy parece
ser importante em todos os estagios da infecgdo. No entanto, seus efeitos durante a infeccéo
por dengue ainda sdo muito controversos. Alguns trabalhos mostram que o IFNy pode
aumentar a infeccdo dos macrofagos induzindo a expressdo de receptores Fc que, por sua vez,
aumenta a captacdo de complexos virus-anticorpos (Diamond et al., 2000; Kontny et al.,
1988; Kurane et al., 1989; Libraty et al, 2001). Por outro lado, alguns trabalhos associam o
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IFNy a protecao a dengue (Fagundes et al., 2011; Gunther et al., 2011; Mathew & Rothman,
2008). O efeito antiviral do IFNy pode aumentar a producéo de TNF e oxido nitrico levando a
uma eliminag&o viral precoce do virus e reduzindo assim a severidade da doenca (Mathew &
Rothman, 2008).

A producdo de TNF pode contribuir para uma eliminacdo precoce do virus Dengue.
Por outro lado, essa citocina pode estar entre os principais responsaveis pelo agravamento da
infeccdo por dengue, sendo uma das primeiras citocinas detectadas no soro de pacientes com
dengue grave (Azeredo et al., 2001; Braga et al, 2001; Kubelka et al., 1995). Macrofagos
ativados sdo os principais produtores de TNF. Altas concentracbes de TNF produzem
trombose sanguinea e reduzem a pressdo arterial por meio de uma combinacdo de
contratilidade reduzida e vasodilatacdo. Todas as manifestacdes clinicas e patoldgicas do
choque séptico sdo causadas por niveis muito altos de TNF (Abbas et al., 2008). Além disso,
0 TNF é capaz de induzir as células vasculares a produzirem outros mediadores inflamatérios,
como IL-1, IL-6, IL-8 e PAF, bem como a producdo de substancias vasodilatadoras como a
prostaglandina I, e 6xido nitrico (Tracey & Cerami, 1992). O TNF, ainda é capaz de induzir a
producdo de outras citocinas que quando secretados em conjunto, podem ter efeitos
sinérgicos. Por exemplo, TNF, IFNy e IL-1 juntas podem ter um grande efeito sobre a
permeabilidade vascular, comparado com a acdo de cada uma individualmente (Burke-
Gaffney & Keenan, 1993)

Citocinas anti-inflamatorias aparecem em niveis mais elevados durante um estagio
mais tardio da infeccdo tendo um papel controlador de citocinas pro inflamatorias. Entre essas
citocinas, a IL-10 parece ter uma importante participacdo nos casos graves de dengue sendo
encontrada em niveis elevados no soro de pacientes que desenvolvem essa forma da doenca
(Chen et al., 2007; Hung et al., 2004; Pérez et al., 2004). Assim como no caso do IFNy, o
papel da IL-10 na gravidade a dengue ainda ¢ incerto. A 1L-10 é produzida principalmente por
mondcitos e linfdcitos T; entre as suas fungdes estdo a inducdo da diferenciacdo das células B
e secrecdo de anticorpos, inibicdo da expressdo de MHC classe I, além de funcionar como
um potente inibidor de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocinas (Abbas et al. 2008) Altos
niveis de IL-10 foram associados a uma linfopenia transitéria e ao aumento de
trombocitopenia (Azeredo et al., 2001; Libraty et al., 2002) . Em alguns estudos foi observado
um decréscimo no numero de linfécitos na fase aguda da dengue ou outras doencas
infecciosas (Azeredo et al., 2001; Chernoff et al., 1995). Adicionalmente, foi encontrada uma

correlacdo entre o decréscimo do nimero de plaquetas e altos niveis de IL-10 em pacientes
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com dengue (Azeredo et al., 2001). Tal correlacéo ja foi observada para pacientes com outras

doencas inflamatdrias que foram tratados com IL-10 (Sosman et al., 2000).

Como foi dito anteriormente, 0 aumento da infeccdo por ADE parece estar acompanhado
por uma alta producéo de citocinas anti-inflamatorias, entre elas a IL-10 (Chareonsirisuthigul
et al., 2007a; Mahalingam & Lidbury, 2002). Por outro lado, Sierra e colaboradores (2010)
observaram em estudos ex vivo que a re-infeccdo por um sorotipo heterélogo induz uma
resposta pro-inflamatéria com altos niveis de IFN-y e TNF assim como uma fraca inducgéo de
citocinas anti-inflamatorias como TGF-B1 e IL-10 e durante uma reinfec¢do por um sorotipo
homdlogo foi visto um padrdo predominante de citocinas anti-inflamatérias (Sierra et al.,
2010).

Outro importante marcador de gravidade a dengue, o fator inibidor de migracdo de
macrofagos (MIF) é um mediador que foi inicialmente descrito como um fator produzido por
células T apds estimulacdo a fim de inibir a migracao de macréfagos. Hoje, sabe-se que MIF é
constitutivamente expresso em varios tipos de celulares. MIF parece contribuir para o
extravasamento plasmatico de forma direta ou indireta. Indiretamente atraves da indugdo da
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF e IL-1B e de moléculas de adesdo ou
diretamente através da sinalizacdo de vias que interferem na estabilidade das juncbes das

celulas endoteliais (Chuang et al., 2011; Assuncdo-Miranda et al, 2010).

1.13- Receptores de reconhecimento padréo e patogénese da dengue

Os receptores de reconhecimento padréo, presentes em células do sistema imune que
reconhecem estruturas comuns a varios patdégenos constituem uma das primeiras linhas de
defesa do sistema imune inato. N&o se sabe ao certo todos os receptores envolvidos na entrada
do virus da dengue nas células alvo. Embora, DC-SIGN e CLEC5A pare¢cam ser um dos mais
importantes receptores envolvidos na infec¢do por dengue, outros receptores também podem

ter um importante papel, ainda desconhecido, na imunopatogénese da dengue.

DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-
integrin) também conhecido como CD209 é um receptor dependente de calcio que possui trés
dominios: regido N terminal localizada no citoplasma, regido transmembrana e regido C
terminal (extracelular) altamente conservada que possui uma lectina que interage com a

glicoproteina E do envelope do virus da dengue. Acredita-se que esse seja o principal receptor
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de entrada para o virus da dengue em células dendriticas e mondcitos/macrofagos (Navarro-
Sanchez et al., 2003; Tassaneetrithep et al., 2003). Além disso, ja foi visto que outros
patdgenos também sdo capazes de se ligar ao DC-SIGN, como Leishmania sp. (Colmenares et
al., 2002), HIV (Geijtenbeek et al., 2000; Kwon et al., 2002) e micobactérias (Tailleux et al.,
2003).

Ao contrério do DC-SIGN que esté relacionado a entrada do virus na célula, CLEC5A
(C-type lectin domain family 5 member A) - outro importante receptor com participa¢do na
imunopatogénese da dengue - parece estar relacionado com vias de ativacao de citocinas pro
inflamatdrias como TNF, IL-6 e IL-8 (Chen et al., 2008). Também conhecido como MDL-1,
CLEC5A é um receptor expresso em mondcitos e macrofagos e possui um dominio
extracelular com uma lectina C; o dominio N terminal citoplasmético é composto por apenas
quatro aminoacidos. CLEC5A interage com o imunoreceptor citoplasmatico DAP-12, essa
interacdo se da através do residuo de lisina na regido transmembrana de CLEC5A com o
residuo de aspartato na proteina DAP-12 (Cheung et al., 2011; Watson et al, 2011).

Experimentos in vitro mostraram que a glicoproteina E do envelope estaria envolvida
na ligacdo do virus a esse receptor e que a interacdo DENV-CLEC5A resulta na fosforilacéo
de DAP-12 concomitantemente com uma aumentada producdo de TNF. Entretanto, os niveis
de IFNy ndo parecem ser afetados por essa interagdo (Chen et al., 2008). Adicionalmente, foi
visto que na presenca do seu ligante, que ainda permanece néo identificado, CLEC5A sofre
uma mudanga conformacional que pode mediar a sinalizagdo de DAP-12 estimulando a

liberacdo de citocinas pro inflamatorias (Watson et al, 2011).

Outros receptores de reconhecimento padrdo também podem ser importantes no
reconhecimento ao DENV, como os receptores tipo Toll (TLRs). Dentre os receptores Toll
destacam-se 0s TLR-4 e TLR-2 que detectam proteinas virais extracelulares, enquanto TLR-7
e TLR-8 funcionam como sensores intracelulares de RNA viral fita simples e TLR-3 que
reconhece intermedidrios da replicacdo viral intracelulares, como RNAs dupla fita (Kawai &
Akira, 2007). Foi visto que o nocaute de TLR-3 juntamente com outros sensores
intracelulares de RNA viral resultam em suscetibilidade celular ao DENV (Nasirudeen et al.,
2011). Interessantemente, foi visto que os complexos DENV-anticorpos quando se ligam a
receptores Fcy (ADE) regulam negativamente a expressdo de receptores Toll somente em

casos graves de dengue (Modhiran et al., 2010).
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Adicionalmente, foi visto por Azeredo & cols (2010) que mondcitos CD14+ de
pacientes com dengue branda expressaram mais receptores Toll tipo 2 e 4 do que pacientes

com dengue grave.

1.14- Caracteristicas geneticas do virus e gravidade a dengue

Diferencas entre os sorotipos do virus da dengue e até mesmo diferencas entre cepas
de um mesmo sorotipo podem ser responsaveis pelas diferentes manifestacfes da doenca.
Vaérios gendtipos e linhagens tém sido identificadas para cada sorotipo, mostrando a grande
diversidade genética de cada um deles. A variacdo da viruléncia dentro de um mesmo sorotipo
tem sido alvo de investigacdo e controvérsia, entretanto todos os sorotipos podem causar

formas graves da doenca.

No caso do DENVZ2, o genétipo asiatico foi associado a FD e FHD, enquanto o
genotipo americano foi associado apenas a FD (Fried et al., 2010; Leitmeyer et al., 1999;
Rico-Hesse, 2007). Em relacdo ao DENV3, quatro gendtipos distintos foram identificados
para esse sorotipo e estudos epidemioldgicos e filogenéticos sugerem que diferencas genéticas
entre essas linhagens podem estar relacionadas a viruléncia (Lanciotti et al., 1994; Messer et
al., 2003). O sorotipo DENV1 que foi reintroduzido no Brasil em 1986 reemergindo no pais
em 2009/2010 possui cinco gendtipos, sendo que no Brasil s6 ha indicios da circulacdo de

linhagens do genotipo V (dos Santos et al., 2011).

Contrariamente as associa¢fes encontradas entre gendtipos de um mesmo sorotipo e o
desenvolvimento de formas graves de dengue, Fried e cols.(2010) ndo encontraram
associacOes significativas entre os quatro sorotipos e os indices de FHD numa populacao
Asidtica, no entanto quando somente os casos de infecgdo secundéria foram analisados foi
encontrado um aumento significativo de DENV2 e DENV3 comparado com o sorotipo
DENV4 em casos de FHD.
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1.15- Caracteristicas geneéticas do hospedeiro e gravidade a dengue

Estudos epidemioldgicos conduzidos em Cuba durante a epidemia de dengue ocorrida
em 1981 mostraram que o nimero de casos FHD é consideravelmente aumentado em brancos.
Como revisado por De La e cols (2006), 86% dos casos de FHD ocorreram em brancos e
apenas 7% em negros, sendo 0s 7% restantes em mulatos. Resultados similares foram obtidos
em estudos de epidemias subsequentes em 1997 e 2001. Interessantemente, foi visto que
linfocitos T CD4+ de reatividade cruzada para outro sorotipo sdo mais reativos em brancos do

gue em negros e consequentemente produzem mais citocinas (de la et al., 2006).

Em acordo com essas observacOes estd também a baixa incidéncia de FHD em
populacBes negras da Africa (Gubler et al., 1986; Halstead et al., 2001; Saluzzo et al., 1986).
Adicionalmente um estudo conduzido com criangas do Haiti mostrou uma completa auséncia
de casos de FHD, mesmo havendo uma taxa de soropositivadade entre os individuos

recrutados de 85% e a circulacdo de trés sorotipos virais (Halstead et al., 2001).

Outro estudo conduzido com individuos infectados no estado da Bahia mostrou uma
associacdo entre marcadores de ancestralidade Africana e protecdo a FHD (Blanton et al.,
2008). A consisténcia desses resultados apdiam a idéia de que fatores genéticos do hospedeiro

podem ter importante envolvimento na patogénese da dengue.

1.16- Estudos de associacfes genéticas & doencas infecciosas

Assim como foi visto para dengue uma marcante caracteristica da maioria das
doencas infecciosas por todo o mundo € sua variacao fenotipica inter-individual, abrangendo
desde uma infeccdo assintomatica até uma infeccdo letal (Casanova & Abel, 2007). Como
observado por varios estudos que mostraram que muitas doencas infecciosas como maléria,
hanseniase e leishmaniose quando observadas numa mesma area endémica com similar
exposicdo ao patogeno apresentam diferentes taxas de prevaléncia entre diferentes grupos
étnicos (Beiguelman, 1968; Bucheton et al, 2002; Dolo et al., 2005)

A epidemiologia genética tem por objetivo determinar se existe um componente
genético para uma certa doenca observada na populacdo levando em consideragédo os fatores

ambientais. Estudos desse tipo fazem uso de duas abordagens fundamentais para encontrar um
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gene patoldgico, o estudo de ligacdo, que é baseado em familias e 0 estudo de associagéo,
baseado em populagdes. O estudo de ligagdo acompanha a transmissédo de doenca ao longo de
poucas geracOes procurando por uma heranca consistente e repetida de um locus génico
sempre que a doenca € transmitida em uma familia. Esse tipo de estudo € realizado a partir da
analise de ligacdo fazendo uso da presenca de marcadores polimorficos ao longo de genoma.
Enquanto isso, o estudo de associagéo estuda a variacdo das frequéncias de um alelo em um
grupo de individuos afetados comparado com um grupo de pessoas ndo afetadas retirado da

mesma populacao fonte (Thompson &Thompson, 2008).

Os estudos de associacdo tem por finalidade encontrar uma significativa associacao
entre um fator de exposicdo e um desfecho. No caso dos estudos de associacdo genética o
fator de exposicao € um gene, mais precisamente um alelo; enquanto o desfecho € a doenga ou
suas diferentes formas clinicas. Um dos principais desenhos de estudos de associacdo é o
caso-controle (Pacheco & Moraes, 2009) que nesse caso pode seguir duas principais
metodologias: de genes candidatos ou estudo de associacdo em todo o genoma (GWAS, do
inglés Genome-wide association studies). Ao contrario do GWAS, onde sdo genotipados um
grande nimero de casos e controles para milhares de marcadores por todo o genoma, na
abordagem de genes candidatos o nimero de individuos e marcadores selecionados é bem

mais modesto (Marian, 2012).

Na estratégia de genes candidatos, a correta escolha dos genes assim como dos
individuos que irdo compor o0 grupo de casos e controles é de extrema importancia para o
sucesso do estudo. Para a escolha adequada de um gene candidato, é preciso ter um
conhecimento prévio dos mecanismos de patogénese da doenca. No caso da dengue, por
exemplo, sabe-se que citocinas, quimiocinas e receptores de entrada viral estéo relacionados a
sua imunopatogénese, logo genes que codificam algumas dessas proteinas sdo bons
candidatos.

Apos a selecdo dos genes, o proximo passo € a selecdo dos marcadores. Estes podem
estar tanto em regiGes internas quanto regides flanqueadoras do gene candidato. Varios
polimorfismos podem ser usados como marcadores genéticos, porém, na maioria das vezes 0s
polimorfismos de base tunica (SNPs) séo os polimorfismos preferidos, pois estdo amplamente

distribuidos por todo o genoma e séo de facil genotipificacdo (Pacheco & Moraes, 2009).

Dentre os critérios utilizados para a escolha dos SNPs que serdo estudados estdo a sua

prévia associagdo em estudos anteriores com outras doengas ou com a doenca em questdo.
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Entretanto, pode-se fazer uso de buscas de tags SNPs em bancos repositorios de

polimorfismos humanos como o Hapmap.

Outra etapa desafiadora no desenho caso-controle é a escolha dos representantes de
cada um desses grupos. Obviamente, os casos devem ser diagnosticados corretamente; devem
ser usados métodos de diagndstico com alta sensibilidade e especificidade. Enquanto isso, a
correta escolha dos controles pode ser 0 passo mais dificil durante um estudo caso-controle. O
ideal € que cada controle tenha sido exposto as mesmas condigdes que os casos diferindo
apenas no fator que se busca a associacdo, nesse caso a doenca. Outro importante fator que
deve ser levado em consideracdo nos estudos caso-controle é o tamanho amostral, o ideal €
que sejam feitos célculos fim de se obter o nUmero minimo de casos e controles necessarios
para se encontrar uma associagdo consistente e significativa estatisticamente (Pacheco &
Moraes, 2009).

1.17- SNPs associados a dengue e outras doencas infeciosas

Alguns genes sdo altamente polimorficos, especialmente os relacionados a resposta
imune. Um 6timo exemplo de variacdo genética do sistema imune € o complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) que inclui os genes do locus antigeno leucocitario humano
(HLA). Esse locus é altamente polimorfico e esta localizado préximo de muitos outros genes
com importantes e conhecidas funcdes imunoldgicas, como por exemplo, o fator de necrose
tumoral (TNF) e a linfotoxina-a (LTA). A grande diversidade genética do HLA pode ter
surgido como uma estratégia do hospedeiro para conter a diversidade antigénica dos
organismos infecciosos. Tal pressdo seletiva pode ter ocorrido também em outros genes da

resposta imune (Kwiatkowski et al., 2000).

Muitos SNPs ou hapldtipos em genes de citocinas/mediadores ja foram associados
suscetibilidade/ protecdo a varias doencas, inclusive a dengue. Como dito anteriormente, esses

genes sao 6timos candidatos para estudos de associacdo em doencas infecciosas.

Um bom exemplo é o SNP -308 A/G no gene TNF; foi observado que a forma a
alélica do gene que contém o nucleotideo adenina (A) possui maior afinidade a fatores de
transcri¢do resultando em um aumento da sua atividade (e consequentemente maior produgéo
da proteina) quando comparado a forma alélica que contém o nucleotideo guanina (G)

(Bayley et al., 2004). Esse polimorfismo ja foi associado a protecdo/suscetibilidade a varias
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doencas. No caso da dengue e malaria, por exemplo, a variante alélica que contém a adenina
foi associada a gravidade (Bayley et al., 2004; Fernandez-Mestre et al., 2004; Perez et al,
2010a). Por outro lado, essa mesma variante esta associada a protecdo a hanseniase (Cardoso
etal., 2011).

Outro gene da resposta imune muito estudado é o da IL-10. Devido a participacao
fundamental da IL-10 no sistema imune e nos processos inflamatorios, muitos trabalhos tem
descrito o estudo da associacdo entre varios polimorfismos nesse gene e o risco de
desenvolvimento de doencas associadas com desordens da imunidade e inflamacéo, incluindo,
cancer, doencas neurodegenerativas e autoimunes (Di Bona et al., 2012; Gibson et al, 2001;
Lazarus, 2006; Shao, 2011; Wei et al., 2011). Em doencas infecciosas, tanto virais quanto
bacterianas e micobacterianas, varias associa¢des tem sido encontradas entre SNPs no gene de
IL-10 e suscetibilidade/ resisténcia a essas doencas, como hepatites B e C (Lu et al., 2010),
AIDS (Opdal, 2004), tuberculose (Pacheco et al., 2008), hanseniase (Moraes et al., 2004) e
dengue (Perez et al., 2010a).

Além dos SNP -308 A/G no gene TNF e do hapl6tipo contendo o SNP -819 C/T no
gene da IL-10 (Fernandez-Mestre et al;, 2004; Perez et al., 2010a), vérios outros SNPs
presentes em genes como DC-SIGN (Sakuntabhai et al., 2005; Wang et al., 2011), receptor de
vitamina D (VDR) (Loke et al., 2002), lectina ligadora de manose (MBL) (Acioli-Santos et
al., 2008), JAK1(Silva et al., 2010), transportador associado ao processamento antigénico
(TAP-1) (Soundravally & Hoti, 2008), HLA (Appanna et al., 2010; Falcon-Lezama et al.,
2009) foram associados ao desenvolvimento de formas graves de dengue. Mais recentemente
dois estudos, incluindo um GWAS, encontraram fortes associacdes entre genes relacionados
ao complexo maior de histocompatibilidade classe 1 (MIC), Esses genes estdo na regido
MHC, porém fora do locus HLA (Garcia et al., 2011; Khor et al., 2011)

Devido ao consideravel aumento de criangas infectadas pelo virus da dengue que
desenvolveram manifestacGes clinicas graves como choque durante a epidemia de 2008, esse
trabalho procurou avaliar a participacdo da constituicdo genetica dos individuos infectados

como sendo um dos fatores envolvidos na patogénese da dengue.

Para isso, foi desenhado um estudo de associagdo do tipo caso-controle, onde buscou-
se encontrar associacdes entre polimorfismos genéticos nos individuos e o desenvolvimento
de dengue grave. Foram utilizados como casos, criangas com dengue grave internadas em

unidades de tratamento intensivo de quatro importantes hospitais do Rio de Janeiro. Para cada
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caso, foram selecionados até cinco controles residentes na mesma casa ou na vizinhanca.
Devido as caracteristicas do mosquito vetor, como descrito anteriormente, é muito provavel
que individuos vivendo muito proximos tenham sido infectados pelo mesmo virus transmitido

pela mesma fémea do Aedes aegypti.

Inicialmente foram selecionados SNPs (TNF-308, I1L-10-819, DC-SIGN -336) que ja
haviam sido associados a gravidade a dengue em trabalhos anteriores. Além desses, foram
selecionados também os SNPs: MIF-173, assim como trés SNPs, provenientes de uma busca
de SNPs realizado no HapMap, no gene do receptor CLEC5A. Adicionalmente, outros genes
candidatos com participacdo na patogénese de outras doencas foram selecionados para este
estudo, dentre eles, MRC-1 (mannose receptor, C type 1, CCR5 (chemokine (C-C motif)
receptor 5) e NODL1 e 2, donucleotide-binding oligomerization domain”, sdo receptores de
reconhecimento padrdo intracelulares relacionados a deteccdo de peptideoglicanos
bacterianos e ativacdo de vias que resultam na liberacdo de citocinas pr6 inflamatérias.
Polimorfismos em NOD2 podem contribuir para suscetibilidade a doencas inflamatorias
crénicas como Doenca de Crohn e doencas infecciosas como hanseniase (Cardoso et al.,
2011b; Le Bourhis et al., 2007).

MRC-1, outro receptor de reconhecimento padrdo lectina tipo C, reconhece moléculas
gue contem manose, fucose e N acetil glicosamina (Ezekowitz et al.,1990).0 polimorfismo
G396S, aqui estudado, esta localizado no éxon 7 do gene MRC-1 sendo um polimorfismo néao
sindnimo resultante da troca de uma adenina para uma guanina que resulta na mudanca do
aminoéacido glicina para serina na posicao 396 da proteina. Esse mesmo SNP ja foi associado

a suscetibilidade a hanseniase. (Alter et al., 2010)

O polimorfismo A 32, também selecionado para o presente estudo, estd localizado no
gene que codifica o receptor de quimiocina CCR5 resultando na delecéo de 32 pares de base
modificando o quadro de leitura do RNA mensageiro e produzindo uma proteina nao
funcional (Konishi et al., 2004; Samson et al., 1996). Sabe-se que 0 CCR5 é um importante co
receptor de entrada para 0 HIV presentes em linfocitos T. Carreadores da mutagdo A 32 sdo
resistentes a infecgcdo por HIV, essa mutacdo possui uma frequéncia de 0,092 em caucasianos,
porém ausente em negros da Africa Central e Ocidental assim como na populagio japonesa
(Konishi et al., 2004; Samson et al., 1996). Acredita-se que polimorfismos no CCR5 podem
ter um papel protetor em outras doencas assim como contribuir para processos inflamatorios

resultando em injuria tecidual (Klein, 2008). O polimorfismo A 32 pode ser um fator de risco
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para infeccdes por flavivirus como encefalites (Kindberg et al., 2008) e virus West Nile (Glass
et al., 2006)
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2- OBJETIVOS

2.1- Gerais

Este trabalho teve por objetivo avaliar a contribui¢do da constituicdo genética na gravidade da

dengue entre criancgas através de um estudo de associacdo do tipo caso-controle.

2.2- Objetivos especificos

Selecionar SNPs em genes candidatos com importante participacdo na patogénese da
dengue ou outras doengas infecciosas.

Obter e comparar a distribuicdo das frequéncias genotipicas, alélicas, de carreadores e
haplotipicas entre 0s casos e controles.

Avaliar os efeitos funcionais dos SNPs associados ao desfecho da dengue
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- Estudo caso-controle

3.1.1- Desenho experimental - Estudo caso-controle retrospectivo

Foi realizado um estudo do tipo caso-controle retrospectivo pareado onde 0s casos sao
representados por criangas/adolescentes internados durante a epidemia de 2007/2008 com
sintomas de dengue gravissimo em quatro centros de exceléncia de atencdo infantil no
municipio do Rio de Janeiro, sdo eles: Instituto Fernandes Figueira- IFF/FIOCRUZ, Instituto
de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira- IPPMG/UFRJ, Hospital Municipal Jesus e
Prontobaby- Hospital da Crianga.

O diagnostico dos casos foi obtido através da revisao dos prontuarios dos mesmos por
médicos especialistas, usando como critérios os sintomas da sindrome do choque: reposi¢éo
capilar lenta, pele fria e pegajosa, pressao sistdlica abaixo de 80mmHg para menores de cinco
anos de idade e abaixo de 90mmHg para maiores ou iguais a cinco anos de idade além de
pulsacdo menor ou igual a 20mmHg. Pacientes transplantados, com neoplasias, com doencas
autoimunes ou HIV positivos foram excluidos do estudo.

Né&o foi possivel obter a confirmacdo do diagndstico, por métodos laboratoriais, para
todos os casos envolvidos no estudo. Mesmo assim 49 (56%) dos casos foram reativos no
teste IgM para dengue. E todos foram reativos para IgG na mesma época (2010) em que o
soro do controles foi submetido ao teste de quantificacdo. Os responsaveis legais dos casos e
dos controles recrutados foram contatados dois anos apés a epidemia (2010) e apos aplicacao
de questionario e termo de consentimento o sangue foi coletado para estudos genéticos e

soroldgicos.

Para cada caso foram amostrados pelo menos quatro controles com idade préxima (3
anos para mais ou para menos) provenientes no entorno dos casos. Controles com alguma
relacdo de parentesco entre si ou com os casos foram excluidos deste estudo. O historico de
infeccdo prévia por dengue entre os controles ndo foi considerada. No entanto, aqueles que

haviam sido internados em UTI (unidade de tratamento intensivo) durante o periodo da
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epidemia foram excluidos, a fim de se evitar casos graves de dengue entre 0 grupo controle. A
taxa de soropositividade para dengue entre os controles, obtida através da quantificacdo de
IgG dengue especifico foi de 48%, sendo que 4% dos individuos permaneceram

indeterminados.

Entre os casos, 45 individuos sdo do sexo feminino com média de idade igual a 9,8 +
3,9 anos e 43 sdo do sexo masculino 10,2 + 3,62. Entre os controles 152 s&o do sexo feminino
com média de idade igual a 9,7 + 3,3 e 183 sdo do sexo masculino com média de idade igual
10,3 + 3,6.

Apbs os critérios de exclusdo (relacbes de parentesco ou controles ndo elegiveis)
permaneceram no estudo 88 casos e 335 controles. O estudo foi aprovado pelo comité de ética
37230.0.000.009-08 Instituto de Pesquisas Clinicas Evandro Chagas /FIOCRUZ.

3.2-  Selecdo de SNPs

Foram genotipados SNPs em genes candidatos de citocinas/mediadores como tumor
de necrose tumoral (TNF), fator de inibicdo de macréfagos (MIF) e interleucina 10 (IL-10).
Além de SNPs em genes de receptores de reconhecimento padrdo como MRC-1 (mannose
receptor, C type 1), DC SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-
Grabbing Non-integrin), NOD2 (nucleotide-binding oligomerization domain containing 2),
CLEC5A (C-type lectin domain family 5, member A) e o polimorfismo A32 (delegdo de 32
pares de base) no gene do receptor CCR5 (chemokine (C-C motif) receptor 5). Todos 0s
polimorfismos genotipados, assim como sua identificagdo no dbSNP sua localizagéo e troca
alélica estéo listados no quadro 1.

Os SNPs rs1800629 (-308G>A no promotor do gene TNF), rs1800871 (-819C>T no
promotor do gene de IL10), rs755622 (-173G>C no promotor do gene MIF), rs4804803 (-
336G>A no promotor do gene DC-SIGN), rs1926736 (396S na regido codificante de MRC1),
rs2066843 e rs751271 (no gene NODZ2) ja foram descritos na literatura em associa¢des a
suscetibilidade/protecdo a dengue grave ou outras doencas infeciosas. Os SNPs no gene
CLEC5A (rs1285933, rs13237944 e rs1285935) aqui estudados sdo resultado de uma busca
de tag SNPs no International Project Hap Map, que foi realizada utilizando os seguintes
parametros: populagdo CEU e YRI, cut off para R*de 0,8 e cut off para menor freqiiéncia

alélica de 0,05.
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3.3- Extragdo do DNA

O sangue total de cada individuo foi coletado em tubos contendo EDTA. A extragdo
do DNA gendmico foi realizada pelo método de salting out. A principio, as heméacias foram
lisadas com tampao TE (Tris-HCL 10 mM, EDTA 1 mM e agua Mili-Q qgsp). Apos lise das
hemacias, as células brancas foram lisadas overnight a 37 °C com uma solucdo contendo
tampéo de lise (Tris.HCI 10 mM, NaCl 400 mM e EDTA 2 mM), SDS 10% e proteinase K
(solucdo a 25 mg/mL). Apds a incubacdo, os restos celulares assim como as proteinas foram
precipitadas com uma solucdo de acetato de sddio saturada (aproximadamente 6,83 M) sendo
0 sobrenadante transferido para outro tubo ao qual foi acrescentado etanol absoluto (2 vezes o
volume total) a fim de precipitar o DNA. O DNA precipitado foi posteriormente lavado com
etanol 70%. E por fim diluido a 56°C por aproximadamente 3 horas em tampdo TE (Tris.HCI
5 mM; EDTA 0,1 mM). Finalmente, o DNA foi quantificado em espectrofotdmetro Nanodrop
ND1000 (Nanodrop Technologies) e estocado a -20 °C até o uso.

3.4-  Genotipagem por Discriminacéo Alélica

Todos os SNPs com excecdo do polimorfismo A32 no gene CCRS5 foram genotipados
pelo método de discriminacdo alélica por PCR em tempo real usando sistema TagMan
(Applied Biosystems). As reacbes foram realizadas em termocicladores ABI Prism 7000
Sequence Detection System ou Step One Plus Real time PCR System (Life Technologies)
utilizando as condigdes padrdes de ciclagem.

O volume final utilizado para a reacdo foi de 5uL sendo 3uL de mix contendo o
respectivo ensaio 40X concentrado (primers e sondas) diluido para concentracao final de 1X e
TagMan PCR Master Mix 1X juntamente com 2uL de DNA com concentracdo média de
50ng/uL. As amostras que ndo amplificaram tiveram a reacéo refeita em um volume final de
10 pL.
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3.5-  Genotipagem do polimorfismo A32

O polimorfismo A32 no gene CCRS5, que consiste em uma delecdo de 32 pares de
bases, foi determinado a partir do tamanho do fragmento amplificado. Foram usados 0s
seguintes primers: 5’-GGT CCT CAT ACA CCT GC-3’ (sense) e 5’-AGG ATT CCC GAG
TAG CAG ATG-3’ (antisense) nas seguintes condigdes de ciclagem: 95°C por 3 min para
desnaturacéo inicial seguidos de 35 ciclos a 95°C por 20 sec; 54°C por 20 sec e 72°C por 30
sec. Um ciclo final a 72°C por 3 min para extensdo final foi incluido. Apoés a reacéo de PCR,
as amostras foram aplicadas em gel de agarose 2%, preparado em tampédo TBE 0,5 X (Tris-
borato 0,045 M, EDTA 1 mM), e submetidas a eletroforese a 100 V utilizando o marcador de
peso molecular de 123pb (Invitrogen). As bandas foram visualizadas em transluminador e
fotografadas em sistema de fotodocumentagéo L-Pix Touch (Loccus Biotecnologia).

Quadro 3.1: Polimorfismos genotipados. Localizagdo cromossémica e regido génica, troca

alélica e identificacdo no dbSNP para todos os polimorfismos genotipados.

Gene/proteina | Cromossomo/Regido | dbSNP Troca de base
MIF Chr:22/promotor rs755622 G/A
TNF Chr:6/promotor rs1800629 G/A
IL-10 Chr:1/promotor CIT
rs1800871

Chr:7/intron 4 rs13237944 CIA
CLEC5A Chr7:/3° UTR rs1285935 CIT
Chr:7/3’near gene | rs1285933 C/T
DC-SIGN (CD209) | Chr 19:/promotor rs4804803 G/A
MRC-1 Chr:10/éxon 7 rs1926736 G/A

CCR5 Chr:3/éxon 3 rs333 Delegio de 32 pb
Chr:16/éxon4 rs2066843 C/T
NOP2 Chr:16/intron6 rs751271 AIG
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3.6-  Populagao do estudo funcional

A fim de fundamentar os resultados obtidos no estudo caso-controle, foi realizado um
estudo funcional. Uma segunda populacdo de criancas, independentes do estudo caso-
controle, com diagnoéstico de dengue confirmado por sorologia (IgM) admitidas no Hospital
Municipal Jesus (HMJ), localizado no Rio de Janeiro durante a mesma epidemia de 2008,

foram utilizados para essa analise funcional.

Cinquenta e um pacientes classificados por médicos e especialistas como casos
brandos, graves ou choque e que tiveram seu sangue coletado no periodo de defervescéncia
(fase critica, entre os dias 5 e 7 da infec¢do) ou depois de 15 dias do inicio do aparecimento
dos sintomas (fase de recuperacéo) foram utilizados para esse estudo. Depois de coletado, o
soro foi estocado a -70°C até uso.

Dentre essas 51 criancas, 13 foram classificadas como casos brandos de dengue (6 do
sexo masculino e 7 do sexo feminino com média de idade igual a 8.3 + 2.6); 20 foram
classificadas como casos graves (7 do sexo masculino e 13 do sexo feminino com idade
média de 9.5 + 3.0) e 5 foram classificados como choque (1 do sexo masculino e 4 do sexo
feminino com idade média de 11.7 + 1.1). Os pacientes recuperados que foram usados como
controle sdo representados por 9 individuos do sexo masculino e 4 do sexo feminino com
idade média de 8.4 £ 3.0.

Devido ao pequeno namero de pacientes com choque, estes foram agrupados com 0s

Casos graves.

3.7-  Quantificagdo de TNF no soro de pacientes

O TNF foi quantificado por multiplex Luminex, de acordo com instrucdes do
fabricante (Milliplex, Millipore ). Um “pool” de microesferas foram adicionadas em placas
de 96 pogos juntamente com as amostras. Estas foram incubadas overnight & 4 °© C sob
agitacdo. No dia seguinte, a placa foi lavada a vacuo e foi adicionado um “pool” de
anticorpos biotinilados para as citocinas. Apds incubacdo por 90 minutos a temperatura
ambiente e sob agitacdo foi adicionado estreptavidina-PE prosseguindo de incubacao por 30
minutos nas mesmas condic¢des. Uma solucdo STOP fornecida foi adicionada e a placa foi
lavada a vacuo. Apos ressuspensdo das microesferas com tampao, foi realizada a leitura da
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placa no aparelho Luminex® Instrumentation System. O célculo das amostras foi

processado pelo programa fornecido pelo aparelho.

3.8- Titulagdo de IgGs dengue especificas entre controles

O soro de todos os controles envolvidos no estudo foram testados quanto a presenca de
imunoglobulinas IgG para dengue usando o kit ELISA IgG Panbio, de acordo com instrugdes
do fabricante. Tal teste é utilizado para uma deteccdo qualitativa de anticorpos contra aos
sorotipos 1, 2, 3 e 4 do virus da dengue e apresenta uma sensibilidade de 96,3%. Valores de

IR acima de 1 foram considerados como reativos.

3.9- Andlises estatisticas

3.9.1- Estudo caso-controle

As analises estatisticas referentes ao estudo caso-controle foram feitas no software R
versdo 2.11.1 utilizando os pacotes Genetics e haplo.stats (R Development Core Team, 2008).
Primeiramente foram calculadas as freqiiéncias alélicas e genotipicas que foram
posteriormente testadas quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) através de teste qui-

quadrado (x?). Freqiiéncias de carreadores também foram calculadas para casos e controles.

Todas as fregiiéncias obtidas em casos e controles foram comparadas por regressao
logistica condicional devido ao pareamento por idade entre esses dois grupos. Assim foram
obtidos os valores da medida de associagdo, odds ratio (OR) com 95 % de intervalo de
confianca (IC). Foram obtidos valores de OR para modelos de regressao logistica condicional
com e sem ajuste para a co-variavel sexo. O teste holm foi aplicado para corre¢do de multiplas

comparagoes.

Para os genes CLEC5A e NOD2 foram calculados os valores de desequilibrio de
ligacdo entre os SNPs estudados através das medidas de D’ e . As freqiiéncias haplotipicas

foram comparadas nos dois grupos por regressdo logistica.
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Durante 0 desenho do estudo caso-controle foram realizados calculos de tamanho
amostral baseados no modelo mais simples da regressdo logistica, considerando um intervalo
de confianca de 95%, 80% de poder, razdo caso/controle de 1 para 4, frequéncia do menor
alelo entre controles de 40%, uma OR igual a 2 seria detectavel em uma amostra de 88 casos e

367 controles.

Devido ao resultado de reatividade (positivo ou negativo) para IgG dengue especifico
entre os controles; foram realizadas analises estatisticas alternativas, onde os casos, controles
reativos e controles nédo reativos foram comparados entre si, obtendo-se valores de OR com
95% de IC para cada uma das comparagdes (controles reativos versus nao reativos; casos

versus controles reativos e casos versus controles ndo reativos).

3.9.2- Estudo Funcional

As andlises estatisticas do estudo funcional foram realizadas no Prism 5 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). As medianas dos niveis de TNF foram comparadas entre 0s
diferentes grupos (casos brandos, incluindo com e sem sinais de alerta, casos graves incluindo
choque e pacientes na fase de recuperacdo que foram usados como controles). Foi utilizado

em todos os casos o teste Kruskal Wallis e o pds teste Dunn’s para multiplas comparagdes.

3.10- Meta-analise

Foi realizada uma meta-analise utilizando dados de trabalhos descrevendo associagoes
entre 0 SNP -336 no receptor DC-SIGN e gravidade a dengue. A pesquisa bibliogréfica foi
realizada no MEDLINE usando citagdes do Pubmed. Para a realizacdo da busca foram
utilizadas combinacdes das seguintes palavras chaves: “DC-SIGN”, “polimorfismos”, “SNPs”
e “dengue”. As referéncias dos trabalhos selecionados a partir da busca de palavras chave
também foram revisadas. Foram incluidos na meta-analise, estudos com dados genéticos
suficientes para obtencdo dos valores de OR, assim como foram excluidos aqueles que néao

apresentavam grupos de estudos equivalentes, como controles saudaveis.

Para cada estudo foram obtidas as freqliéncias e nimeros de alelos. A partir do célculo das

frequiéncias genotipicas esperadas foi utilizado o teste do qui-quadrado (x?) para testar se 0s
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grupos controles provenientes dos diferentes estudos se encaixavam no EHW. Caso 0s
trabalhos apresentassem frequéncias genotipicas desviando do EHW seriam excluidos. Todas
as andlises foram feitas em relagdo ao alelo de menor freqiiéncia. Um teste equivalente ao
Egger’s test foi realizado para testar o viés de publicacdo. A heterogeneidade entre os estudos
foi avaliada utilizando os testes Q de Cochran e I°. Os valores de OR cumulativa com IC de
95% foram obtidos através dos métodos Mantel-Haenszel para modelos fixos, enquanto os
métodos DerSimonian e Laird foram usados para os modelos aleatorios.

Foram realizadas analises para alelos, gendtipos e carreadores. Adicionalmente foram
realizadas analises omitindo os nossos resultados. Todas as analises foram realizadas no

software R verséo 2.11.1 utilizando os pacotes meta e metafor.
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4-RESULTADOS

4.1-Genotipagem do polimorfismo A32 por tamanho do fragmento amplificado

A genotipagem para o polimorfismo A32, no gene CCRS5 foi realizada por observacao
do tamanho do fragmento amplificado por PCR convencional. O produto da amplificagéo foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 3% como descrito em material e métodos.
Fragmentos com a delecdo apresentam 105 pb, enquanto fragmentos sem a delecdo possuem
137 pb (Figura 4.1). Nenhum dos individuos estudados apresentou genétipo homozigoto para
a delecdo. Do total de amostras, somente 10 ndo tiveram seu genotipo determinado para esse

polimorfismo devido a problemas na amplificagéo.

Figura 4.1- Genétipos para o polimorfismo A 32. Gel de agarose 3% mostrando os genétipos encontrados para
o polimorfismos delta 32 no gene CCR5. Faixas 1 e 2 gendtipo homozigoto sem a delecdo (delta 32 +/+) ; faixa
3, gendtipo heterozigoto (delta 32 +/-) ; faixa 4, padrao de peso molecular de 123 pb.

4.2-Genotipagem por discriminagéo alélica

Os SNPs rs1800629 (-308G>A no promotor do gene de TNF), rs1800871 (-819C>T
no promotor do gene de 1L10), rs755622 (-173G>C no promotor do gene de MIF), rs4804803
(-336G>A no promotor do gene DC-SIGN), rs1926736 (396S na regido codificante de

MRC1), rs2066843 e rs751271 (localizados no éxon 4 e intron 6, repectivamente, do gene
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NOD?2), assim como o0s trés SNPs no gene CLEC5A: rs13237944, 1285933 e 1285935 foram
genotipados por discriminacdo alélica a partir de PCR em tempo real, como descrito em
material e métodos. O sucesso de amplificacdo e genotipagem foi superior a 98% para todos
0s SNPs. Na figura 4.2 podemos ver o exemplo de um de grafico de amplificacdo para o0 SNP
rs751271 no NOD2.

Allelic Discrimination Plot

£

04 08 14 19

Figura 4.2- Discriminacao alélica por PCR em tempo real para o SNP rs751271 no gene NOD2. Cada ponto
representa uma amostra. A intensidade de fluorescéncia para cada sonda que carrega um fluoréforo diferente é

definida em cada eixo. Em verde estdo representados os heterozigotos TG. Em azul e vermelho, os homozigotos

TT e GG, respectivamente. Em preto no canto inferior podemos ver o controle negativo juntamente com as

[T }]

amostras nao discriminadas representadas por “x”.

4.3-Obtencdo e comparacao das frequéncias entre casos e controles

A variacdo nas frequiéncias obtidas entre casos e controles foi avaliada através dos
valores de “odds ratio” (OR). A razao de chances ¢ uma das medidas de associacdo utilizada
em estudos do tipo caso-controle. No presente estudo, considera-se a presenca de
determinado alelo como fator de exposicdo para desenvolvimento da forma grave de dengue.
Se a exposicdo ndo estiver relacionada com a doenga, a OR serd igual a 1. Se a exposicdo
estiver positivamente ou negativamente relacionada a doenga, a OR ser4 maior e menor do
que 1, respectivamente. Devido ao pareamento das amostras, foi utilizada a regresséo logistica

condicional em todos o0s casos, exceto para as analises haplotipicas.
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Todos os controles apresentaram distribuicdo de acordo com o equilibrio de Hardy-

Weinberg (EHW) para todos os loci aqui estudados (Tabela 4.1).

Tabela 4.1- Teste do EHW na populagéo de controles para os SNPs estudados.

Polimorfismos +* (p valor) para EHW
rs1800629 (TNF-308) 0,06 (0,80)
rs1800871 (1L10-819) 0.00 (0,94)

rs755622 (MIF-173) 0,09 (0,75)
rs1926736 (MRC1) 0,81 (0,37)
rs4804803 (NOD2) 0,85 (0,35)
rs751271 (NOD2) 0,28 (0,59)
rs13237944 (CLEC5A) 0.00 (0,92)
rs1285933 (CLEC5A) 0,68 (0,40)
rs1285935 (CLEC5A) 0.00 (0,93)
1s333 (A 32 CCRS5) 1,10 (0,29)
rs4804803 (DC-SIGN-336) 0,65 (0,41)

Valores de y* (p valor) para o teste do EHW entre os controles. Todos os SNPs

mostraram distribuicdo de acordo com o esperado pela lei na populagdo de controles.

4.4-Polimorfismos no gene CLEC5A

Os trés SNPs selecionados para esse gene séo provenientes de uma busca de Tag SNPs
no HapMap. Como pode ser visto na Figura 4.3, esses SNPs estdo localizados em regides néo-

codificantes do gene, estando presentes nas regides 3’ UTR (rs1285935), 3’near gene

(rs1285933) e intronica (rs13237944).

Na tabela 4.2, estdo listadas todas as frequéncias obtidas para casos e controles, 0s
valores de OR assim como o p valor para os trés SNPs no CLEC5A. Foi encontrado um valor
de OR significativo estatisticamente (p<0,05) para o geno6tipo TT do SNP rs1285933

(OR=2,25, p=0,03), além uma associacdo borderline para carreadores T (CT/TT) desse
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mesmo SNP (OR= 1,90, p=0,06). Entretanto, p valor global para a analise genotipica desse

SNP néo foi significativo (p=0,09).

N&o foram encontradas associagdes significativas para os SNPs rs1285935 e
13237944,

-—1 1 <01

Figura 4.3- Localizacdo dos SNPs estudados no gene CLEC5A. Barras em verde representam as regides nao
traduzidas; barras em azul os éxons. O SNP rs1285933 esta localizado na regido 3’ near gene; o SNP rs1285935

na regido 3”UTR e o rs13237944 no intron 4.

Tabela 4.2- Comparacdo de frequéncias entre casos e controles para os SNPs no gene
CLECHA.

SNP . . Regressédo logistica
Gendétipo/ alelo N? (frequéncias) o
condicional

Casos Controles OR (95% ClI) p valor

CcC 56(067) 209(0.63) referéncia
CA 25(0.30)  109(0.33) 0,83 (0.48-145)  0.52
CLECS5A intron AA 2(0.02) 13(0.04)  0.53(0.11-2,50)  0.43
(rs13237944) Alelo C 137(0.83) 527(0.80) referéncia
Alelo A 29(0.17)  135(0.21)  0.87(0,54-1.42)  0.60

Carreadores A 27(0.32) 122 (0.37)  0.80(0.47-1.37) 0.42

CcC 12 (0.14) 76 (0.23) referéncia
CLECSA 3 cT 46(0.53) 175(0.53) 1.74(0.85-355)  0.12
near gene TT 28 (0.33) 81 (0.24) 2.25 (1.07-4.87) 0.03*
(rs1285933) Alelo T 102 (059) 339 (0.51) 1.23(0.85-1.80)  0.27
Alelo C 70 (0.41) 327 (0.49) referéncia
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Carreadores T 74 (0.86) 256 (0.77)  1.90 (0.97-3.76) 0.06°

cC 64 (0.74) 252 (0.76) referéncia

CT 21(0.24) 75(0.23) 1.06(0.61-1.84)  0.81
CLEC5A

TT 2 (0.02) 6 (0.02) 1.25(0.25-6.26)  0.78
3’UTR

Alelo C
(rs1285935) 149 (0.86) 579 (0.87) referéncia

Alelo T 25(0.14) 87(0.13)  1.06(0.63-1.78)  0.81

Carreadores T 23(0.26)  81(0.24)  1.08(0.64-1.83)  0.74

Numero total de casos e controles genotipados para cada SNP no gene CLEC5A pode variar devido a problemas
na amplificacdo do DNA. Alelo ou genétipo de maior freqiiéncia foi utilizado como referéncia, exceto para o
SNP rs1285933. Odds ratio (OR) com 95% de interval de confiancia (CI) e p valor (* p<0.05; ++p<0.10).

4.5- SNPs nos genes TNF, MIF e IL-10, CCR5, MRC-1, NOD2 e DC-SIGN

As freqiiéncias para casos e controles dos SNPs rs1800629 (TNF), rs755622 (MIF),
rs1800871 (IL-10), rs333 (CCR5), rs1926736 (MRC-1), rs4804803 (DC-SIGN), rs2066843 e
rs751271 (NOD2) sdo mostradas na tabela 4.3.

Na nossa populacdo foi encontrada uma associacdo de protecdo estatisticamente
significativa para o genotipo GG do SNP -336 (rs4804803) (OR=0,12; p=0,04; p
global=0,01). Apds o ajuste para multiplas comparagdes, utilizando o teste Holm, obteve-se

um p-valor global de 0,2.

Para os demais SNPs (nos genes TNF, IL-10, MIF, MRC-1, CCR5 e NOD2) néo
foram encontradas diferencas significativas na distribuicdo das freqiiéncias entre casos e
controles (Tabela 4.3). Mesmo assim, com um olhar mais cuidadoso na distribuicdo de
frequéncias nestes SNPs observamos que o SNP -819C>T no gene de IL-10 tem uma

frequéncia de gendtipo CC de 49% nos casos, enquanto que em controles apenas 40%.

44



Tabela 4.3- Comparacdo de frequéncias entre casos e controles para 0os SNPs presentes nos
genes TNF, MIF, IL-10, CCR5, MRC1, NOD2 e DC-SIGN.

SNP Genotipo/alelo N° (frequéncias) Regressao Logistica
Condicional

Casos Controles OR (IC 95%) p valor
GG 64 (0.78) 271 (0.80) referéncia

GA 16 (0.20) 66 (0.19) 1.04 (0.55-1.98) 0.89

rs1800629 AA 2(0.02) 6 (0.02) 2.55 (0.42-15.46) 0.31

(TNF-308) Alelo A 20 (0.12) 73(0.11) 1.09 (0.61-1.96) 0.76
Alelo G 144 (0.88) 585 (0.89) referéncia

Carreadores A 18 (0,22) 72 (0,21) 1.12(0.60-2.08) 0.72

GG 43 (0.50) 168 (0.51) referéncia
CG 34 (0.40) 134 (0.40) 1.01 (0.61-1.67) 0.96
rs755622 CcC 9 (0.10) 30 (0.09) 1.12 (0.49-2.54) 0.79
(MIF-173) Alelo G 120 (0.70) 470 (0.71) referéncia
Alelo C 52 (0.30) 194 (0.29) 1.02 (0.68-1.54) 0.92

Carreadores C 43 (0.50) 164 (0.50) 1.03 (0.63-1.66) 0.90

TT 11 (0.13) 44 (0.14) 0,79 (0,37-1,64) 0,51
CT 33(0.38) 149 (0.46) 0,69 (0,40-1,17) 0,16
rs1800871 cC 42 (0.49) 132 (0.40) referéncia
(IL10-819) Alelo T 55(0.32)  237(0.37) 0,85(0,57-1,27) 0,43
Alelo C 117 (0.68) 413 (0.64) referéncia

Careadores T 44 (0.51) 193 (0.60) 0.70 (0.43-1.16) 0.17

DD 82 (0.94) 313 (0.96) referéncia
333 Dd 5(0.03) 13 (0.04) 1.44 (0.46-4.07) 0.62
rs
Alelo D 169 (0.97) 639 (0.98) Referéncia
(A 32 CCR5)
Alelo d 5 (0.03) 13 (0.02) 1.24 (0.40-3.85) 0.70
Carreadores d 5 (0.06) 13 (0.04) 1.32 (0.43-4.07) 0.53
GG 48 (0.56) 182 (0.56) Referéncia
GA 32(0.37) 119(0.37) 1.0 (0.61-1.66) 0.99
rs1926736
AA 6 (0.07) 26 (0.08) 0.83(0.33-2.14) 0.70
(MRC1) .
Alelo G 128 (0.74) 483 (0.74) Referéncia
Alelo A 44 (0.26) 171 (0.26) 0.97 (0.63-1.48) 0.90
Carreadores A 38 (0.44) 145(0.45) 0.97 (0.60-1.56) 0.91
rs2066843 CcC 57 (0.65) 231 (0.69) Referéncia
(NOD2) TC 26 (0.30) 90 (0.27) 1.21 (0.71-2.06) 0.48
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TT 5 (0.06) 13 (0.04) 1.39 (0.47-4.13) 0.55
Alelo T 36 (0.2) 116 (0.17) 1.16 (0.73-1.85) 0.52
Alelo C 140 (0.8) 552 (0.83) Referéncia

carreadoresT 31(0.36) 103 (0.30) 1,23 (0,74-2,05) 0.41

GG 35(0.40) 112 (0.34) Referéncia

TG 43(0.49) 163 (0.49)  0.83(0.50-1.38) 0.48
rs751271

(NOD2) TT 10 (0.11) 59 (0,18) 0.55 (0.25-1.19) 0.13
Alelo T 63(0.36) 281 (0.42)  0.83(0.57-1.22) 0.36

Allele G 113 (0.64) 387 (0.58) Referéncia
CarreadoresG ~ 78(0.89) 275 (0.82) 1,61 (0,8-3,29) 0.18
GG 1(0,01) 28 (0,09) 0,12 (0.01-0,9) 0,04*
GA 33(0,39) 122(0,38) 0,90 (0,55-1,47) 0,68

54804803 AA 51(0,60) 172 (0,54) referéncia
(Dcégé)GN ) Alelo G 35(0,21) 178(0,28)  0,81(0,53-1,26) 0,35

Alelo A 135(0,8) 466 (0,72) referéncia

Carreadores G 34 (0,40) 150 (0,47) 0,76(0,47-1,22) 0,25

Numero total de casos e controles genotipados para cada SNP no gene DCSIGN pode variar devido a problemas

na amplificacdo do DNA. Em todos os casos foi usado como referéncia o alelo ou genétipo de maior frequéncia.
Odds ratio (OR) com 95% de intervalo de confianca (CI) e p valor (* p<0.05; ++p<0.10).

4.6-Analises haplotipicas para SNPs nos genes CLEC5A e NOD2

Os valores de desequilibrio de ligacdo (LD) para os SNPs nos genes CLECSHA e
NOD?2 foram obtidos através do célculo de r? (Figuras 4.4 A e B). Esses valores foram baixos,
indicando que os mesmos provavelmente ndo estdo em desequilibrio de ligacdo sugerindo
diferentes bins. Assim, foram realizadas analises haplotipicas com o arranjo dos SNPs
pertencentes aos diferentes bins. Na tabela 4.4 estdo listadas as fregliéncias para casos e

controles dos possiveis haplotipos para 0os SNPs estudados nos genes CLEC5A e NOD2.

Como pode ser visto, foi encontrada uma associagdo de protecéo, significativa para o
haplotipo contendo o alelo C para os trés SNPs (C/C/C) no gene CLEC5A (OR=0,54;
p=0,03). Esse resultado é complementar ao que foi observado anteriormente (Tabela 2) de que
0 gendtipo TT do SNP rs1285933 estaria associado ao risco de desenvolvimento de dengue

grave.

Né&o foram encontradas associagdes significativas para os haplotipos no gene NOD2.
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A CLEC5A
rs1285933 rs1285935

rs13237944| 0,21 0,38
rs1285933 0,15

B NOD2
rs2066843 rs2066843
rs751271 0,13

Figura 4.4- Valores de r? para SNPs nos genes CLEC5A e NOD2. O desequilibrio de ligagéo entre os SNPs
nos genes CLEC5A e NOD2 foram estimados a partir dos valores de r? obtidos para cada par de SNPs

Tabela 4.4-Comparacdo de frequéncias haplotipicas entre casos e controles para 0s SNPs nos
genes CLEC5A e NOD2.

Haplotipos CLEC5A

rs13237944/rs1285933/rs1285935 €asos controles OR (IC 95%) p valor

A/CIC 0,16 0,19 0,71 (0,44-1,17) 0,18
C/C/C 0,10 0,17 0,54 (0,30-0,97) 0,03*
C/ICIT 0,14 0,13 0,97 (0,58-1,61) 0,90
CITIC 0,59 0,50 Referéncia
Haplotipos NOD2
rs2066843/rs751271 casos controles OR (IC 95%) p valor
CIG 0,44 0,41 Referéncia
CIT 0,36 0,41 0,80 (0,55-1,16) 0,25
TIG 0,20 0,17 1,14 (0,73-1,77) 0,56

Haplétipos com maior frequéncia foram usados como referéncia e aqueles com freqiiéncia inferior a 0,05 foram

excluidos da analise. Odds ratio (OR) com 95% de interval de confiancia (CI) e p valor (* p<0.05)
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4.7-Comparacao das frequéncias dos SNPs entre casos e controles de acordo com

presenca de 1gG especifico para dengue.

Devido ao resultado da quantificacdo de imunoglobulinas IgG especificas para
dengue, entre os controles, que mostrou reatividade de 48% entre os mesmos; foram
realizadas novas comparacOes entre as freqiiéncias dos SNPs dos casos com os controles

estratificados de acordo com a reatividade ao 1gG: controles ndo reativos e controles reativos.

Como pode ser visto na tabela 4.5, para o SNP rs1285933/ CLEC5A, quando 0s casos
foram comparados somente com os controles reativos para 1gG, obtivemos um valor de OR
igual a 2,03. Apesar desse valor continuar alto e proximo da OR obtida anteriormente, que foi
igual a 2,24 esta ndo foi significativa estatisticamente. Adicionalmente, quando 0s casos
foram comparados aos controles ndo reativos para IgG, observa-se uma diferencga significativa

da frequéncia do genétipo TT (OR=3,07, p valor= 0,03) entre 0s dois grupos.

Em relagdo gendtipo GG do SNP rs4804803/-336 DC-SIGN, quando os casos foram
comparados somente com 0s controles reativos, o valor de OR sofreu uma pequena
modificacdo passando de 0,12 para 0,14. No entanto, o p valor passou a ser borderline
(OR=0,14; p=0,06). Né&o foi observada diferenca significativa entre a OR dos casos com 0s
controles ndo reativos para esse SNP. Para os demais SNPs, presentes nos outros genes, ndo
foram observadas diferencas nas significancias dos valores de OR antes e depois das analises

de acordo com a presenca de 1gG dengue especifico entre os controles (dados ndo mostrados).

Tabela 4.5- Valores de OR para comparacéo de frequéncias dos SNPs rs1285933 no gene de
CLECS5A e -336A/G no gene de DC-SIGN de acordo com a reatividade de 1gG dengue

especifico entre controles.

SNP OR (p valor)
Controles reativos vs Controles ndo reativos Controles reativos vs
N30 reativos VS casos casos
CLEC5A /rs1285933

CC Referéncia

CT 1,54 (0,28) 1,73 (0,28) 1,60 (0,25)

T 1,93 (0,17) 3,07 (0,03%) 2,03 (0,12)
Alelo C Referéncia
Alelo T 1,20 (0,45) 1,38 (0,20) 1,18 (0,43)
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Carreadores T 0,65 (0,19) 2,23 (0,09¢¢) 1,69 (0,19)

rs4804803/-336DC-

SIGN
GG 0,62 (0,18) 0,22 (0,18) 0,14 (0,06¢°¢)
GA 1,57 (0,45) 0,96(0,91) 0,96(0,88)
AA Referéncia
Alelo G 0,93 (0,80) 0,90 (0,75) 0,78(0,46)
Alelo A Referéncia
Carreadores G 0,76 (0,4) 0,86 (0,66) 0,82 (0,46)

Odds ratio (OR) e p valor (* p<0.05; *p<0.10).

4.8- Meta-analise dos estudos de associacdo ente 0 SNP -336 A/G no gene de DC-SIGN
(rs4804803) e formas graves de dengue

Devido a associacdo de protecdo encontrada no presente estudo, para o0 SNP -336
(rs4804803) promotor do gene DC-SIGN foi realizada uma meta-anélise de nossos resultados
juntamente com dados obtidos de outros artigos. Ao todo foram encontrados no Pubmed trés
artigos sobre estudos de associacdes (com ou sem significancia estatistica) entre esse SNP e
gravidade a dengue (Sakuntabhai et al., 2005; Wang et al., 2011; Silva et al., 2010).
Entretanto, um dos artigos (Silva et al., 2010) foi excluido por ndo possuir dados genéticos

suficientes para a reanalise.

Nos estudos remanescentes, foram selecionados somente os casos de FHD, que foram
comparadas aos nosso grupo de casos, além dos grupos controle representados por individuos
saudaveis (independente da historia de infeccdo por dengue). No estudo de Sakuntabhai e
cols. (2005) as trés coortes estudadas foram analisadas separadamente. Na tabela 4.6 estdo
listadas as frequéncias alélicas, genotipicas e de carreadores em relacdo ao alelo de menor

frequéncia para o SNP -336 DC SIGN para cada estudo envolvido na meta-analise.
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Tabela 4.6- Frequiéncias para 0 SNP -336 DC-SIGN dos estudos envolvidos na meta- analise.

-336 Sakuntabhai Sakuntabhai ~ Sakuntabhai Wang N0Ssos
DC-SIGN (2005) (2005) (2005) (2011) resultados
Coorte RA Coorte SI Coorte KK
GG 4 (0,02) 0 (0) 0(0) 2 (0,01) 1(0,01)
casos GA 38 (0,21) 43 (0,26) 16 (0,15) 29 (0,22) 33(0,39)
AA 140 (0,77) 124 (0,74) 87 (0,84) 104 (0,77) 51 (0,60)
Total 182 167 103 135 85
Alelo A 318 (0.87) 291 (0.87) 190 (0,92)  238(0,88)  135(0,79)
Alelo G 46 (0,13) 43 (0,13) 16 (0,08) 33(0,12) 35(0,21)
Carr G 42 (0,23) 43 (0,26) 16 (0,15) 31(0,23) 34 (0,40)
GG 5 (0,02) 1(0) 30,02) 0 (0) 28 (0,09)
GA 51 (0,17) 44 (0,21) 31(0,17) 9 (0,07) 122 (0,38)
controles AA 240 (0,81) 169 (0,79) 149 (0,81) 111 (0,93) 172 (0,53)
Total 296 214 183 120 322
Alelo A 531 (0,90) 0,90 (0,89) 329 (0,90)  230(0,96) 466 (0,72)
Alelo G 61 (0,10) 46 (0,11) 37 (0,10) 9 (0,04) 178 (0,28)
Carr G 56 (0,19) 45 (0,21) 340,18) 9 (0,07) 150 (0,46)

Numeros e freqiiéncias genotipicas, alélicas e de carreadores em relacdo ao alelo de menor frequéncia. Os casos
dos trabalhos de Sakuntabhai et al.(2005) e Wang et al. (2011) s&o representados por pacientes com FHD e
foram comparados aos nossos casos. Todos os controles sdo representados por individuos saudaveis,

independente do histdrico de dengue.

Todos os grupos controles apresentaram distribui¢do de freqliéncias genotipicas como
esperado pelo EHW (Tabela 4.7). Além disso, todas as categorias testadas (alelos, genétipos e
carreadores) ndo apresentaram p-valor significativo para o teste equivalente ao Egger’s teste
para funnel plot symmetry, que avalia possiveis vieses de publicacdo (Tabela 4.8). Nesse teste,

a hipotese alternativa € a presenca de assimetria no grafico condizente com a presenca de viés.

A anélise de alelos e carreadores mostraram significativa heterogeneidade entre os
estudos como indicado pelo teste Q Enquanto isso, para a analise de gendtipos ndo foi
observado significativa heterogeneidade entre os mesmos (Tabela 4.8). A heterogeneidade
também foi avaliada através do teste I>. Quanto mais alto for o valor de 1%, maior sera a

heterogeneidade entre os estudos (Tabela 4.8)
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Tabela 4.7-Valores do teste qui quadrado (x°) para o EHW nas populag@es de controles

Referéncias Qui quadrado (p valor)
Sakuntabhai (2005) Coorte RA 1,36 (0,24)
Sakuntabhai (2005) Coorte Sl 1,10 (0,29)
Sakuntabhai (2005) Coorte KK 0.84 (0,17)

Wang (2011) 0,19 (0,66)

Tabela 4.8-Valores Egger’s test modificado para as categorias de alelos, genoétipos e

carreadores
Egger teste modificado(p valor)  Q (p valor) 1°%
Alelos G 1,07 (0,36) 16,6 (0.0023) 76
Gen6tipos GG -0,38 (0,73) 6,06 (0,19) 34
Carreadores G 0,97 (0,40) 12,7 (0,013) 68,4

A contagem total de alelos, gendtipos e carreadores, assim como os valores de OR
cumulativa, os intervalos de confianca e o p valor sdo mostrados na tabela 4.9, tanto para o
efeito fixo quanto para o efeito aleatério. Como pode ser visto, o p-valor foi maior que 0,05
para todas as ORs em ambos os efeitos. Somente na analise genotipica, foi observada uma
maior diferenca entre a significancia das ORs obtidas pelos modelos fixo e aleatérios

(OR=0,5; p=0,09 e OR=0,61; p=0,43), respectivamente.

Na figura 4.5 podemos ver a representacdo grafica da meta-analise, mostrando 0s
valores das ORs de cada um dos estudos, para o alelo G, genotipos GG e carreadores G

(GG/GA) para os modelos de efeito fixo e aleatorio.

Tabela 4.9- Meta-analise do SNP -336 DC-SIGN (rs4804803)

Meta-analise/ efeito fixo Meta-analise/ efeito aleatdrio

Casos  controles OR 95% CI pvalor OR 95% CI p valor
Alelo G 173 331 1,08 [0.88;1.34] 0,43 1,16  [0.74; 1.83] 0,51
Geno6tipoGG 7 37 0,50 [0.22;1.11] 0,09 0,61  [0.18;2,07] 0,43
Carreadores G 166 294 1,19 [0.95; 1.51] 0,13 1,24  [0.80; 1.92] 0,33
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Figura 4.5- Meta-analise de trés estudos de associagdo do SNP -336 DC-SGN e gravidade a dengue. A
Meta-andlise foi feita com modelos de efeito fixo e aleat6rio. Barras representam 95% CI. O tamanho de cada

quadrado indica o peso do estudo na OR final.

Posteriormente, foram realizadas analises alternativas sem os nossos dados. Os valores
dos testes de viés de publicacdo (Egger’s test modificado) assim como dos testes de

heterogeneidade (teste Q e 1%) para essas novas analises podem ser vistos na tabela 4.10.

A partir dessas andlises foram observadas grandes diferenca nos valores de OR,
principalmente para as anélises de alelos e carreadores utilizando modelos de efeito fixo,
nesses casos as ORs obtidas foram (OR=1,30; p=0,03) e (OR=1,37; p=0,02), para o alelo G e
carreadores G, respectivamente. Apesar dos valores de OR obtidas pelo modelo de efeito
aleatdrio ndo terem apresentado significancia estatistica estas também foram maiores do que 1
(tabela 4.11 e figura 4.6).

Por outro lado, as analises genotipicas sem 0s nossos dados, ndo apresentaram ORS
estatisticamente significativas para ambos os modelos, embora esses valores também tenham

sido direcionados ao risco (tabela 4.11 e figura 4.6).
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Tabela 4.10-Valores Egger’s test modificado e heterogeneidade (teste Q e 1% para as

categorias de alelos, gendtipos e carreadores

Egger teste modificado(p valor)  Q (p valor) 1°%

Alelos G 0,67 (0,58) 9,92 (0.02) 69,8
Gen6tipos GG 0,45 (0,69) 2,19 (0,53) 0

Carreadores G 0,73 (0,54) 8,7 (0,03) 65,5

Tabela 4.11- Meta-anélise do SNP -336 A/G no gene de DC-SIGN (rs4804803) sem 0s

nossos dados

Meta-andlise/ efeito fixo Meta-analise/ efeito aleatdrio

casos controles OR 95% CI p valor OR 95% CI p valor
Alelo G 173 303 1,30 [1,02;1.67] 0,03 1,35  [0.83;2.20] 0,22
GendtipoGG 6 9 1,04 [0.40; 2.72] 0,93 1,08  [0.37; 3,14] 0,88

CarreadoresG 131 116 1,37 [1,05;1.80] 0,02 1,41 [0.87;2.30] 0,16

Alelo G Genotipo GG Carreadores G
study
Sakuntabhai(2005)coorte RA e !
Sakuntabhai (2005) coorte S —— —am T
Sakuntabhai (2005) coorte KK - —
Wang (2011) i e

Efeito Fixo ﬁ:; i
Efeito aleatdrio —_ -
0 ?,;1 15 r |
© Odds Ratio 01 0512 10 0751 135
Odds Ratio Odds Ratio

Figura 4.6- Meta-analise de estudos de associacdo do SNP -336 DC-SIGN e gravidade a dengue. A meta-
andlise foi feita com modelos de efeito fixo e aleatério excluindo nossos dados. Barras representam 95% CI. O

tamanho de cada quadrado indica o peso do estudo na OR final.
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4.9- Estudos Funcionais

Como foi visto por outros autores, a interacdo do virus Dengue com o receptor
CLECS5A resulta na liberagdo de citocinas pro-inflamatorias dentre elas, o TNF, o que pode
contribuir muito para o agravamento da dengue. Devido a essas evidéncias, nds analisamos a
producdo de TNF de acordo com genotipos do SNP rs1285033/ CLEC5A. Adicionalmente a
producdo de TNF também foi avaliada de acordo com o0 SNP -336 DC-SIGN (rs4804803)

Uma segunda populagdo, composta por 51 pacientes, também criancas, com
diagndstico confirmado de dengue e que tiveram o soro coletado entre os dias 5 e 7 da
infeccdo ou durante a fase de recuperacdo (15 dias apds os sintomas) foi selecionada para o
estudo funcional. Devido ao pequeno numero amostral apds a estratificacao por dia (5,6 ou 7)
esses pacientes foram todos agrupados sem repeticdo do mesmo individuo em dias diferentes.
O periodo entre os dias 5 e 7 da infeccdo corresponde ao periodo de defervescéncia,
considerado como a fase critica da dengue, onde é consideravelmente maior a ocorréncia de

choque.

4.10-Genotipos do SNP rs1285933/ CLEC5A e producdo de TNF em pacientes com

dengue.

Quando as medianas dos niveis de TNF foram comparadas nos pacientes,
independente da forma clinica da dengue (brandos e graves), apesar de ser observado um
aumento de TNF a partir de individuos CC em direcdo a individuos TT, esse aumento ndo foi
significativo (Figura 4.7 A). Entretanto, quando essa mesma anélise foi realizada levando em
consideracdo carreadores T (CT/TT) podemos observar um significativo (p<0,05) aumento

nos niveis de TNF nesse grupo em relagdo aos controles (Figura 4.7 B).

Posteriormente, quando os niveis de TNF foram comparados somente entre 0S casos
brandos, nenhuma diferenca foi observada entre individuos CC vs CT/TT, mesmo assim
individuos CT/TT produziram significativamente mais TNF (p<0,05) do que controles
(Figura 4.7 C). Adicionalmente, quando somente os casos graves foram comparados,
podemos observar que individuos carreadores T (CT/TT) produziram significativamente mais

TNF do que individuos CC e controles (figura 4.7 D). Curiosamente, quando essa mesma
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analise foi realizada levando-se em consideracdo os trés gendtipos separadamente, nenhuma

diferenca significativa foi observada em relacdo aos niveis de TNF (Figura 4.7 E)
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Figura 4.7- Niveis circulantes de TNF no soro de pacientes com dengue de acordo com o SNP rs1285933
no gene CLECS5A. TNF foi quantificado entre os dias 5 e 7 da infec¢do. Pacientes que tiveram o soro coletado
15 dias ap6s o aparecimento dos sintomas (fase de recuperacdo) foram utilizados como controles. Mediana dos
niveis de TNF foi comparada em individuos: A) independente da forma clinicada dengue (brandos e graves) de
acordo com todos 0s possiveis genotipos; B) independente da forma clinica da dengue e em carreadores T
(CT/TT); C) somente em pacientes com dengue branda; D) Somente em pacientes graves e em carreadores T
(CT/TT); E) Somente em pacientes graves com todos 0s possiveis gendtipos.** P<0.05, obtido por Kruskal-
Wallis teste e corre¢do de Dunn para multiplas comparagdes

4.11-Genotipos do SNP rs4804803/ DC-SIGN e producdo de TNF em pacientes com

dengue.

Os niveis de TNF no soro de pacientes com dengue também foi avaliado de acordo
com o0s genotipos para 0 SNP rs4804803/DC-SIGN. Devido ao pequeno numero de
individuos GG, as analises foram realizadas com carreadores G (AG/GG). Quando todos 0s
pacientes foram comparados (independente da forma clinica da dengue) entre si, ndo houve
diferenca nos niveis de TNF entre individuos AA vs AG/GG, mesmo assim individuos AA

produziram significativamente mais TNF (p<0,01) do que controles (Figura 4.8 A)

Posteriormente quando somente pacientes brandos e graves foram comparados
separadamente, também n&o foi observada significativa diferenca na producdo de TNF entre
individuos AA vs GA/GG, mesmo assim individuos AA brandos e graves tiveram um
aumento significativo (p<0,01) e borderline (p<0,10), respectivamente, nos niveis de TNF em

relacdo aos controles (Figuras 4.8 B e C)
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Figura 4.8- Niveis circulantes de TNF no soro de pacientes com dengue de acordo com o SNP rs4804803
no gene DC-SIGN. TNF foi quantificado entre os dias 5 e 7 da infeccdo (fase de defervescéncia e periodo
critico), pacientes que tiveram o soro coletado 15 dias ap0s o aparecimento dos sintomas (fase de recuperagao)
foram utilizados como controles. Mediana dos niveis de TNF foram comparadas em individuos: A) independente
da forma clinica da dengue. B)Somente nos casos brandos C) somente nos casos graves. *** P<0.01,**p<0,05 e
p<0,10 obtido por Kruskal-Wallis teste e correcdo de Dunn para multiplas comparac6es;
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5- DISCUSSAO

Apesar das evidéncias de que a resposta imune secundaria a sucessivas infeccdes por
sorotipos heter6logos do virus Dengue possa ser a principal causa para o agravamento da
infeccdo, outros fatores como as caracteristicas da cepa viral infectante e as caracteristicas
genéticas do hospedeiro também parecem ser importantes para o curso e desfecho da doenca.
Nesse trabalho, sdo apresentados resultados que apdiam a hipOtese da participagdo da

constituicdo genética dos individuos no desenvolvimento de formas graves de dengue.

No presente estudo, dois SNPs localizados em genes de importantes receptores virais
envolvidos na infeccdo e patogénese da dengue foram associados ao risco e protecdo a dengue
grave. Um deles é o SNP rs1285933, presente na regido 3’ “near gene” do receptor CLEC5A.
O outro € 0 SNP rs4804803, localizado no promotor do gene do receptor DC-SIGN. Tais
associacfes foram encontradas a partir de um estudo caso-controle composto por 88 criancgas
internadas em unidades de tratamento intensivo de centros de referéncia para tratamento de
dengue, na cidade do Rio de Janeiro, durante a epidemia que assolou varios estados brasileiros
durante o verdo de 2007/2008, cujo sorotipo predominante foi o0 DENV-2 (Teixeira et al.,
2009b; Honorio et al., 2009).

Como controles, foram recrutados para cada caso, em média quatro individuos, todos
com idade proxima entre si, variando até 3 anos para mais ou para menos. Todos 0s 335
controles foram estritamente selecionados na vizinhanga dos casos, sendo assim, possuem
grandes chances de terem sido infectados pelo mesmo sorotipo de DENV na mesma época em

gue oS Casos.

Sabe-se que a maioria dos casos graves de dengue em infec¢bes primarias ocorre em
criangas com menos de um ano de idade. A principal explicacdo para esse fendbmeno € a
transferéncia de anticorpos maternos para o filho. Adicionalmente, sabe-se que criancas
dentro dessa faixa etaria tem menor capacidade de compensar a hipovolemia, o que facilita o

aparecimento de outras complicagdes (Hung et al., 2004).

Entretanto, diferentemente das epidemias asiaticas, no Brasil o numero de casos de
FHD sempre foram baixos comparados aos casos de FD. Além disso, somente a partir da
epidemia de 2007/2008 observou-se um consideravel aumento no numero de
criancas/adolescentes com dengue grave. Durante essa epidemia, mais da metade dos casos de

FHD ocorreram em criancas de até 15 anos de idade (Teixeira et al., 2009b; Barreto and

58



Teixeira, 2008; Halstead, 2006). Os afro-descendentes possuem maior resisténcia a FHD
(Gubler et al., 1986; Halstead et al., 2001; Saluzzo et al., 1986) e sabendo da grande
miscigenacdo da populacdo brasileira com componente africano relevante, poder-se-ia sugerir
esse fato como explicacdo para o diferente perfil epidemiologico em relacdo as epidemias

ocorridas no continente asiatico.

Durante as epidemias ocorridas na década de 90 predominaram no Brasil os sorotipos
1 e 2 do virus da dengue. Com a reintroducdo do DENV-3 em 2000-2001 houve uma
substituicdo do sorotipo predominante assim como o perfil de individuos suscetiveis. Este fato
ocorreu novamente na epidemia de 2007, em que houve predominio do DENV-2 tornando a
populacdo jovem mais suscetivel a esse sorotipo, uma vez que individuos mais velhos
provavelmente possuem anticorpos contra estes sorotipos. Esse evento, também pode explicar
0 crescente nimero de pacientes mais jovens com dengue na epidemia de 2007/2008 (Teixeira
et al., 2009b).

Ja foi observado que o receptor CLEC5A, também conhecido como MDL-1, esta
relacionado a patogénese da dengue induzindo a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios.
Experimentos in vitro, mostraram que o silenciamento de CLEC5A inibe a producdo de
mediadores como TNF, IL-8, proteina inflamatéria de macréfagos (MIP-1a) e proteina
induzivel por interferon (IP-10) (Chen et al., 2008). Adicionalmente, experimentos com
camundongos suscetiveis infectados com virus Dengue mostraram que quando estes sdo
tratados com anticorpos que inibem a ligacdo do virus a CLEC5A ocorre uma reducdo do
extravasamento plasmatico e da mortalidade, além de ocorrer diminui¢&o dos niveis séricos de
TNF e IP-10 sem, no entanto, ocorrer supressdo da replicacdo viral (Chen et al., 2008; Martin
et al., 2004).

Outros trabalhos mostraram que les@es teciduais induzidas no figado de camundongos
estdo associadas com o acimulo de células MDL" e que a ativagdo dessas células por
agonistas como o virus Dengue pode resultar em uma resposta inflamatéria sistémica e
progredir para o chogque e morte (Cheung et al., 2011; Ward, 2011). A inducdo da inflamacao
por ativacdo de CLECS5A também parece ter uma participacdo na artrite autoimune; foi
observado que a ativacdo de MDL-1 induz o recrutamento de macrofagos e neutrofilos para as
articulacbes promovendo a eroséo de 0ssos durante a inflamacéo articular auto-imune (Joyce-
Shaikh et al., 2010). Todos esses achados/dados mostram que CLEC5A tem uma participacao

ativa na indugéo da inflamacéo.
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O SNP rs1285933, que esta presente em uma regido proximal do gene CLEC5A (near
gene) é resultante da troca de uma citocina (C) por uma timina (T). Neste estudo, encontramos
numa amostra da pacientes, da populacdo do Rio de Janeiro, uma associagéo significativa do
gendtipo TT a casos graves de dengue; uma associacdo borderline para carreadores dos
gendtipos CT/TT, além de uma associacdo significativa de protecdo para carreadores do

hapldtipo contendo a alelo C para os trés SNPs estudados nesse gene.

A associacgdo de protecdo encontrada para o haplétipo contendo o alelo C para o SNP
rs1285933 é complementar ao resultado que mostra uma associa¢do do genotipo TT ao risco
de desenvolvimento de dengue grave. Apesar de nenhuma associacdo significativa ter sido
encontrada para o alelo T desse mesmo SNP, se ao invés do gen6tipo CC, o TT tivesse sido
usado como referéncia nas andlises estatisticas, o primeiro teria mostrado uma associacao
significativa com uma OR de protecdo. No entanto, nés optamos por mostrar o genétipo TT

associado ao risco de dengue grave.

O SNP rs1285933 estd localizado em uma regido “near gene”, dessa forma ¢ mais
dificil inferir a sua conseqiiéncia funcional. Entretanto, sabe-se que a regulacdo da expressao
de genes eucarioticos ¢ controlada tanto por “elementos” proximais ou presentes a longas
distancias da regido promotora, esses elementos podem ser definidos como regibes presentes
no DNA que podem aumentar ou diminuir consideravelmenteas taxas de transcricdo génica
(Dynan, 1989). Como o geno6tipo TT foi associado a gravidade a dengue, provavelmente o
alelo que contém a base timina pode de alguma forma ser responsavel por um aumento nas
taxas de expressao do receptor CLEC5A aumentando a ligacdo de virus e consequentemente

induzindo uma maior liberacdo de citocinas pré-inflamatorias.

Outra possibilidade é que esse SNP esteja em desequilibrio de ligacdo com outro
polimorfismo que seja o real responsavel por uma possivel modificacdo nas taxas de
expressao do gene, por isso, o ideal seria realizar o seqiienciamento de todo o gene CLEC5A
a fim de detectar com precisdo todos os polimorfismos, que eventualmente estejam em LD
com 0 SNP rs1285933.

Mais recentemente foi descrito que o virus da encefalite japonesa também pode se
ligar a CLECS5A e induzir a liberagdo de citocinas pré-inflamatorias (Chen et al., 2012). Ainda
¢ muito reduzido o ndmero de estudos de associacdo entre doencas e polimorfismos no
CLEC5A. Yan & cols (2012) ndo encontraram associacOes entre 0s SNPs rs1285933 e
rs1285935 e uma doenga que causa vasculite sistémica (Kawasaki disease). Tsai & cols.
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(2012) estudaram a associacdo de 21 SNPs ao longo de todo o gene CLECSA, entre eles o
SNP rs1285933. No entanto, nenhuma associacdo significativa foi encontrada para esses
SNPs. Nesse trabalho foram utilizados 49 pacientes com FD com média de idade de 54 anos e
51 pacientes com FHD com média de idade de 53 anos, como pode ser visto além da faixa
etaria e dos grupos de comparacdo serem diferentes dos utilizados no presente estudo. O

tamanho amostral € muito baixo, o que pode talvez explicar a auséncia de associagéo.

Outro polimorfismo, que esta presente no gene que codifica o receptor DC-SIGN foi
encontrado associado a protecdo a dengue grave, na nossa amostra. O SNP rs4804803
localizado na regido promotora do gene, na posicdo -336, resultante da troca de uma guanina
(G) por uma adenina (A), estd inserido no principal sitio de inicio de transcri¢do do DC-
SIGN, essa regido interage com varios fatores de transcricdo, como SP1, GATAL, CACCC e
CAC. Dessa forma, a variante que contém o alelo G esta relacionada com a presenca do sitio
de ligacéo e a variante com alelo A, com auséncia desse sitio (Liu et al., 2003). Experimentos
realizados por Sakuntabhai & cols. (2005) mostraram que, de fato, o SNP -336 afeta o sitio de
ligacdo a Spl, estando a variante alélica G relacionada a uma maior ligagdo a esse fator de
transcricdo assim como a uma menor atividade promotora quando comparada a variante

alélica A.

No presente trabalho, foi encontrada uma associacdo de protecdo entre o genotipo GG
e casos graves de dengue. Contraditoriamente aos nossos resultados outros dois estudos
encontraram esse mesmo genotipo associado ao risco de FHD (Sakuntabhai et al., 2005;
Wang et al., 2011). Como dito anteriormente, nossos casos, além de terem sido classificados
de acordo com o novo critério de classificacdo para dengue da OMS (WHO, 2009) foram
comparados a um grupo controle, independente do histérico de infeccdo por dengue, mas com
exclusdo de casos gravissimos. Nos outros estudos citados acima, foram utilizados os
seguintes grupos de comparacao: pacientes com FD, pacientes com FHD e um grupo controle
onde aparentemente pode ter havido inclusdo de possiveis casos graves em frequéncia

desconhecida.

Na coorte Taiwanense estudada por Wang et al. (2011), pacientes com FHD tiveram
uma frequéncia significativamente maior de genétipos GA/GG do que pacientes com FD ou
controles, indicando uma associacdo desses genotipos a gravidade a dengue. Nesse mesmo
trabalho, foi visto que células de individuos AG expressavam mais DC-SIGN na superficie
celular, bem como tiveram a producéo de TNF e IP-10 elevada quando comparada a células

de individuos AA. Entretanto, curiosamente a replicacdo viral foi significativamente mais
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baixa em carreadores AG do que em individuos AA. Contrariamente a esse resultado, estudos
feitos por Lozach et al. (2005) encontraram uma correlacdo positiva entre os niveis de
expressdo de DC-SIGN na superficie celular e a replicagdo viral (Lozach et al., 2005).

Por outro lado, no estudo realizado por Sakuntabhai et al. (2005) numa coorte
tailandesa, foi observado uma associacdo dos genétipos GG/GA (carreador G) com protecédo
a FD, uma vez que a frequéncia desses genotipos foi significativamente mais alta na
populagéo de controles, quando esta foi comparada com os pacientes com FD. Entretanto, ao
mesmo tempo que 0s genoétipos AG/GG foram associados a protecdo a FD, também foram
associados a risco de FHD, quando as comparacdes foram realizadas entre esses dois grupos
(FD vs FHD), estando a freqliéncia desses gendtipos significativamente elevada nos pacientes
com FHD quando comparado a pacientes com FD. E possivel que a associacdo de protecéo
encontrada para FD quando esse grupo foi comparado aos controles, novamente, possa ter
sido resultado de uma inviesada selecdo deste ultimo grupo, uma vez que ndo foi considerado

0 historico de infeccdo prévia destes individuos.

As inconsisténcia observada entre os resultados apresentados nesses trés conjuntos de
dados genéticos pode eventualmente ser devido a classificacdo dos pacientes. No estudo feito
por Wang et al., foi utilizada a antiga classificacdo da OMS (FD versus FHD). Sakuntabhai
et al., também classificou os pacientes em FD e FHD. No entanto, dentre os pacientes com
FD foram selecionados somente 0s casos mais graves, que de alguma forma pode ser
semelhante aos nossos casos, representados por pacientes com dengue grave (derrame e
choque que ndo tiveram plaquetopenia, por exemplo, uma vez que decaimento de plagquetas
segundo a antiga classificacdo da OMS era um dos principais critérios para classificar o
paciente em FHD). O uso da nova classificagdo da OMS passa a evitar esses incidentes ja que
esses individuos seriam classificados como graves (World Health Organization., 2009).

Outras possibilidades para as discrepancias entre os estudos podem ser a idade dos
pacientes assim como a diferenga das frequéncias do alelo G entre as populagdes. No estudo
de Wang et al. foram selecionados pacientes adultos com idade em torno de 45 anos, aqui 0s
casos sao representados por criangas e adolescentes com média de idade em torno de 10 anos.
Em relacdo a freqiiéncia do alelo G, na populacdo de Taiwan ela é de 3,8% (Wang et al.,
2011), na populacdo tailandesa é em torno de 10% (Sakuntabhai et al., 2005; Wichukchinda et

al., 2007) e na nossa populagdo é de 28%.
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Devido aos resultados contraditorios em relagdo ao SNP -336 do DC-SIGN, foi
realizada uma meta-anélise utilizando os dados dos trabalhos de Sakuntabhai et al., 2005 e
Wang et al., 2011 juntamente com 0s nossos resultados. Nossos casos graves foram agrupados
aos casos de FHD dos outros estudos e comparados com o0s controles, que em todos o0s
estudos séo representados por individuos saudaveis. Todos 0s grupos controles, provenientes
dos diferentes estudos, mostraram distribuicdo semelhante & prevista pelo EHW. Em relacéo
ao teste de Egger que avalia a existéncia de vieses de publicacdo, os p valores obtidos,
maiores que 0,05, foram consistentes com a presenca de simetria no grafico de funil (funnel

plot symmetry), indicando a auséncia de vies.

Ao total obtivemos para a andlise 672 casos e 1135 controles. Apesar da
heterogeneidade entre os estudos, obtida através do teste Q de Cochran’s, ter sido
significativa para alelos e carreadores e ndo significativa para genotipos, foram utilizados para

os célculos de OR cumulativas tanto o0 modelo de efeito fixo quanto de efeito aleatdrio.

A hipoétese nula do teste Q é a de que os estudos envolvidos na meta-analise sdo
homogéneos, ou seja, que ndo existem diferencas quanto ao efeito de interesse entre 0s
diferentes estudos. Nesse caso recomenda-se a utilizacdo de modelos de efeito fixo para a
obtencdo da OR total. No entanto, quando o numero de estudos envolvidos na meta-analise €
muito pequeno, o teste Q ndo é capaz de detectar a heterogeneidade com precisdo (Kavvoura
and loannidis, 2008; Rodrigues & Zielgelmann, 2010; Pacheco et al., 2008).

Como resultado da meta-analise, n6s podemos observar que para as analises de alelos
e carreadores, as ORs obtidas indicaram uma modesta direcdo de associa¢do do alelo G ao
risco ndo sendo esses valores significativos estatisticamente. Ja para a analise genotipica,
embora os valores das ORs tenham sido parecidos e direcionados a protecdo (OR<1), a
significancia destes foi bastante diferenciada entre os modelos de efeito fixo e aleatério
(OR=0,5; p=0,09) e (OR=0,61; p=0,43), respectivamente.

Adicionalmente, quando foram realizadas andlises alternativas, onde nossos dados
foram omitidos da meta-analise podemos observar que os valores de OR, obtidos através do
modelo efeito fixo, tanto para analises alélicas quanto de carreadores apresentaram valores
estatisticamente significativo para o alelo G e carreadores G. Enquanto isso, para analises
genotipicas apesar do resultado ndo apresentar significancia estatistica, houve uma inversao
na direcdo do valor de OR, passando de um indicativo de prote¢do (OR=0,5;p=0,09) para um
indicativo de risco (OR=1,04;p=0,93).

63



Em relacdo aos modelos de efeito aleatdrio todas as ORs foram direcionadas ao risco
(OR>1) embora nenhum valor tenha sido estatisticamente significativo. A partir desses
resultados podemos observar que a omissdo dos nossos dados influenciaram
significativamente todos os valores de OR totais para todas as categorias (alelos, gendtipos e

carreadores).

Além dos SNPs nos receptores DC-SIGN e CLECS5A, nds selecionamos
polimorfismos em outros receptores devido a importante participagdo destes em outras
doencas infecciosas. E 0 caso do SNP G396S no MRC-1, do polimorfismo A 32, e os dois
SNPs (rs2066843 e rs751271) no NOD2. No entanto, nenhuma associacdo significativa foi

encontrada entre esses polimorfismos e gravidade a dengue na nossa amostra.

Devido a hipotese de que uma desregulada producao de citocinas provenientes de uma
resposta imune secundaria ineficiente tanto de células B quanto de células T possa contribuir
para 0 extravasamento plasmatico (Rothman & Mathew 2008, Sierra et al., 2010,
Dejnirattisai et al., 2010), nds selecionamos SNPs em genes de citocinas e outros mediadores
com importante participacdo na infecgdo pelo virus Dengue, a fim de compreender se
polimorfismos nesses genes podem influenciar os niveis ou a fungdo de suas proteinas.
Entretanto, nenhuma associa¢do significativa foi encontrada na nossa populacdo para SNPs
nos genes do TNF, IL-10 e MIF.

Ao contrario dos nossos resultados, trabalhos prévios encontram associacdes
significativas para 0 SNP -308 no TNF e FHD (Fernandez-Mestre et al., 2004; Perez et al.,
2010). Diferente dos nossos pacientes com dengue grave que séo representados por criangas,
0s pacientes envolvidos nesses dois estudos sdo na maioria adultos com média de idade de 38
e 27 anos. Além disso, a frequéncia do gendtipo AA na populacédo cubana estudada por Perez
& cols. (2010) foi de aproximadamente 16%, que é muito diferente da freqliéncia de 2%
observada para esse mesmo genotipo na nossa populacdo de controles. Ainda nesse mesmo
trabalho foi descrito que as freqliéncias genotipicas observadas entre os controles, desviaram
do EHW. Tal fato pode ser um indicativo de distor¢Oes e erros durante a metodologia de
genotipagem. Nao foi possivel comparar nossas frequéncias alélicas ou genotipicas com as
frequiéncias dos controles venezuelanos usados no estudo de Fernandez-Mestre & cols (2004)

devido a auséncia de tal informagéo no manuscrito.

Além disso, nosso estudo realizou comparagdes entre casos muito graves de dengue e

controles saudaveis (individuos com histérico de internacéo por dengue foram excluidos desse
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grupo). No trabalho de Fernandez-Mestre & cols (2004), as diferencas significativas foram
obtidas por comparagdes entre pacientes com FD e FHD. Entretanto, no estudo de Perez &
cols (2010) apesar dos controles também serem representados por individuos saudaveis, nao
h& nenhum relato sobre o histdrico de infec¢do por dengue neste grupo. Além disso, 0 desvio
das frequéncias genotipicas do EHW observada nesse grupo pode indicar que houve um

enviesamento durante a selecdo desses individuos ou na genotipagem das amostras.

A variacdo das freqiiéncias dos alelos para 0 SNP -819 no gene da IL-10 também foi
estudada por Perez & cols (2010) na mesma populacdo onde foi encontrada a associacdo de
protecdo do gendtipo GG para SNP -308 no gene do TNF. Varios estudos relatam
observagdes de altos niveis de IL-10 no soro de pacientes com dengue grave (Chen et al.,
2007; Hung et al., 2004; Pérez et al., 2004). Apesar da frequéncia do genétipo CC para 0o
SNP -819, na nossa amostra, ter sido bastante diferenciada entre casos e controles, 49 e 40 %,

respectivamente, nenhuma associacdo estatisticamente significativa foi encontrada.

No trabalho de Perez & cols (2010) embora, nenhuma associacdo tenha sido
encontrada para as frequéncias das variantes do SNP -819/11-10 isoladamente, quando foram
realizadas analisadas haplotipicas incluindo outros SNPs presentes na regido pormotora do
gene da IL-10 foi observada uma associacao significativa de risco a FHD para o haplétipo
contendo alélica C do SNP -819.

Nem todos os casos aqui estudados foram submetidos a teste sorolégicos, como
deteccdo de anticorpos IgM especificos para dengue. No entanto, esses, foram diagnosticados
por médicos especialistas de acordo com os critérios de choque definidos pela OMS. De
acordo com a prépria OMS, durante uma epidemia nao é necessario a confirmacdo da doenca
por testes sorolégicos ou moleculares. Além disso, se realizado em um dia incorreto, o teste
soroldgico pode simplesmente ndo detectar a doenca. A realizacdo de ELISA, para deteccdo
de imunoglobulinas IgM em pacientes ndo deve ser realizada antes do 5° dia da infecgdo,
sendo mais indicada a partir do 6° dia (Torres, 2008). Mesmo assim, 56% dos pacientes
envolvidos nesse estudo tiveram confirmacdo de dengue por IgM+ e 100% tiveram

confirmacéo por 1gG+ , durante o recrutamento dos controles.

Apesar dos nossos controles ndo terem tido dengue grave (nenhum individuo chegou a
ser internado em UTI durante a epidemia de 2007/2008) esse grupo mostrou reatividade em
cerca da metade dos individuos para o teste soroldgico de detec¢do de imunoglobulinas 1gG

dengue especificas indicando que eles muito possivelmente tiveram uma exposi¢do prévia a
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algum sorotipo do virus Dengue. Como esses controles foram coletados somente 2 anos apds
a epidemia, ndo podemos confirmar que esses anticorpos possam ser provenientes da
epidemia de 2007/2008, sendo possivel, ainda, que entre os individuos mais velhos, esses

anticorpos sejam provenientes de epidemias anteriores por outros sorotipos virais.

Em 1987, logo apds a reintroducdo do virus da dengue no Brasil, a taxa de
soroprevaléncia para dengue no Rio de Janeiro foi de 44,5% entre criancas com idade escolar
e, em 1992, apos a reintroducdo do DENV?2 essa taxa foi de 66% na cidade de Niterdi, outra
area endémica (Figueiredo et al.,1990 & Cunha et al., 1992). Um estudo mais recente
descreveu as seguintes taxas de soroprevaléncia para dengue: 60,26%, 56,07% e 77,4%. Estes
resultados foram obtidos a partir de um estudo de modelagem de soro-prevaléncia realizado
em trés regibes da cidade do Rio de Janeiro ap6s a epidemia de 2008 (Honorio et al., 2009).

A taxa de soro-prevaléncia, de 48%, observada entre nossos controles foi inferior as
taxas mais recentes, descritas no estudo de Hondrio et al. (2009). Entretanto, esses valores
variam bastante de acordo com a idade dos individuos envolvidos em cada estudo e ao longo
do tempo e das diferentes regiGes dentro de uma mesma cidade; tornando dificil inferir se os
individuos ndo reativos realmente ndo foram expostos ou possuem resisténcia inata. Ainda,
esses individuos podem ser falsos-negativos ou mesmo ndo terem se convertido

sorologicamente, uma vez que foram recrutados em uma area endémica para dengue.

Partindo dos resultados de reatividade de 1gG entre os controles, foram realizadas
novas andlises estatisticas, onde as freqliéncias dos casos foram comparados com a dos
controles reativos para 1gG e néo reativos, separadamente. Ao realizarmos essa estratificacdo
entre os controles, nosso grupo de controles reativos para IgG passa a ser comparavel aos
grupo de FD utilizados nos outros estudos citados ao longo dessa discussdo. Uma vez que o
resultado positivo para IgG indica que estes individuos ja contrairam dengue e que a doenca
se manifestou de uma forma ndo tdo grave quanto os casos de FHD, uma vez que foram

excluidos desse estudo controles com histérico de internacéo por suspeita de dengue.

Quando as frequiéncias dos SNPs rs1285933/CLEC5A e rs4804803/DC-SIGN, que
previamente haviam sido associados a dengue grave, foram comparadas entre casos e
controles reativos pra IgG dengue especifico, a nova OR apesar de continuar apresentando

uma forte indicagéo de risco e protecdo, respectivamente, ndo foi significativa.

Essa alteragéo na significancia dos valores de OR pode ter sido devido a diminuicéo

do tamanho amostral entre o grupo controle, principalmente porque no caso do SNP

66



rs4804803 a associacdo entre as frequéncias dos casos e controles reativos para IgG
apresentou um p valor borderline de 0,06 e ao contrario do SNP rs1285933, ndo apresentou
uma OR significativa quando os casos foram comparados somente com os controles ndo

reativos para IgG.

A manutencdo da direcdo de OR observada antes e depois da estratificacdo dos
controles, principalmente em relacdo ao genotipo GG do SNP -336 no DC-SIGN mostra que
de fato, na nossa amostra de brasileiros tal genétipo parece realmente estar associado a
protecdo a dengue grave, diferente do que foi visto nas populacbes taiwanense e tailandesa
estudada por Wang & cols. (2010) e Sakunthabai & cols. (2005), respectivamente, onde as
frequéncias de carreadores G (GA/GG) foi elevada em pacientes com FHD comparado a
pacientes com FD. Embora n&o tenhamos observado nenhuma associagéo significativa para
carreadores de G antes ou depois da estratificacdo; estamos extrapolando nossa comparacao a
esse grupo, devido o numero de genétipo GG nesses outros estudos ser extremamente baixo,

impossibilitando qualquer comparacao.

E possivel, que os nossos controles ndo reativos para IgG realmente nio tenham sido
expostos ao virus da dengue e assim ndo sejam os individuos mais adequados para compor

esse grupo.

Sabe-se que uma das maiores dificuldades durante a realizacdo de um estudo caso-
controle é a correta escolha dos controles que deveriam diferir dos casos apenas em relacéo a
questdo em estudo e que tenha exatamente todas as outras variaveis. Por mais que tentemos

minimizar as diferencas entre 0s grupos essa é uma tarefa praticamente impossivel.

Outra importante questdo que deve ser abordada, diz respeito ao uso de testes de
correcdo para multiplas comparacdes. Como foram selecionados para o presente estudo varios
SNPs em diferentes genes, o0 mais recomendado seria a utilizacdo de testes de correcdo. NGs
aplicamos o teste Holm para a correcdo do p-valor global de 0,01 encontrado para a
associacdo do gendtipo GG do DC-SIGN. Ap0os essa corregdo, o p valor global passou de 0,01
para 0,2. A utilizacdo desse tipo de teste em abordagens de genes candidatos é complicada,
uma vez que o numero de SNPs é razoavel (10-20) e, portanto, o fator de corregdo é alto e

consequentemente muito estringente.

Alternativas a essa abordagem, é a utilizacdo de testes tipo FDR (do inglés, false
discovery ratio) mas este teste ndo é aplicavel em analises genéticas com o nimero de SNPs

gue testamos aqui. Normalmente esses sdo adequados a abordagens do tipo de GWAS ou
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qguando o nimero de SNPs testados € muito grande, como é o caso do trabalho de Silva &
cols. (2010) onde foram selecionados 593, e os resultados obtidos foram ajustados pelo teste
FDR. Além disso, o pequeno numero amostral, geralmente utilizado em estudos caso-controle
faz com que as associacdes encontradas ndao apresentem um p-valor muito baixo. A melhor
alternativa € a replicacdo do achado genético em outras populagdes. Entretanto, isso ainda ndo

foi possivel.

Levando em consideracdo as evidéncias encontradas por trabalhos anteriores, de que a
interacdo do virus Dengue com os receptores CLEC5A e DC-SIGN pode resultar na inducéao
de mediadores pré-inflamatorios, foi conduzido um estudo funcional a fim de avaliar se os
SNPs rs1285933 e rs4804803 poderiam ter alguma relagcdo com os niveis de TNF no soro de
pacientes com dengue.

Em relagdo aos niveis de TNF de acordo com o SNP rs1285933/CLECS5A, nds
podemos observar que dentre os pacientes classificados como graves incluindo aqueles com
choque, os carreadores dos gendtipos CT/TT do SNP rs1285933 apresentaram niveis mais
elevados de TNF quando comparados aos carreadores do genétipo CC ou controles (pacientes
na fase de recuperacdo). Entretanto, quando essa mesma analise foi realizada utilizando os
trés gendtipos possiveis para esse SNP (CC, CT ou TT) apesar de ser notavel a ocorréncia do
aumento dos niveis de TNF em direcdo ao gen6tipo TT, nenhuma significancia estatistica
pdde ser observada. O pequeno numero de individuos com gen6tipo TT e CC pode resultar na
perda de associacdes significativas quando ocorre a estratificacdo para os todos os genétipos
possiveis. Mesmo assim, esse resultado suporta a nossa especulacdo prévia de que o SNP
rs1285933 possa regular os niveis de expressdo de CLEC5A consequentemente interferindo
nos niveis de TNF séricos dos pacientes. No entanto, ndo foi possivel, ainda, determinar os
niveis de expressdo do receptor e assim obtermos uma associacdo direta do SNP com a
expressao de CLECSHA.

Como mencionado anteriormente, no estudo realizado por Wang & cols. (2011) foi
observado que células de individuos com genétipo AG do SNP -336, além de expressarem
mais DC-SIGN na superficie celular, produzem niveis mais elevados de mediadores pro-
inflamatdrios, como o TNF, quando comparados a células de individuos carreadores do
genotipo AA e que curiosamente suportam uma menor replicacdo viral. Aqui, nds observamos
gue individuos AA para SNP -336 produzem mais TNF do que controles (p<0,01), nas trés

analises realizadas: independente da forma de dengue, somente entre casos brandos e somente
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entre casos graves. N@o sendo observadas diferencas significativas nos niveis de TNF entre

carreadores G (AG/GG) versus AA ou versus controles.

Nossos resultados funcionais sugerem que de alguma forma o SNP -336 também
poderia regular a producdo de TNF, e até mesmo de outras citocinas. De acordo com as
observacdes realizadas por Sakuntabhai et al. (2005), o alelo G do SNP -336 possui 0 sitio de
ligacdo ao fator de transcricdo Spl assim como possui menor atividade promotora quando
comparado ao alelo A. A ligacdo de Spl a essa regido promotora do DC-SIGN parece inibir a
transcricdo desse gene, 0 que resultaria em uma reduzida expressdo desse receptor na
superficie celular o que pode também estar relacionado a uma menor producdo de TNF em
carreadores do genétipo GA/GG em comparacdo a carreadores AA. Esses dados ainda

precisam ser confirmados funcionalmente na nossa populacéo.

A auséncia, até 0 momento, de uma vacina eficiente, as caracteristicas de adaptacdo do
vetor A. aegypti ao ambiente urbano, o estilo de vida da populacdo brasileira que contribui
para a disseminacdo do mosquito vetor aliados a medidas ineficientes de controle e prevencéo
da doenca por parte dos 6rgdos publicos tornam o controle da dengue uma tarefa bastante
dificil. Adicionalmente, as caracteristicas da doenca onde tanto os pacientes com ou sem
sinais de alerta podem evoluir para formas gravissimas somadas a auséncia de um marcador
de gravidade tornam o tratamento da dengue bastante complicado. Nesse contexto, um melhor
entendimento da genética molecular na suscetibilidade a infeccbes é util para o
desenvolvimento de vacinas, identificacdo de alvos terapéuticos e melhorias no tratamento de
importantes doencas que atualmente possuem mecanismos moleculares pouco conhecidos,

como é o caso da dengue.

As associacBes genéticas encontradas nesse trabalho, suportadas pelos achados
funcionais juntamente com outras evidéncias provenientes de estudos prévios realizados por
outros autores podem contribuir para um melhor entendimento da participacdo genetica dos
pacientes no desenvolvimento de dengue muito grave. O ideal seria uma identificagdo mais
precisa de todos os SNPs presentes em cada um desses genes, principalmente no caso do SNP
rs1285933 que como foi dito anteriormente, por estar em uma regido “near gene” torna mais
dificil inferir qual seu efeito na funcionalidade da proteina, existindo ainda a possibilidade de

que outro SNP ligado a ele, seja o principal responsavel pelo efeito observado.

Além dos SNPs presentes em regides regulatorias, a identificacdo de polimorfismos

que possam ter uma grande impacto na estrutura ou funcdo das proteinas aqui estudadas,
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como 0s SNPs que resultam em troca de aminoacido em regifes codificantes, podem fornecer
grandes esclarecimentos para nossos achados. Foi descrito que os genes dos receptores tipo
Toll que sdo expressos na superficie celular estdo muito mais propensos a mutacfes nao
sinbnimas do que aqueles que sdo expressos intracelularmente e que sdo responsaveis pela
identificacdo de acidos nucléicos (Barreiro et al., 2009). O mesmo pode acontecer com outros
receptores expressos na superficie celular, dentre eles CLEC5A e DC-SIGN, e dessa forma
essas mutacdes ndo sinbnimas podem resultar em modificagdes estruturais nessas proteinas
interferindo na ligacdo destes com o virus Dengue.Dessa forma, pretende-se futuramente
realizar um mapeamento fino de todos os SNPs presentes nas regides exonicas e seus limites
assim como nas regibes regulatérias dos genes CLEC5A e DC-SIGN, a fim de buscar os
SNPs que possam ter grande impacto na funcionalidade desses receptores.

70



6-CONCLUSOES

A partir dos resultados encontrados nesse trabalho, podemos concluir que:

O gendtipo TT do SNP rs1285933, localizado na regido 3’ “near gene” do receptor
CLEC5A apresentou uma associacdo significativa de gravidade a dengue na nossa
amostra de casos e controles, embora o p valor global para a analise genotipica tenha sido
borderline. Ap0s a estratificacdo dos controles de acordo com a reatividade de 1gG, nédo
foram observadas associacgdes significativas para a comparagdo de casos versus controles

reativos, somente para a comparagao casos versus controles néo reativos.

O SNP rs4804803 localizado na regido promotora, posi¢ao -336, do gene do receptor DC-
SIGN foi associado com protecdo a dengue grave na nossa amostra de casos e controles.
Apés a estratificacdo por reatividade de 1gG, a associacdo obtida através da comparacao

de casos versus controles reativos foi borderline.

N&o foram encontradas associagOes significativas entre os SNPs selecionados nos genes
de TNF, IL-10, MIF, CCR5, MRC-1 e NOD2.

Através da meta-analise realizada com dados da literatura sobre associagdes do SNP -336/
DC-SIGN com formas da dengue nao foram encontradas associac@es significativas para as
andlises alélicas, de carreadores e genotipicas. Entretanto, as ORs das duas primeiras
mostraram uma modesta dire¢do ao risco, enquanto a OR da andlise genotipica mostrou-se

direcionada com protecédo a dengue grave.

Quando a meta-analise foi realizada sem nossos dados genéticos, todas as ORs (para
andlises genotipicas, alélicas e de carreadores) mostraram direcdo ao risco. Entretanto,

somente as ORs das analises alélicas e de carreadores foram significativas.

Através dos estudos funcionais, podemos concluir que pacientes carreadores de T

(CT/TT) para 0 SNP rs1285933/ CLEC5A que desenvolveram dengue grave incluindo

chogue mostraram niveis mais elevados de TNF no soro, entre os dias 5-7 da infecg&o,
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comparados aos niveis de TNF no soro de pacientes com genotipo CC ou controles

(pacientes em fase de recuperacao).

e Pacientes com dengue grave, branda ou independente da forma, com gendtipo AA para o
SNP rs4804803/ DC-SIGN produziram niveis mais elevados de TNF durante a fase critica
da doenca (5° ao 7°dia) quando comparados aos niveis de TNF no soro dos controles. O

mesmo nao aconteceu com pacientes carreadores dos genétipo AG/GG.

Dessa forma podemos concluir que a constituicdo genética dos pacientes pode contribuir
para a gravidade da dengue na nossa amostra, e que a presenca de polimorfismos presentes
nos genes de CLEC5A e DC-SIGN, que conhecidamente sdo receptores com participacao
crucial na infecgdo e imunopatogénese da dengue, podem estar relacionados a modificagoes
na producdo de mediadores pro-inflamatérios, como o TNF, contribuindo assim para a

gravidade da doenca.
Como perspectivas deste trabalho, pretende-se futuramente:

1- Realizar um mapeamento fino de todos os SNPs presentes no gene de DC-SIGN e
CLEC5A

2- Quantificar a expressao desses receptores em células de individuos com diferentes
genotipos para 0s SNPs rs1285933 e rs4804803. Assim como quantificar a expressdo
dos RNAs mensageiros desses genes.

3- Quantificar a producdo de citocinas na sobrenadante de culturas, novamente, de

celulas de individuos com esses mesmos SNPs assim como quantificar a carga viral.
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