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RESUMO

Mecanismos imunopatologicos envolvidos no desenvolvimento de
manifestacdes clinicas graves durante a infeccdo pelo virus da dengue (DENV)
ainda ndo sado totalmente compreendidos, entretanto, verifica-se que interacfes
mondcito-endoteliais desempenham um papel central na patofisiologia da doenca
grave. Durante a infeccdo por DENV, mondcitos ativados produzem fatores sollveis
importantes, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucinas 10 e 12 (IL-
10 e IL-12p40) e 6xido nitrico (NO), que podem ser criticos para a imunopatogénese.
Estas moléculas podem ser produzidas por monocitos em resposta a estimulacéo do
receptor toll-like 4 (TLR4). A intensidade da replicagdo do DENV durante o inicio da
infeccdo pode contribuir para desfechos clinicos distintos, tornando-se importante
conhecer o impacto de proteinas virais em alguns parametros da resposta imune de
pacientes infectados pelo DENV, tais como a expressao de TLR4 e a producéo de
NO, TNF-a, IL-10 e IL-12p40. Uma ligacdo precisa entre os niveis secretados da
proteina nao-estrutural 1 (NS1) e possiveis alteracbes da resposta imune nas
infeccdes pelo DENV ainda € obscura. O objetivo do presente estudo foi investigar
as relacbes entre niveis in vivo de NS1 soluvel e parametros da resposta imune
(expresséo de TLR4 e producdo de TNF-a, NO, IL-10 e IL-12p40) em pacientes
infectados com o DENV apresentando diferentes desfechos clinicos. Em um grupo
de 196 pacientes infectados pelo DENV foram avaliados os niveis séricos de TNF-q,
IL-10, IL-12p40 e NS1 (ELISA) e de NO (Reacdo de Griess). Além disto, foram
avaliados em um subgrupo de 37 pacientes com dengue (apresentando diferentes
desfechos clinicos) e 20 voluntarios saudaveis néo infectados, a produgcdo de TNF-a
por células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e a expressao de TLR4 em
células CD14 por citometria de fluxo. Verificou-se uma reduzida expressdo de TLR4
em pacientes com dengue grave quando comparados com o0s pacientes com dengue
classica (DC). Foram encontrados niveis mais altos de NS1 e niveis reduzidos de
NO séricos, além de uma menor resposta de TLR4 a estimulagéo por LPS com uma
consequente reducdo da producao de TNF-a por PBMC de pacientes com dengue
grave quando comparados aos pacientes com DC. Estes resultados mostram que no
curso da doenca dengue, alguns dos parametros da resposta imune sofrem

alteracOes, dependendo da fase e da gravidade da doenca. Pacientes com dengue



grave apresentaram niveis séricos mais elevados de NS1 e alteragcbes em alguns
parametros da resposta imune, quando comparado com pacientes com dengue
classica, o que pode contribuir para desfechos clinicos diferentes observados nas
infeccbes por DENV em humanos.

Palavras-Chave: Dengue. Proteinas ndo Estruturais Virais. Oxido Nitrico. Receptor 4
Toll-Like. Fator de Necrose Tumoral alfa. Interleucina-10. Subunidade p40 da

Interleucina-12.



ABSTRACT

Immunopathological mechanism involved in the development of severe clinical
manifestations during dengue virus (DENV) infection are not yet fully understood.
However, it is apparent that monocyte-endothelial interactions play a central role in
the pathophysiology of severe disease. During DENV infection, activated monocytes
produce important soluble factors, such as tumor necrosis factor alpha (TNF-o),
interleukin 10 and 12 (IL-10 and IL-12p40) and nitric oxide (NO), which might be
critical to immunopathogenesis. These molecules are produced by monocytes in
response to toll like receptor 4 (TLR4) stimulation. Given the fact that intensity of
DENV replication during the early times of infection could determine clinical
outcomes, it's important to know the impact of viral proteins on innate immune
parameters of DENV infected patients, such as TLR4 expression and IL-10,TNF-a
and NO production. A precise link between dengue nonstructural protein 1 (NS1)
levels and alterations of innate immune response is still obscure. Thus, the aim of the
present study was to investigate the relationships between in vivo dengue
nonstructural protein 1 (NS1) levels and immune response parameters (TLR4
expression, IL-10, IL-12p40, TNF-a and NO production) on infected dengue patients
with different clinical outcomes. We evaluated TNF-a, IL-10, IL-12p40 and NS1
serum levels (ELISA) and NO (Griess Reaction) on a group of 196 DENV infected
patients. Besides that, TNF-a production by peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) and TLR4 expression on CD14+ cells (flow cytometry) were also analyzed
on a subgroup of 37 dengue patients with different clinical outcomes and 20 healthy
controls. We detected a lower expression of TLR4 in patients with severe dengue
when compared to patients with dengue fever (DF). In addition, we also found higher
NS1 and lower NO serum levels and a poor response of TLR4 to LPS (with a
reduced TNF-a production) in PBMCs obtained from severe dengue patients when
compared to DF patients. These results show that in the course of dengue disease,
some innate immune parameters may changes, depending on the phase and
severity of the disease. During the acute phase of DENV infection, severe dengue
patients display higher serum levels of NS1 and alterations on some innate immune
response parameters, that may contribute to different clinical outcomes observed on

dengue virus infection in humans.
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1 INTRODUCAO

A doenca dengue é um grave problema de saude publica, sendo considerada
uma das mais importantes arboviroses que acometem seres humanos. Estima-se
que cerca de 50 milhdes de novas infec¢bes pelo virus da dengue e que em torno de
500 mil hospitalizagdes por casos graves de dengue ocorram anualmente (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2009; GUZMAN et al., 2010). Historicamente, a dengue
vem sendo considerada debilitante, mas ndo uma doenca fatal. Entretanto, durante a
década de 60, estudos relataram a ocorréncia de casos fatais de dengue em
criancas no sudeste da Asia, iniciando a mudanca dessa percepcgao
(SRIKIATKHACHORN et al.,, 2011). A taxa de letalidade, nesses casos, é de
aproximadamente 5%, principalmente em pessoas menores de 15 anos (GUZMAN,
KOURI, 2003; NOISAKRAN, PERNG, 2008). O impacto econbmico nas regides
afetadas por epidemias é preocupante, uma vez que o grande numero de individuos
doentes interfere nas atividades produtivas (figura 1) (SHEPARDI et al., 2011).

Figura 1 — Impacto econdmico das epidemias de dengue em regides do mundo.

Fonte: SHEPARD, D. S.; COUDEVILLE, L.; HALASA, Y. A.; ZAMBRANO, B.; DAYAN, G. H.
Economic Impact of Dengue lliness in the Americas. Am J Trop Med Hyg., v. 84, n. 2, p. 200-207,
2011.

Os mecanismos imunopatolégicos que conduzem ao desenvolvimento das

formas severas ainda nao sdo totalmente conhecidos, mas estao envolvidos na
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interface virus, células vasculares e resposta imunolégica (AZEREDO et al., 2010).
Em areas endémicas de dengue com circulagdo viral dos quatro sorotipos h&
infeccdo concorrente de mais de um sorotipo, aumentando ainda mais o risco da
ocorréncia de formas graves da doenca. Esforcos intensivos tém sido movidos em
Varios paises para se estudar a patogénese da infeccdo por dengue, com vistas a
identificar as mais relevantes causas das formas graves e contribuir para o
atendimento adequado aos doentes, identificacdo de marcadores de evolucdo para
a gravidade e reducédo da taxa de letalidade (CHATURVEDI, NAGAR, 2009).

Interacbes mondocito-endoteliais tém um papel fundamental na fisiopatologia
da doenca grave. Durante uma infec¢do pelo virus da dengue (DENV), mondcitos
ativados produzem fatores sollveis importantes como o Fator de Necrose Tumoral
Alfa (TNF-o) e o Oxido Nitrico (NO), que podem ser criticos para a imunopatogénese
(BRAGA et al.,, 2001; VALERO et al., 2002; YEN et al., 2008). Estas moléculas
podem ser produzidas por mondcitos e macrofagos ativados em resposta a
estimulacdo do receptor Toll 4 (TLR4) (ESSAKALLI et al., 2009).

O Dengue virus (DENV), por sua vez, sintetiza uma poliproteina que € clivada
em dez proteinas virais, sendo trés estruturais e sete ndo estruturais
(MUKHOPADHYAY et al., 2005; NOISAKRAN, PERNG, 2008; GUZMAN et al., 2010;
MURPHY, WHITEHEAD, 2011). Dentre as proteinas ndo estruturais, destaca-se a
NS1, por circular em altos niveis no soro de pacientes com dengue, sendo detectada
durante o curso clinico da doenca, principalmente durante a fase aguda. Desse
modo, acredita-se que a mesma possa apresentar papel importante na patofisiologia
das infec¢Bes pelo DENV, mas uma conexao precisa entre seus niveis circulantes e
alteracdes de diversos parametros da resposta imune inata ainda permanece

obscura.

1.1A EVOLUQAO DA DENGUE NAS AMERICAS E NO BRASIL

Segundo GLUBER (1998), a dengue era uma doenca restrita aos paises
asiaticos, sendo que a atual pandemia teria iniciado nos paises do Pacifico durante e
apos a Segunda Guerra Mundial. Na década de 60, a doenca se disseminou pelas
Américas, devido a presenca do mosquito vetor, inicialmente com uma epidemia no
Caribe e Venezuela e, na década de 70, na Colémbia. A interrupcéo da transmisséo
da dengue em grande parte das Américas resultou de uma campanha de erradicacéo

do A. aegypti, principalmente durante a década de 1960 e inicio de 1970. No entanto,
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as medidas de vigilancia e controle do vetor ndo foram sustentadas e havia
reinfestacdes subsequentes do mosquito, seguidas por epidemias no Caribe,
América Central e América do Sul. A dengue, desde entdo, se espalhou com
epidemias ciclicas que ocorrem a cada 3 - 5 anos. A maior delas ocorreu em 2002
com mais de 1 milhdo de casos relatados (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2009).

O Brasil manteve-se livre da presenca do mosquito vetor até 1976, ocorrendo
posterior reinfestacdo de areas urbanas que contribuiu para a introducéo do virus da
dengue em 1981, no Estado de Roraima e, em 1986, no Estado do Rio de Janeiro. A
partir dai, tornou-se uma infeccdo endémica com epidemias anuais acometendo
milhares de pessoas (MASSAD et al., 2001). Nas dultimas décadas, tem-se
observado o aumento da densidade do vetor, a circulacdo simultanea de varios
sorotipos, o0 aparecimento de formas graves da doenga e aumento da taxa de
letalidade (GUZMAN; KOURI, 2003). Esses fatos corroboram a importancia da
doenca nas Américas e, mais especificamente, no Brasil (OLIVEIRA, 2012). A figura
2 apresenta a distribuicdo global dos sorotipos da dengue em dois momentos, em
1970 (a) e em 2004 (b) (GUZMAN et al, 2010).

No Brasil, em 1981, ocorreu uma epidemia de dengue classica no Estado de
Roraima pelo sorotipo 1, que foi introduzido no Estado do Rio de Janeiro quatro anos
depois, em 1986. A partir de entdo a doenca ganhou importancia epidemioldgica,
com a circulagdo do sorotipo 1 no territorio nacional. Até 1990, as epidemias estavam
restritas a alguns estados do nordeste e sudeste, quando ocorreu a introdugcao do
sorotipo 2 também no Rio de Janeiro. Entretanto, ao final da década de 90, ja haviam
sido identificadas trés epidemias: 1986-1987, 1990-1991 e 1997-1998. No ano de
2000, o sorotipo 3 comecgou a circular simultaneamente aos outros sorotipos no Rio
de Janeiro, dando inicio a mais uma epidemia em 2002; ja o sorotipo 4, que teve
uma curta circulacdo em 1982 restrita a regido amazoénica, voltou a ser registrado no
territério nacional em 2008, quando foi identificado em trés casos na cidade de
Manaus e, posteriormente, em 2010, com o surgimento de casos autoctones em
Roraima e, em sequencia, na regido sudeste (SIQUEIRA et al., 2005; BRAGA, VALE,
2007; NOGUEIRA et al., 2007; BRASIL, 2008; OLIVEIRA, 2012).
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Figura 2 — A mudanca na distribuicdo dos sorotipos da dengue, 1970 e 2004.

Fonte: Adaptado de GUZMAN, et al. Dengue: a continuing global threat. Nature Reviews —
Microbiology, December, p. S7-S16, 2010.

Estudos epidemioldgicos realizados em 2008 e 2011 apontaram as seguintes
diferencas, com relacdo aos tipos de virus circulantes: em 2008, o sorotipo circulante
mais frequente no pais foi o DENV-3, detectado em 66% dos pacientes infectados,
seguido pelo DENV-2, com uma frequéncia de 31% e pelo DENV-1, presente em
apenas 2% dos casos; ja em 2011, o DENV-1 foi identificado em 86,2% dos casos
genotipados, DENV-2 em 10,1%, DENV-3 em 0,9% e DENV-4 em 2,8%. Esse fato
pode ser explicado pela imunidade dos pacientes ao sorogrupo responsavel pela
infeccdo (BRASIL, 2008; OLIVEIRA, 2012; BRASIL, 2010; BRASIL, 2013).
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A Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais identificou a transmissao
simultanea do DENV-1, DENV-2 e DENV-3 a partir de 2008, que contribuiu para o
aumento da transmissdo de dengue e ocorréncia de maior nimero de casos ha
forma grave, identificando ainda, em 2011, a reintroducdo do sorotipo DENV-4,
através dos exames de uma paciente residente em Frutal, municipio da Regional de
Uberaba, sendo identificado em Conceicdo das Alagoas em 2012 e em Delta, em
2013. Esse sorotipo néo circulava no Estado ha quase 30 anos, assim, a maior parte
da populacdo com menos de 30 anos de idade esta mais susceptivel a infeccéo pelo
virus (SESMG, 2013).

A figura 3 apresenta o numero de casos notificados de dengue e a circulacéo
viral em Minas Gerais, de 1993 a 2013, que evidencia as duas epidemias, em 1998
e 2010, pelo DENV-1, a introdu¢cdo do DENV-2 em 2001, o predominio das
infeccoes pelo DENV-3 de 2002 a 2006, a simultaneidade da circulacdo dos DENV-
1, DENV-2 e DENV-3 de 2008 a 2010 e a introdu¢do do DENV-4 em 2011.

Figura 3 - Casos notificados de dengue e circulacao viral. Minas Gerais, 1993-2013.

400 -

Casos/MI

350

300 -

250 -

200 -

150 -
DEN 1

100 -

50 -

0

e H A el 2 N 4 & &\ H o 4 > ) Q N 3 5>

) ) & O N N Q N N N N
\&\q‘*@@é@ & & q,QQQq,Q T EFS S S S S
Faonte: DVA/SVEAST/SubVPS /SES-MG

* dados atualizados até 25/05/2013 DENV1, 2,3

Fonte: DVA/SVEAST/SubVPS/SES-MG
Nota: Dados atualizados em maio/2013

1.2 EPIDEMIOLOGIA
A dengue é a doenca viral humana mais frequentemente transmitida por vetor.
Dois quintos da populagdo mundial esta em risco e um numero estimado de 50 a 100

milhdes de casos ocorrem a cada ano no mundo. A Organizacdo Mundial de Saude
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aponta o Brasil como o0 pais com o maior nUmero de casos registrados de dengue
em todo o mundo, com 61% de todos os casos, sendo que, nos Ultimos anos, mais
de cem paises foram atingidos por epidemias de dengue classica ou grave (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1997; TEIXEIRA et al.,, 2009; OLIVEIRA, 2012;
OLIVEIRA-PINTO et al., 2012).

A dengue € uma doenca com caracteristica sazonal; no Brasil, este periodo
coincide com o verdo, devido a maior ocorréncia de chuvas e aumento da
temperatura. O maior namero de notificacbes em Minas Gerais ocorre entre
novembro e maio (SESMG, 2013), mas dados nacionais apontam que cerca de 70%
dos casos concentram-se entre janeiro e maio, com excecao das Regides Norte e
Nordeste, onde as chuvas comecam tardiamente, em marco, e se estendem até
julho. Apesar disso, o pais tem condi¢des climaticas favoraveis para a proliferacédo do
mosquito durante todo o ano (BRASIL, 2013). A regido sudeste desponta com o
maior numero de notificacdes. O Estado de Minas Gerais, com 853 municipios, 13
macrorregides e 27 unidades regionais de saude apresenta cerca de 663 municipios
(cerca de 78%) comprovadamente infestados pelo vetor transmissor da dengue
(ANEXO A).

Em 2011, o Ministério da Saude identificou 106 municipios prioritarios para o
controle da dengue em Minas Gerais, sendo que seis destes estdo na jurisprudéncia
da Superintendéncia Regional de Saude de Uberaba: Araxa, Conceicdo das Alagoas,
Delta, Frutal, Limeira do Oeste e Uberaba (SESMG, 2012b; ANEXO B). De 2008 a
2013, foram confirmados 705079 casos de dengue classico em Minas Gerais, 527
casos de febre hemorragica da dengue e 2380 casos de dengue com complicacdes,
sendo que 303 pessoas evoluiram para o6bito (SESMG, 2014). Até esse ano,
adotava-se a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude de 1997 (WHO, 1997),
considerando-se as formas classica, hemorragica e com complicacbes. Em Uberaba,
em 2013, ocorreram vinte Obitos confirmados por dengue, sendo 0 municipio com
maior nimero de O6bitos no Estado (19,04%), superando Belo Horizonte (7,6%).
Uberaba € um dos municipios com alta transmissdo da doenga, uma vez que
apresenta, em média, coeficiente de incidéncia superior a 300 casos/100.000
habitantes (SESMG, 2012a) e € o municipio com melhor estrutura assistencial dentre
os demais municipios nesta e das outras duas microrregides (ANEXO C).

O quadro 1 retrata a situacdo epidemiologica de Uberaba e Regi&o, de 2008 a

2013. Os casos de dengue com complicacéo e de febre hemorragica por dengue sao
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considerados casos de dengue grave, na nova classificacdo proposta pela
Organizacdo Mundial de Saude de 2009 (WHO, 2009). Além desses, foi classificado
apenas um caso como sindrome do choque da dengue, em 2013, no municipio de
Delta, pertencente a Regional de Uberaba, sendo possivel sua consulta no sistema
do Ministério da Saude denominado Sinan Online. Os dados da SRS/Uberaba
referem-se aos vinte e sete municipios da jurisdicdo da Regional, inclusive Uberaba,
que foi destacado por ser o municipio polo com o maior niumero de casos e
habitantes. Ja o quadro 2 indica os Obitos causados por dengue em Uberaba e
Regido, de 2009 a 2013, uma vez que em 2008 nao foi registrado nenhum ébito. Os
valores sdo apresentados em numero absoluto de casos, uma vez que nao se
justifica a apresentacdo dos valores relativos (por 100 mil habitantes), considerando-
se que o tamanho da populacdo ndo sofreu aumento significativo no periodo, ao

contrario do numero de casos confirmados.

Quadro 1 - Casos confirmados de dengue classica, dengue com complicacéo e febre
hemorragica por dengue em Uberaba e Regido, de 2008 a 2013.

Dengue com Febre Hemorragica por

Ano Dengue Classica Complicacéo Dengue

Uberaba | SRS Uberaba | Uberaba | SRS Uberaba| Uberaba | SRS Uberaba
2008 74 350 0 22 0 1
2009 478 1540 2 10 1 1
2010 2416 4918 2 10 0 0
2011 1554 2004 3 5 1 2
2012 2614 3361 3 5 1 2
2013 12566 19920 40 58 7 10

Fontes: SinanOnline e DVA/SVEAST/SubVPS/SES-MG.

Quadro 2 - Obitos causados por dengue, classificados como dengue com complicacéo
e febre hemorragica por dengue em Uberaba e Regido, de 2009 a 2013.

Obitos - Dengue com Obitos - Febre

Ano Complicacao Hemorragica por Dengue

Uberaba | SRS Uberaba| Uberaba | SRS Uberaba
2009 1 2 0 0
2010 1 1 0 0
2011 3 3 0 0
2012 2 2 1 2
2013 17 22 3 3

Fontes: SinanOnline e DVA/SVEAST/SubVPS/SES-MG.
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1.3 A QUESTAO AMBIENTAL E A PRESENCA DO MOSQUITO VETOR

As mudancas demogréaficas e sociais que ocorreram de modo acelerado nos
altimos 50 anos tém sido apontadas como as principais causas do aumento do
namero de casos de dengue. O aumento populacional, associado a urbanizacéo
descontrolada e nao planejada, presenca de moradias deficientes, aumento da
densidade demografica, deterioracdo da agua e precariedade dos sistemas de
esgoto tém criado condi¢cbes ideais para 0 aumento das doencas transmitidas por
mosquitos em centros urbanos tropicais, especialmente em paises em
desenvolvimento (OLIVEIRA, 2012). O Brasil, além dos problemas sociais
anteriormente mencionados, registra todos os fatores ideais que explicam a alta taxa
de transmissdo da doenca: numero de cidades infestadas pelo mosquito vetor,
mobilidade da populacao, introducdo e co-circulacdo dos diferentes sorotipos virais.
A presenca do mosquito vetor, somada a sua alta capacidade de adaptacdo aos
locais habitados pelo homem, relacionados principalmente a sua organizacdo _ ou
desorganizacdo _ urbana, tornam a doenca dengue um dos principais problemas do
mundo contemporaneo (TEIXEIRA et al., 1999, SIQUEIRA et al., 2005).

A dengue € uma virose transmitida por mosquitos da subfamilia Culicinae,
tribo Aedini, género Aedes, subgénero Stegomyia, sendo que as espécies
importantes para a transmissdo da doenca sao A. aegypti, A. albopictus, A.
polynesiensis e alguns membros do grupo A. scutellaris (GLUBER, 1998). O A.
aegypti e o A. albopictus sdo as espécies de importancia epidemioldgica nas
Américas, mas o0 A. aegypti € considerado o principal responsavel pela transmissao
de dengue no Brasil, transmitindo também a febre amarela. Este mosquito é
originario da Africa, onde adquiriu a capacidade de se adaptar ao ambiente urbano,
tornando-se antropofilico e dispersando-se juntamente com o processo migratorio
(OLIVEIRA, 2012). No Brasil, sua introdugdo ocorreu no periodo colonial, estando
relacionado ao trafego de escravos dos paises africanos. Entretanto, por causa das
intensas campanhas de combate a febre amarela em meados de 1950, o A. aegypti
foi considerado erradicado no pais, mas voltou a ser encontrado no Estado do Par3,
em 1967, no Estado do Rio de Janeiro, em 1977, e em Roraima no inicio da década
de 80, decorrente da deficiéncia do sistema de vigilancia e controle de zoonoses dos
paises vizinhos, como Guianas e Venezuela (CONSOLI, OLIVEIRA, 1994).

Os paises tropicais e sub-tropicais ja trazem consigo as caracteristicas

climaticas propicias para o desenvolvimento do vetor, considerando as estagdes
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chuvosas e o calor. O clima afeta o comportamento do mosquito, uma vez que a
baixa umidade diminui a sobrevivéncia da forma adulta, diminuindo também a
proporcdo daqueles que atingem o estagio capaz de transmitir a doenca. A
associacdo entre chuva e abundéncia do vetor varia entre as regifes devido a
disposicdo dos habitat disponiveis para a sobrevivéncia das larvas e as praticas de
estocagem de &gua da populacdo local (JANSEN, BEEBE, 2010). Embora possa
manter uma populacdo consideravel durante as estacbes menos chuvosas, a custa
dos criadouros semipermanentes principalmente quando ha o descuido das
autoridades governamentais e dos cidadaos, é durante a estacdo chuvosa que o
mosquito  vetor consegue alcancar niveis elevados de infestacdo e,
consequentemente, altos indices de transmissao viral (CONSOLI, OLIVEIRA, 1994;
OLIVEIRA, 2012).

A proliferacdo do A. aegypti é feita pela deposicdo de ovos em colecdes de
agua no domicilio e peridomicilio, onde sua fase larvaria se desenvolve. Os
chamados criadouros de mosquitos sdo recipientes que possibilitam o acumulo de
agua, como tanques de armazenamento, vasilhames temporarios (garrafas de
plastico e de vidro, potes, latas), utensilios descartados a céu aberto como lixo,
pneus, vasos de plantas e outros. Desse modo, o mosquito vetor encontra um
ambiente favoravel para se proliferar, que passa de criadouro para foco, e a
transmissao do virus da dengue é facilitada pela proximidade fisica entre mosquito e
seres humanos (BARRETO, TEIXEIRA, 2008).

Assim, a dindmica da transmissdo da dengue é€ influenciada por diversos
fatores ambientais: presenca do virus e do vetor, disposicdo de locais para
oviposicdo e desenvolvimento do vetor, variaveis climaticas, comportamentais e
sociais, sendo as duas ultimas ligadas diretamente ao hospedeiro. Entretanto, ha de
se lembrar de que, no Brasil, o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD),
em vigor desde 2002, assume atualmente um carater de politica de saude publica
permanente, demandando ainda mais custos, somados aqueles gerados pela
doenca por si, resultados do absenteismo laboral e escolar, do enfraquecimento das
atividades turisticas e da sobrecarga do sistema de saude, comprometendo toda a
cadeia produtiva, principalmente nos periodos de epidemia (POLONI, 2013).

Portanto, é fundamental tanto a participacdo efetiva da populacdo quanto das
esferas de governo no controle da dengue. Estudos recentes realizados no estado de

Minas Gerais indicam que mais de 80% dos focos do mosquito A. aegypti encontram-
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se dentro dos domicilios, apontando a importancia da conscientizacéo de todos
sobre a gravidade do problema (SESMG, 2013).

1.4 MANIFESTACOES CLINICAS

Foram descritos quatro sorotipos do virus da dengue, que sdo capazes de
causar diferentes espectros de sintomas, variando de acordo com os fatores citados
anteriormente. Uma infeccdo com um sorotipo leva a imunidade ao longo da vida
para aquele sorotipo, mas a uma imunidade parcial e temporaria para os demais. A
circulacdo de mais de um sorotipo pode aumentar o risco de infeccdes de maior
gravidade, descritas como febre hemorragica por dengue e sindrome do choque da
dengue (WHO, 1997). Entretanto, a infeccdo com qualquer sorotipo pode causar
formas mais brandas (assintomatica, indeterminada, classica) ou graves
(hemorragicas, com complicacdes, choque, dentre outros) (WHO, 1997;
NOISAKRAN, PERNG, 2008).

A Organizacdo Mundial de Saude propds uma classificagdo, em 1997 (WHO,
1997) (figura 4), que considerava, com base em achados clinicos, epidemiologicos e
laboratoriais, os casos de dengue como Dengue Classica (DC), Febre Hemorragica
por Dengue (FHD), Sindrome do Choque da Dengue, atribuindo ainda subdivisbes
para os casos de FHD conforme sua gravidade (G1, G2, G3, G4) e instituindo o
termo dengue com complica¢gbes (DCC) para aqueles casos que, apesar de graves,
nao apresentavam critérios suficientes para serem considerados hemorragicos ou
com choque. Entretanto, por dificuldades enfrentadas pelos profissionais de saude
na rotina dos servicos em classificar corretamente os casos, e, com vistas a
padronizar condutas clinicas, essa classificacdo veio a ser revista em 2009 (WHO,
2009).

A classificacdo de 2009 foi elaborada com vistas a facilitar a compreenséo,
atendimento clinico aos doentes, notificacdo adequada dos casos e comparacdes
internacionais (WHO, 2009). Esta classificacdo foi adotada pelo Brasil a partir de
janeiro de 2014 em substituicdo a anterior, entretanto, ressalta-se que a mesma tem
maior relevancia para a intervencao clinica do que para o diagnostico, com vistas ao
atendimento oportuno dos pacientes e redugcédo da taxa de letalidade, ndo sendo

ainda completamente recomendada para uso em pesquisas (MACEDO et al., 2014).
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Figura 4 — Manifestacfes da infec¢do pelo DENV

Infeccaopelovirusdengue

. . ASSi Febre h Agi
Febre Indiferenciada Dengue Classica A ggw:grlrjaegma Dengue com
complicacao
Sem Com Sem Com
Sangramento sangramento choque choque

Gl G2 G3 G4

Fontes: WHO, 1997; Rocha, L. A. Dengue: diretrizes clinicas do Ministério da Saude. Il Seminario
Dengue, FIOCRUZ, 2010.

Os sintomas da dengue comecam a aparecer apos um periodo de incubagéo
de 5 a 8 dias. A doenca apresenta uma fase aguda, inicial, febril, que corresponde
ao periodo de viremia, que costuma durar em média até quatro dias. No curso
natural da doenga temos, entre o terceiro e o sexto dia (periodo de defervescéncia
da febre), um periodo critico, caracterizado pela queda da viremia e da temperatura,
com disfuncdo organica causada pelo periodo anterior de desidratacdo, com queda
na contagem de plaquetas e aumento do hematocrito (WHO, 2012) (quadro 3).

Em alguns casos podem ocorrer choque e/ou sangramento e 0 paciente
evoluir para formas graves da doenca. Caso 0 paciente esteja sendo
adequadamente monitorado por equipe de salude, esses sinais de alarme (alerta)
serdo detectados precocemente, evitando a evolugdo do caso para a hipotencao,

extravasamento plasmatico, choque e 6bito (WHO, 2012) (figura 5).
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Quadro 3 — Classificacdo de casos de Dengue

Dengue com/sem sinais de alarme

Dengue Grave

Dengue provavel:

Morar ou viajar para area
endémica de dengue

Febre com dois ou mais dos
seguintes critérios:
Nauseas/vomito

Exantema

Artralgia e mialgia

Prova do laco+

Leucopenia

Algum sinal de alarme
Exame laboratorial
(especifico) confirmado

Com sinais de alarme*;

Dor abdominal

Vémito persistente
Evidéncia clinica de acumulo
de fluido

Sangramento em mucosa
Letargia/irritabilidade
Aumento do figado >2cm

Exame laboratorial
inespecifico:
tHematdcrito simultaneo

com |Plaquetas

*Exige observagéao
rigorosa e intervengao
meédica

Extravasamento
plasmético grave
evoluindo para:

Choque
Acumulo de fluido com
desconforto respiratério

Hemorragia grave
(definido pelo médico)

Envolvimento grave de
orgaos:

Figado: AST/ALT=1000
SNC: alteracéo
consciéncia

Coracao e outros 0rgaos

da

Fontes: WHO, 2012; Rocha, L. A. Dengue: diretrizes clinicas do Ministério da Saudde. I| Seminario

Dengue, FIOCRUZ, 2010.

Figura 5 — O curso da doenga dengue
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Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION. Dengue: guidelines for diagnosis,
treatment, prevention and control [Internet]. New edition. Geneva: WHO: 2009. [cited 2011 Mar 1]
por Frederico Figueiredo Améncio. Available from:
http://whglibdoc.who.int/publications/2009/9789241547871_eng.pdf
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Os sinais de alarme/alerta devem ser rotineiramente pesquisados, e 0s
pacientes orientados a procurar a assisténcia médica na ocorréncia deles. Em geral,
0s sinais de alarme anunciam a perda plasmatica e a iminéncia de choque. O
sucesso do tratamento do paciente com dengue esta no reconhecimento precoce
dos sinais de alarme. O periodo de extravasamento plasméatico e choque leva de 24
a 48 horas, devendo o médico estar atento a rapida mudanca das alteracdes
hemodinamicas (BRASIL, 2009; BRASIL, 2011).

A conduta da equipe de profissionais dependera das manifestacdes clinicas e
de outras circunstancias relacionadas ao servigo: os pacientes podem ser enviados
para casa (Grupo A); ser encaminhados para um hospital (Grupo B); ou
necessitarem de tratamento de emergéncia e encaminhamento urgente (Grupo C)
(figura 6) (WHO, 2012). Entretanto, no Brasil adota-se o gerenciamento de casos de

dengue segundo quatro grupos, descritos na figura 7 (BRASIL, 2011).

Figura 6 — Classificagao de casos de dengue, niveis de gravidade e
tratamento a ser instituido.
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Fontes: WHO, 2012; Rocha, L. A. Dengue: diretrizes clinicas do Ministério da Sadde. || Seminario
Dengue, FIOCRUZ, 2010.

Para atender a nova classificacédo, o Ministério da Saude alterou a ficha de

investigacdo de Dengue no SINAN — Sistema de Informacgdo de Agravos de
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Notificacdo, a ser utilizada em todo territorio nacional a partir de janeiro/2014

(ANEXOS E e F).

Figura 7 - Gerenciamento de casos de Dengue
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Fonte: BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Diretoria Técnica de Gestéo.
Dengue: diagnostico e manejo clinico — adulto e crianga / Ministério da Saude, Secretaria de
Vigilancia em Saude, Diretoria Técnica de Gestao. — 4. ed. — Brasilia : Ministério da Saude, 2011. 80

p.

Importante lembrar que existem outras classificagbes para as formas graves

da doenca, como a proposta por AZEREDO et al. (2010), que indicam que

trombocitopenia igual ou inferior a 50.000/mm3 ja é um sinal de gravidade.

1.5 DENGUE VIRUS

O virus causador da doenca dengue é um arbovirus, pois sua transmissao e

decorrente da picada de artropodes. E um dos principais representantes da familia

Flaviviridae, sendo um virus envelopado, com genoma de RNA de fita simples e
senso positivo (MURRAY et al., 2006).



34

A fita de RNA que constitui seu genoma tem cerca de 10,8 kb e contém uma
Unica fase aberta de leitura (Open Reading Frame — ORF). Seu material genético
expressa uma longa poliproteina que, posteriormente, € processada por proteases
virais e do hospedeiro em trés proteinas estruturais (capsideo [C], proteina da
membrana [M] e glicoproteina do envelope viral [E]) e, pelo menos, sete proteinas
nao-estruturais, essenciais na replicacdo do virus (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a,
NS4b e N55) (figura 8).

Figura 8 — Genoma do DEN V

5'UTR
NS2A NS4A
o ] ]Ns1m 5 - NS5
NS2B NSAB 3UTR

Fonte: GUZMAN, et al. Dengue: a continuing global threat. NATURE REVIEWS — MICROBIOLOGY,
December, p. S7-S16, 2010.

A NS1 € uma glicoproteina viral pouco comum, uma vez que nao forma parte
da estrutura do virion, mas é expressa na superficie das células de hospedeiros
mamiferos infectadas, ndo sendo encontrada em células de mosquitos vetores. A
NS1 circula em altos niveis no soro de pacientes com dengue durante toda a fase
clinica da doenca e ainda nos primeiros dias de convalescenca, sendo um marcador
bem conhecido de diagnostico precoce da infeccdo (MULLER, YOUNG, 2013). O
fato da NS1 circular em altos niveis na corrente sanguinea dos pacientes com
dengue durante a fase aguda da doenca sugere que essa proteina pode contribuir,
por si sO, para a patofisiologia das infeccbes por DENV. A regulacdo dos mondcitos
por receptores Toll-like (TLRs) durante a doencga pode, hipoteticamente, ser afetada
pelas proteinas virais, entre elas a NS1 ou outras moléculas endégenas. Enquanto a
funcdo da NS1 ndo esta ainda completamente definida, evidéncias prévias tém
apontado o seu envolvimento na replicacdo do RNA viral (MULLER, YOUNG, 2013).
Entretanto, um “link” preciso entre os niveis séricos de NS1 e a perturbacdo da
resposta imune com alteracdo da permeabilidade vascular, que caracterizam a
forma severa da doenca, ainda permanece obscuro.

A replicacdo viral € lenta e inicia cerca de quinze horas ap0s a infeccéo
(NOISAKRAN, PERNG, 2008). O genoma do DENV contém regides néo traduzidas



35

(UTR) flanqueando a 3’ e 5 a ORF, que tem papel fundamental na regulagdo da
traducao e replicacdo do genoma. A UTR-5’ é relativamente curta (aproximadamente
100 nucleotideos) e tem uma estrutura cap tipo |; a UTR-3’ € maior e contém varias
estruturas conservadas de RNA apesar da auséncia de uma sequéncia poliA. O
virion tem aproximadamente 50nm de didmetro e contém as trés proteinas
estruturais (C, M, E) e o genoma de RNA. A superficie do genoma é formada por
180 copias da glicoproteina E mais o envelope, resultado do brotamento dentro das
vesiculas intracelulares e ndo da superficie da célula (MUKHOPADHYAY et al.,
2005; NOISAKRAN, PERNG, 2008; GUZMAN et al., 2010; MURPHY, WHITEHEAD,
2011).

O DENV apresenta quatro sorotipos antigenicamente distintos conhecidos
como DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Cada sorotipo contém uma abundante
variacdo genética e pode ser subdividido em subtipos ou gendtipos. Essa grande
diversidade genética pode ser explicada pela alta taxa de mutacdes relacionada a
enzima RNA-polimerase-RNA-dependente. Assim, cada um dos sorotipos apresenta
varios gendtipos diferentes, identificados pela analise da sequéncia do gene E/NS1.
A variacao dos gendétipos pode também ser causada pela distribuicdo geografica dos
mesmos, resultando, por exemplo, em gendtipos asiaticos, americanos, europeus.
Outro aspecto que deve ser mencionado € o quanto os diferentes sorotipos ou
gendtipos podem influenciar na patogénese da doenca, entretanto, a associacéo
entre genotipos e formas clinicas da doenga mantém-se uma questdo em aberto
(RICO-HESSE, 1990; HOLMES, TWIDDY, 2003; OLIVEIRA, 2012).

1.6 EXAMES LABORATORIAIS

O diagnéstico da dengue se torna dificil quando somente baseado em
achados clinicos e epidemioldgicos. O diagndstico definitivo pode ser realizado em
laboratdrio, através de métodos diretos e indiretos, sendo que os diretos podem ser
realizados em amostras coletadas até sete dias ap0s o inicio do inicio dos sintomas,
utilizando amostras de sangue ou de tecido: isolamento do virus, detecgdo do
genoma e deteccdo de antigenos do virus. JA& os meétodos indiretos residem
basicamente na sorologia para deteccao de anticorpos especificos (IgM ou 1gG) e
necessitam de pelo menos cinco dias para apresentarem positividade (PEELING et

al., 2010; WHO, 2009). A figura 9 apresenta uma comparacao entre os testes
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realizados por métodos diretos e indiretos, considerando a acessibilidade, confianca,
especificidade e oportunidade.

Dentre todos os métodos para diagnostico da dengue, o isolamento viral é o
mais especifico, entretanto, € um exame de dificil realizacdo na rotina dos servicos
de salide publica, por seu alto custo e dificil operacionalizac&o. E necessario que a
amostra de soro seja coletada na fase de viremia da doenca (primeiros 3 a 5 dias),
mas, em caso de Obito, pode-se utilizar plasma, leucécitos, sangue total e tecidos
obtidos durante a autépsia (GUZMAN at al., 2010).

Figura 9 — Comparacao entre os testes de diagndstico de dengue
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Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION. Dengue: guidelines for diaghosis,
treatment, prevention and control [Internet]. New edition. Geneva: WHO: 2009. [cited 2011 Mar 1]
por Frederico Figueiredo Améancio. Available from:
http://whglibdoc.who.int/publications/2009/9789241547871_eng.pdf

Os ensaios sorologicos sdo mais comumente utilizados para diagnéstico de
infeccdo por dengue, uma vez que sdo de custo mais baixo e mais faceis de realizar
do que os métodos diretos. Quando a infeccdo ocorre em individuos que ja tiveram
uma infeccdo prévia por outro sorogrupo do DENV, ocorrerd uma resposta imune
secundaria, com altos niveis de IgG por causa da estimulacdo das células B de
memoria da infeccdo anterior, associada a resposta IgM da infeccdo atual (figura
10). Os testes MAC-ELISA séao utilizados para captura de anticorpos IgM e IgG,
apresentando em média uma sensibilidade de 90% e especificidade de 98%, em

amostras coletadas apoés cinco dias do inicio dos sintomas (GUZMAN at al., 2010).
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Muitos testes de amplificacdo de acido nucleico tém sido desenvolvidos para
o diagndstico de infeccdo por DENV. Algumas técnicas sdo quantitativas e outras
podem ser utilizadas para sorotipagem. Pode-se citar a Transcriptase Reversa PCR
(RT-PCR) e a Transcriptase Reversa PCR em Tempo Real (Real Time RT-PCR),
cuja principal vantagem dessa Ultima seria sua capacidade em determinar titulos
virais nas fases precoces da doenca, sendo considerada por muitos como
importante preditor de severidade (GUZMAN at al., 2010).

Figura 10 - Linha do tempo de infec¢des primaria e secundéria por DENV
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Fonte: Adaptado de WORLD HEALTH ORGANIZATION. Dengue: guidelines for diaghosis,
treatment, prevention and control [Internet]. New edition. Geneva: WHO, 2009. [cited 2011 Mar 1]
por Frederico Figueiredo Améncio. Available from:
http://whglibdoc.who.int/publications/2009/9789241547871_eng.pdf

Os antigenos do DENV podem ser detectados em tecidos como figado, baco
e linfonodos, bem como em tecidos obtidos por autépsia em casos fatais. Ja a NS1 é
uma glicoproteina produzida por todos os flavivirus, sendo essencial para a
replicacdo e viabilidade viral. Uma vez que essa proteina € secretada na corrente
sanguinea, muitos testes vém sendo realizados para diagnosticar infec¢des por
DENV utilizando a NS1. Kits para deteccdo de antigeno NS1 e de anticorpos NS1
especificos estdo disponiveis comercialmente, entretanto, ndo estabelecem
diferenca entre os diferentes sorogrupos do DENV (GUZMAN at al., 2010). O Brasil
vem adotando os testes rapidos NS1 com vistas a identificacdo precoce da infeccédo

e atencao adequada ao paciente. Entretanto, segundo a Organizagédo Mundial de
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Saude, estes ensaios ainda ndo devem substituir os testes de sorologia,
principalmente por seu alto custo e baixa sensibilidade (WHO, 2009).

A deteccdo da proteina NS1 pode ser realizada por métodos qualitativos
como a Imunocromatografia, ou pelo método Imunoenzimatico (ELISA), que indica
sua presenca por densidade Optica. A deteccdo da NS1 também pode ser realizada
através de métodos quantitativos, pelo estabelecimento de uma curva padrao com a
NS1 glicosilada, ou pela quantificacdo da proteina em unidades. O kit proposto pela
marca BIO-RAD® mensura a quantidade de NS1 através de uma estimativa propria
utiizando uma NS1 (glicosilada (controle positivo), adotada pelo fabricante,
denominada BR Units/ml (BIO-RAD®, 2012).

O uso da proteina NS1 tem uma alta especificidade (82 a 100%), e moderada
sensibilidade (mediana 64%, intervalo de 34-72%), mas, segundo estudos realizados
previamente, a sensibilidade € mais baixa nas infec¢cdes secundérias, quando
comparada com as infeccfes primarias. Importante ressaltar que o resultado NS1
negativo ndo exclui a possibilidade da doenca. O periodo adequado para a
realizacdo do exame é entre o terceiro e quinto dia da doenga (BRASIL, 2011).

Outros exames podem ser aliados no diagndstico da dengue, principalmente
em situacdes de epidemia, uma vez que, em funcdo da alta demanda, pode ser
inviavel a realizacdo de exames especificos para todos os casos. O hemograma,
além de contribuir com o diagnostico, pode auxiliar no acompanhamento da
evolucdo da doenca, pois, com frequéncia, sdo encontradas alteracbes como
leucopenia, neutropenia com presenca de linfécitos atipicos e trombocitopenia com
valores abaixo de 100.000 plaquetas/pL (OLIVEIRA et al., 2012).

1.7 ARESPOSTA IMUNOLOGICA

Segundo Espada-Murao and Morita (2011), existem duas formas opostas de
resposta imune a dengue: uma eficaz, capaz de conter a infeccdo e propiciar a
recuperacdo do paciente e outra ineficaz, que favorece a evolu¢do do quadro clinico
para formas mais graves. Assim, a primeira linha de defesa contra os agentes
patogénicos é mediada pelo sistema imune inato.

Os receptores Toll-like (TLRs) dao inicio ao processo e reconhecem
invasores através da deteccdo de padrbes moleculares associados a patdégenos. Até
0 momento, pelo menos dez TLRs foram descritos em seres humanos, dos quais

seis (TLR 2, 3, 4, 7, 8 e 9) estédo implicados no reconhecimento de componentes
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virais, ou seja, acidos nucleicos virais e proteinas. Os TLRs sdo abundantemente
expressos em mondcitos, macréfagos e células dendriticas (DCs), as principais
células alvo do DENV, que, por sua vez, disparam defesas antivirais, como a
producdo de interferon e citocinas proé-inflamatérias. A ativacdo de TLR3 e TLR7
inibe a replicagdo do DENV, indicando que estes TLRs possuem atividade antiviral
para DENV. Estudos tém sido realizados e indicam que as altera¢cdes na producdo
de citocinas pro-inflamatorias, como observado em pacientes com FHD, podem ser
atribuidas a reconhecimento através dos TLRs. Tomados em conjunto, 0
reconhecimento e subsequente ativacdo de TLRs pode ser um fator contribuinte na
patogénese da doenca dengue. Pode-se observar que, nesses estudos, 0s
resultados indicam que existe uma regulacdo diferencial de perfis de expressao de
TLR durante a fase aguda da dengue classica e da dengue hemorragica (TORRES
et al., 2013).

O TLR4 é bem conhecido como receptor para o lipopolissacarideo (LPS) da
membrana de bactérias gram negativas (TAKEUCHI, AKIRA, 2009; ESSAKALLI et
al., 2009). Um estudo anterior constatou uma interacao entre DENV, LPS e CD14 na
superficie de mondcitos e macréfagos humanos, sendo que o LPS bacteriano, um
ligante do complexo CD14 — TLR4, foi capaz de bloquear a entrada do DENV e
regular a viremia, alterando a producao de citocinas por mondcitos e macréfagos (de
KRUIF et al., 2008).

O DENV, quando entra no hospedeiro, depara-se inicialmente com células
dendriticas, macréfagos e mondcitos, que sdao a primeira barreira contra o
estabelecimento da infec¢cdo (JESSIE et al., 2004). Rapidamente, essas células
tornam-se alvos da replicacdo do virus que ativamente penetra nessas células ou,
como no caso de infeccdo secundaria, pode ser auxiliado pela formacdo de um
complexo antigeno-anticorpo que, ao invés de neutraliza-lo, facilita sua entrada via
receptores encontrados nessas células, conhecido como fenbmeno ADE (Antibody-
Dependent Enhancement) (ROTHMAN, 2011). Apos sua entrada, 0 virus parece
inibir moléculas da via de sinalizagédo do interferon (IFN) tipo | (a e B), além de
dificultar o reconhecimento de seus produtos por receptores intracelulares de PAMP
(padrbes moleculares associados a patogenos) (MORRISON et al., 2012). Nesse
momento, uma inducdo de IFN tipo | € fundamental para abortar a infecgdo logo no
inicio, entretanto ndo é o que geralmente acontece. Estudos relacionam altas

concentragdes desse tipo de IFN com formas mais brandas da doenga (UBOL et al.,
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2008). Ja o interferon-gama (IFN-y) relaciona-se com efeitos mais danosos, sendo
encontrado em maiores concentragdes nos casos mais graves. Entre seus efeitos,
observa-se a inducdo de interleucina 12 (IL-12) (pro-inflamatdria), ativacdo de
células T, facilitacdo do fendbmeno ADE e aumento indireto da permeabilidade
vascular (LIBRATY et al., 2001; DEWI et al., 2004; OLIVEIRA, 2012).

Outro evento importante € a “cytokine storm” ou tsunami de citocinas, uma
liberacdo massiva de citocinas que caracteriza esta doenca viral. No inicio da
infeccdo parecem ser os mondcitos e as células dendriticas as fontes iniciais de
producdo das citocinas. O apice da producdo de citocinas pré-inflamatorias e
vasoativas derivada dessa ativagcao imune excessiva acarreta um dos sinais mais
caracteristicos de agravamento da infeccdo pelo DENV: o aumento da
permeabilidade vascular. Nas formas mais severas encontram-se altas
concentracfes de IFN-y, fator de necrose tumoral (TNF) e interleucina 10 (IL-10) e
baixas concentracfes de 6xido nitrico (NO), que parece ter um papel regulador
importante na resposta (UBOL et al., 2008; OLIVEIRA, 2012). Assim, a produgé&o de
altos niveis de citocinas pro-inflamatorias tem sido associada com alteracdes
hemodindmicas e de coagulacdo, que podem levar a um aumento na
permeabilidade vascular, extravasamento de plasma, choque hipovolémico e morte
(GUBLER, KUNO, 1997; CHATURVEDI et al., 2000) (figura 11). Em um modelo in
vitro de infeccdo pelo DENV-2 em mondcitos, observou-se que o DENV era capaz
de induzir a producédo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IFN-y, IL-10 e
interleucina 6 (IL-6) nessas células (REIS et al., 2007). A producado de citocinas em
células mononucleares de sangue periférico quando infectadas pelo DENV-2 foi
investigada por Chaturvedi et al. (1999), que observaram que o TNF-a foi uma das
citocinas mais precocemente detectadas, aparecendo ja no primeiro dia de infeccéo
e atingindo o pico no segundo dia, enquanto o aparecimento do IFN-y foi mais tardio,
sendo detectavel a partir do segundo dia com pico no terceiro. A IL-10 mostrou ser
uma citocina de aparecimento tardio, jA que nao foi detectavel até o quarto dia,
atingindo maiores concentracdes apenas no setimo dia de infeccao.

Desse modo, a resposta do sistema imune contra uma infec¢cdo causada pelo
DENV é muito importante no desenvolvimento dos sintomas, uma vez que o dano

causado ao individuo néo é resultado apenas do dano direto causado pela
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replicacdo viral, mas também do tipo de resposta imune desenvolvida ao longo de
todo o curso da infeccdo (ESPADA-MURAO; MORITA, 2011; OLIVEIRA, 2012).

Figura 11 — Resposta inflamatéria ao DENV
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Descrevem-se, a seguir, citocinas consideradas relevantes nas infec¢des por

DENV, destacando-se as que tém papel importante no sistema imune inato:

Interferons (IFN), Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) e Interleucinas 10 (IL-10),

12 (IL-12) e 4

(IL-4), sendo que a ultima participa da resposta adaptativa. Vale

ressaltar que as citocinas IL-12 e IFNs possuem um papel ativador da enzima 6xido

nitrico sintase (NOS) para a producéo de oxido nitrico (NO) e as citocinas IL-4 e IL-

10 inibem a atividade da NOS e, consequentemente, a producao de NO.
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1.7.1 Interferon (IFN)

Trata-se de uma classe de glicoproteinas de pequeno peso molecular (15 a
40 kDa) produzidas por uma grande variedade de células definidas por sua atividade
inespecifica contra os virus de modo geral. Existem dois tipos: tipo I, induzido pelos
virus ou RNA de cadeia dupla, que abrange os interferons-a (produzidos por
linfécitos) e os interferons-B (produzidos por fibroblastos); tipo Il, proveniente de
linfécitos ativados por um antigeno, representado pelo interferon-y, que possui
preponderante atividade antiviral e antitumoral, além de ser importante fator ativador
de macréfagos e células Natural Killer (NK) (REY, 2008).

Fagundes et al. (2011) observaram que a producado de IFNs depende da ac¢éo
combinada das citocinas IL-12 e IL-18, sendo os IFNs responsaveis por mediar a
resisténcia do hospedeiro a infec¢éo pelo DENV, de forma dependente da acdo do
oxido nitrico (NO). Quando a célula é exposta ao IFN-y, ocorre um aumento da
producdo de oOxido nitrico que, quando liberado, pode matar os virus proximos por

ser altamente toxico.

1.7.2 Fator de necrose tumoral a (TNF-a)

Citocina liberada principalmente por macrofagos ativados que esta
estruturalmente relacionada com a linfotoxina produzida por linfécitos T ativados. E
produzida também por células de Kuppfer e outras. E um mediador importante das
manifestacbes gerais da inflamacéo, e tem esse nome principalmente porque destroi
células neoplasicas in vivo e in vitro, causa nhecrose de certas nheoplasias
transplantadas e inibe metastases experimentais, sendo que a lesdo tecidual e a
necrose sao mediadas por efeitos na microcirculacdo que dao lugar a inflamacao
intensa, necrose isquémica e hemorragia. Em pessoas sadias, seus niveis
plasmaticos sdo baixos ou nulos, entretanto, quando estimulado por toxinas das
bactérias gram-negativas é liberado rapidamente, sendo detectavel apés 20 minutos.
Em niveis baixos produz: anorexia, febre, taquipnéia e taquicardia; em niveis altos,
gerados por grandes traumatismos, pode levar a hipotensdo, faléncia cardio-
respiratoria e morte (REY, 2008).

Kurane (2007) ressaltou a importancia do TNF, principalmente nos casos
mais graves da infec¢@o por dengue, onde ha extravasamento de plasma e Gagnon

et al. (2002) identificaram que ocorre uma maior expressao de TNF-o e IL-4 em
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casos graves de dengue comparada a que ocorre nos casos de dengue classica ou
em outros casos de doencas febris. Uma relacdo positiva entre altos niveis de
receptores TNF solUveis e a severidade da FHD foi registrada em outro estudo
(BRAGA et al.,, 2001) e a presenca de polimorfismos TNF-a no alelo TNF-308A
parece ser um fator de risco para as manifestacbes hemorragicas em pacientes
infectados pelo DEN V, de acordo com FERNANDEZ-MESTRE et al., 2004. Um
estudo experimental conduzido com ratos encontrou relacdo direta entre TNF-a e
dengue hemorragica, uma vez que grandes deficiéncias de TNF-o diminuiam o
desenvolvimento de hemorragias (YEN et al., 2008). A figura 12 retrata as principais

atribuigcbes do TNF-a.
Figura 12 — Principais atribuicdes do TNF-o

Inflamacéo
aumentada

l. Moléculas de adeséo Aumento da
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celular
Endotello Fator de crescimento
endotelial vascular Angiogénese
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Fontes: Adaptado de Choy, E. H., Panayi, G. S. Cytokine pathways and joint inflammation in
rheumatoid arthritis. N. Engl. J. Med., v. 344, n.12, p. 907-916, 2001.
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1.7.3 Interleucina-10 (IL-10)

Citocina derivada principalmente de macréfagos ativados e de linfocitos T
auxiliares que inibe a secrecdo de IFN-y pelos linfécitos T, de citocinas (IL-1, IL-12,
TNF) e a inflamacé&o por células mononucleares (REY, 2008). Green et al. (1999)
ratificaram que a producéo exacerbada de IL-10 pode estar relacionada, em fase

aguda, com casos graves de dengue.
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1.7.4 Interleucina-12 (IL-12)

Citocina derivada de linfécitos T, linfécitos B e principalmente de macrofagos
ativados, induz a producdo de IFN-y por linfocitos T e células NK, ligando as
imunidades inata e adaptativa (LAWRENCE, FLORES, COSTA-CARVALHO, 2006;
REY, 2008). A IL-12 é composta por duas subunidades, os componentes p40 e p35
que, juntos, formam o p70, correspondente a IL-12 ativa. Além de estimular a
producdo de IFN-y, a IL-12 promove uma resposta com padrdo Thl, inibe a sintese
de IgE e aumenta a funcdo citolitica celular (LAWRENCE, FLORES, COSTA-
CARVALHO, 2008).

Estudo conduzido por Fagundes et al. (2011) indicou que a expressao de IFN-
y aumentou apos a infeccéo de roedores pelo virus da dengue, sendo que sua

producao foi precedida pelo aumento dos niveis de IL-12 e IL-18.

1.7.5 Interleucina-4 (IL-4)

Tem uma importante participagdo no sistema imune adaptativo, sendo
conhecida como fator estimulador de linfécitos B (BSF-1), fator de diferenciacédo de
linfécitos B (BCDF-y) e fator indutor de 1gG. A IL-4 é produzida por linfécitos T
ativados, mastécitos e basofilos. Induz mudanca isotipica de linfécitos B para
produzir IgE, sendo que camundongos com deplecdo génica seletiva para IL-4 néo
produzem IgE, indicando a importancia dessa interleucina na producdo de
hipersensibilidade imediata (REY, 2008). Maior expressao de IL-4 foi encontrada em
casos graves de dengue quando comparada aos casos classicos ou a outras
doencas febris (GAGNON et al., 2002).

1.8 OXIDO NITRICO E DENGUE
1.8.1 O 6xido nitrico

O oxido nitrico ou monoxido de nitrogénio (NO) permaneceu durante muitas
décadas conhecido como um gas poluente nocivo, sendo alvo de interesse de
guimicos e ambientalistas (FUKUTO, 1995; CARDOSO, 2002). Desde que foi
descoberta como molécula gerada de forma endogena por células de mamiferos, o
NO tem sido reconhecido como importante mediador biolégico por suas implicacdes

na fisiopatologia de diversas doencas e por sua relevancia como mensageiro intra e
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intercelular liberado durante varios eventos, inclusive imunoldgicos (PALMER,
FERRIAGE, MONCADA, 1987; CARDOSO, 2002).

O NO é um radical livre gasoso de meia-vida relativamente curta, gerado pela
familia de proteinas de Oxido nitrico sintase (NOS) e que atua como molécula
sinalizadora, mediando a comunicacdo célula-célula (MONCADA, 1999).
Enzimaticamente, o NO é gerado em mamiferos a partir da oxidacdo de L-arginina
para L-citrulina; também pode ser formado independentemente da NOS pela
reducdo de nitrato e nitrito catalizada por enzimas redutoras, tais como
desoxihemoglobina e nitrato redutase (BRENNAN, UMAR et al.,, 2000; SOUSA,
2012). Pode-se dizer que o NO € um radical livre instavel, reagindo com outros
radicais livres como anion superoxido e ions de hidroxila, além de metais como o
ferro heme (hemoglobina, mioglobina, citocromos) (CHATURVEDI, NAGAR, 2009).

Trés isoformas da NOS foram identificadas, sendo que duas estao presentes
constitutivamente nas células _ eNOS (6xido nitrico sintase endotelial) e nNOS
(6xido nitrico sintase neuronal) _ enquanto a outra isoforma € expressa apos a
producdo de certas citocinas ou produtos bacterianos, sendo conhecida como 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) (STUEHR & GRIFFITH, 1992). A nNOS e a eNOS
sdo semelhantes, uma vez que geralmente sdo produzidas constitutivamente e a
sua atividade é regulada por concentracdes de célcio intracelulares, diferentemente
da inducdo da expressédo de iINOS, que ocorre por estimulos inflamatérios como os
gerados pelo TNF-a ou pelo IFN-y (HUANG, MARTASEK et al., 2000; SOUSA,
2012).

O NO € uma das menores moléculas mensageiras biossiontetizadas por
células de mamiferos biologicamente ativas, com peso molecular de 30 Da. E um
gas com numero impar de elétrons, que reage com atomos e outros radicais livres,
com propriedades lipofilicas, sendo praticamente apolar, o que Ihe confere especial
capacidade de difusdo pelas membranas. Por ser instavel (vida média de 3-10
segundos), reage rapidamente com o oxigénio formando NO; (diéxido de nitrogénio)
originando em seguida NO;™ (nitrito) e NO3™ (nitrato). Além disso, combina-se com a
hemoglobina, um consumidor natural de NO, para formar metahemoglobina
(CARDOSO, 2002).

Assim, o NO é um importante sinal paracrino e autocrino utilizado por
diferentes tipos de células e produzido por uma variedade de células como

macrofagos, células vasculares endoteliais, células de Kupffer, supra-renais e
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tecidos do cerebelo. O NO tem uma ampla gama de fun¢des no organismo, que vao
desde a dilatacdo dos vasos sanguineos, agregacdo de plaquetas, combate a
infeccbes e tumores, mediador de inflamacéo e atividade citotéxica dos macréfagos
até a transmissao de sinais entre células nervosas (MONCADA, PALMER, HIGGS,

1991; CHATURVEDI, NAGAR, 2009).

1.8.2 Papel do 6xido nitrico no sistema imune

O NO é conhecido por ter um forte papel imuno-regulatério, estimulando ou
inibindo a ativacdo e proliferacdo de células imunes, bem como a sintese e
sinalizacédo de citocinas (BOGDAN, 2001; CHATURVEDI, NAGAR, 2009).

O NO tem varios efeitos na sintese de citocinas. O NO exégeno aumenta a
sintese de TNF-o. em células mononucleares do sangue periférico humano e em
preparacdes de neutréfilos estimulados por lipopolissacarideos. JA o NO enddgeno é
necessario para a producao de interleucina 12 (IL-12), ao passo que o NO exégeno
diminui a producéo de IL-12 por macrofagos. O NO esta envolvido na sinalizagédo de
citocinas, uma vez que em ratos com deficiéncia de iINOS a sinalizacdo de algumas
citocinas é perdida. A producéo de grandes quantidades de NO por macréfagos leva
a inativacdo de linfécitos e induz a uma imunossupressdo persistente
em animais infectados por HIV. O NO desempenha um papel chave na patogénese
das doencas inflamatérias. Em situacbes especificas e com concentracdes
especificas funciona como anti-inflamatério e tem efeito protetor contra varias
infec¢des. Por outro lado, em situagBes anormais e em altas concentracdes, é um
mediador pro-inflamatério, induzindo a inflamacdo e lesdes patoldgicas
(CHATURVEDI, NAGAR, 2009).

Assim, com o objetivo de manter a homeostase e responder a invasao de
microorganismos, vasos sanguineos secretam uma variedade de citocinas, e
também de NO, que regulam a contragdo dos tecidos vasculares e células
musculares lisas. O NO pode levar a vasodilatacdo e reducdo da resisténcia
vascular sistémica, que pode gerar hipotensdo, choque e morte, caso seus niveis
nao sejam corrigidos (TRAIRATVORAKUL et al., 2005).

A ampla expresséo de iINOS que ocorre em inflamacdes e infecgbes tem sido
bem caracterizada e aceita como um componente vital da resposta adaptativa do
hospedeiro aos estimulos nocivos, embora haja evidéncias de que a indugédo de

INOS, em algumas condicdes fisiopatoldgicas, seja parte de uma ativagéo imune
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descontrolada e deletéria, ja que a inibicdo da NOS pode exercer efeitos protetores
nessas condi¢cdes. O papel da formacdo aumentada de NO tem sido investigado e
discutido na insuficiéncia circulatoria associada ao choque endotoxico e séptico, na
artrite reumatoide, osteoartrite e na hipertenséo portal. O papel do NO pode variar
de acordo com o processo patolégico envolvido e o tecido afetado (HIRATA et al.,
2001; CARDOSO, 2002).

Sob condicbes patoldgicas, elevados niveis de NO sdo produzidos no
organismo apos a inducdo da expressao de iNOS. Assim, este mediador pode
exercer efeitos benéficos agindo como um agente anti-bacteriano, anti-parasitario,
anti-viral e até mesmo anti-tumoral, mas, em contrapartida, os niveis elevados de
NO, se ndo controlados, podem ser prejudiciais, uma vez que pode reagir com 0
superoxido concomitantemente produzido, gerando compostos altamente téxicos
para a estrutura celular, como, por exemplo, o peroxinitrito (BECKMAN &
KOPPENOL, 1996; CHEN, SJOLINDER et al., 2012; AMORIM, RODRIGUES et al.,
2012; LIAO, HSU, et al., 2012; SHAKED, HOFSETH et al., 2012; SOUSA, 2012).

1.8.3 Papel do 6xido nitrico durante uma infecc¢é&o viral

O NO tem multiplos efeitos durante as infec¢bes virais, podendo afetar tanto
0s virus quanto o hospedeiro. No virus, o NO tem a capacidade de inibir a replicacédo
ou de causar mutacdes e no hospedeiro pode causar dano celular e doenca. A
inducéo de iINOS pode ocorrer durante infec¢des virais por dois mecanismos, direto
e indireto (CHATURVEDI, NAGAR, 2009) (figura 13).

A producdo de NO por mondcitos e células endoteliais pode levar a
vasodilatacdo e reducdo de resisténcia vascular sistémica, que pode levar a
hipotensdo, choque e 0Obito, se nao corrigida. Niveis de NO estdo elevados em
muitos casos de doencgas infecciosas virais, inclusive na infec¢gdo por dengue.
Mondcitos isolados de varios pacientes tornam-se ativados e expressam INOS, que
leva & producdo de NO pelas células. Estudo realizado anteriormente demonstrou
que o DENV foi submetido a um tratamento especifico de adicdo de NO, sendo que
altas concentragdes do virus foram detectadas em células infectadas apos a inibicao
da iNOS, indicando que o NO pode desempenhar papel importante no controle da
infecg@o por DENV-1 de monacitos in vitro e in vivo (NEVES-SOUZA et al., 2005).
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Figura 13 — Mecanismos de inducédo de NO durante as infecc¢des virais
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Fonte: Adaptado de CHATURVEDI, U. C.; NAGAR, R. Nitricoxide in dengue and dengue
haemorrhagic fever: necessity or nuisance? FEMS Immunol Med Microbiol, v. 56 p. 9-24, 2009.

De um modo especial, no caso da dengue, o NO colabora para a inibicdo da
replicagéo viral. Charnsilpa et al. (2005) investigaram os efeitos do NO sobre a
producéo do DENV e na replicagdo do RNA em células de neuroblastoma de ratos.
O NO inibiu a replicagéo viral suprimindo a sintese de RNA, resultando na reducédo
da sintese de NS1, uma das sete proteinas estruturais do genoma do DENV,
importante para a replicacao do virus. Assim, o NO pode atuar como um agente de
defesa que diminui a carga viral em pacientes.

Estudos registraram que, embora os niveis de NO em pacientes com FHD
sejam muitas vezes similares aos de pacientes controles saudaveis, pode-se
constatar que elevados niveis de NO sdo encontrados em pacientes com dengue
classica (VALERO, ESPINA, ANEZ, 2002; TRAIRATVORAKUL et al., 2005).
Entretanto, informacgdes mais precisas precisam ser disponibilizadas sobre o
assunto.

Costa et al. (2012), em um estudo experimental com camundongos infectados
com uma cepa adaptada de DENV-3, observaram que essa infeccdo causou a
letalidade dos animais, sendo precedida por varias mudangas hematoldgicas e
bioguimicas acompanhadas do aumento da disseminagdo viral, caracteristicas
consistentes com manifestacdo da doenca grave em humanos. O aumento da

expressdo de IFN-y apés a infecgdo com DENV-3 foi precedido pelo aumento da
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expressdo das citocinas IL-12 e IL-18. A falta de producdo de IFN-y esteve
associada com a diminuicdo da expressdo de NOS e a maior susceptibilidade a
infeccdo pelo DENV-3. Segundo os autores, 0s mecanismos de protecdo contra a
infeccédo pelo DENV-3 dependem de um controle de replicacéo viral IFN-y-NOS-NO-

dependente e da gravidade da doenca.

1.8.4 Papéis do oxido nitrico na definicdo da infeccdo como dengue classica
ou grave (FHD, DCC, SCD)

Muitos papéis do NO na patogénese das infeccdes por DENV tem sido
discutidas em relacdo a mutacdo do DENV, respostas inflamatérias ndo-especificas
e reacOes imunologicas do hospedeiro modulados pelo NO que podem causar FHD.
A replicacdo do DENV sensivel ao NO € inibida pela geracdo de NO, resultando em
baixa carga viral e, consequentemente, & uma forma clinica mais branda da doenca.
Ja os DENV resistentes ao NO séo virulentos, tem uma alta taxa de replicacdo e
uma forte influéncia na resposta genética do hospedeiro quando comparados com
os DENV sensiveis ao NO. Os DENV resistentes ao NO induzem uma maior
expressdo de genes relacionados a resposta imune, como 0s genes envolvendo
citocinas/quimiocinas, ativagcdo de células T, células B, plaquetas e células
inflamatorias. Isto pode resultar na interacdo entre plaquetas, células vasculares
endoteliais e células inflamatérias que induzem o extravasamento vascular
(CHATURVEDI, NAGAR, 2009).

Entretanto, os DENV resistentes ao NO aumentam significativamente a
regulacdo de IL-6, IL-7, IL-8, RANTES (CCL5) e MCP-3, que estdo correlacionadas
com o aumento da FHD. Achados em soros de pacientes com dengue e FHD
mostram uma relagao inversa entre IL-4 e IL-10 para IFN-y (CHATURVEDI et al.,
1999). Altos niveis de IL-6 e IL-8 podem estar envolvidos no extravasamento
vascular e hemorragias, sendo encontradas em pacientes FHD/SCD, mas nédo em
pacientes com dengue classica (CHATURVEDI, NAGAR, 2009). Deste modo,
observa-se que o NO exerce um papel importante na infeccdo por DENV, uma vez
que a inibicdo da replicacdo de DENV por NO pode resultar em dengue classica e,
guando n&o ocorre essa inibicdo, podem ocorrer as formas graves da doenca.

Considerando-se a participacdo do NO bem como das demais moléculas
_TLR4, TNF-qa, IL-10, IL-12p40, NS1_ na evolucéo da doenca dengue, acredita-se

que o presente estudo pode contribuir para um melhor conhecimento dos
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mecanismos envolvidos na resposta imune e sua associacdo com formas graves.
Acredita-se que niveis elevados de NS1 viral alteram parametros da resposta imune
em pacientes infectados pelo DENV, contribuindo para o desenvolvimento de

diferentes desfechos clinicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as relacdes entre niveis séricos da proteina viral NS1 secretada in
Vivo e parametros da resposta imune (expressdo de TLR4, producdo de TNF-a, NO,
IL-10 e IL-12p40) em pacientes infectados com dengue apresentando diferentes

desfechos clinicos (dengue classica e dengue com complicacéo/ febre hemorragica).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Avaliar e quantificar os niveis séricos de NS1 em pacientes infectados

com o dengue virus na fase aguda e defervescéncia da doenca;

b) Comparar os niveis séricos de NS1 com niveis de NO, IL-10, IL-12p40 e
TNF-a em pacientes com diferentes formas clinicas da dengue na fase

aguda e na fase de defervescéncia da doenca;

c) Comparar a producdo de TNF-a por células mononucleares do sangue
periférico de pacientes com diferentes formas clinicas da infecgéo
(dengue classica e dengue com complicagcéo/febre hemorragica) e células
de individuos saudaveis ap6s estimulo de 18 horas com o agonista de
TLR4, LPS;

d) Comparar a producdo de TNF-a por células mononucleares do sangue
periférico de grupos de pacientes com dengue apresentando baixos e
altos niveis séricos de NS1, apos estimulo de 18 horas com o agonista de
TLR4, LPS;

e) Avaliar a expressdo de TLR4 de células CD14+ em pacientes com
diferentes formas clinicas da infec¢cdo (dengue classica e dengue com

complicagéo/febre hemorragica) e células de individuos saudaveis;

f) Comparar a expressdao de TLR4 em células CD14+ de grupos de
pacientes com dengue apresentando baixos e altos niveis séricos de
NS1.
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3 PACIENTES E METODOS

Foram coletadas amostras de sangue venoso e preenchimento de formuléario
especifico (ANEXO D) de pacientes que apresentaram doenca dengue confirmada
de fevereiro de 2010 a abril de 2013 no Ambulatério de Dengue do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal do Triangulo Mineiro, na Unidade de Pronto
Atendimento do bairro Abadia (UPA-Abadia) e no Pronto-Socorro do Hospital Sdo
Marcos, situados na cidade de Uberaba, Minas Gerais. As amostras foram obtidas
em duas etapas: na fase aguda da doenca (entre o 2° e 0 5° dia ap0és o inicio dos
sintomas) e na fase de defervescéncia (entre 0 9° e o 12° dia apds o inicio dos
sintomas), entretanto, nem todos os pacientes retornaram para a coleta da segunda
amostra. A caracterizacdo do grupo de estudo com as informacfes referentes a
género idade e classificacdo dos casos estd apresentada na tabela 1 do item
Resultados.

As amostras foram ordenadas numericamente, considerando as iniciais do
participante e as datas das coletas. Além do instrumento préprio de coleta de dados,
trabalhou-se com a ficha de notificagcdo/investigacdo de caso suspeito de dengue do
SINAN-Net, quando preenchida pelo profissional de saude atendente (ANEXOS E e
F).

As informacdes clinicas, epidemioldgicas e laboratoriais foram reunidas e
organizadas em um banco de dados (planilha Excel), com as seguintes informacdes
de interesse para o estudo:

1) Identificacéo: registro, iniciais, nome, idade, sexo, residéncia;

2) Coleta da(s) amostra(s): inicio dos sintomas, origem da amostra, coleta de

2-5 dias, coleta de 9-12 dias, material, ano de coleta;

3) Dados Laboratoriais: hemécias, hemoglobina, hematocrito, leucdcitos,
neutréfilos, bastonetes, segmentados, eosinéfilos, basdfilos, linfocitos,
monaocitos, plaquetas, citometria (TLR4), NS1 dengue, IgM e/ou IgG
(dengue), niveis séricos de TNF-q, IL-10, IL-12p40, NO;

4) Sinais e sintomas: febre, cefaleia, prova do laco, dor retro orbitaria, mialgia,
artralgia, diarreia, exantema, prostracdo, nauseas, vOmitos, epistaxe,
gengivorragia, hemataria, petéquias, metrorragia, = sangramento
gastrointestinal, dor abdominal intensa, hepatomegalia dolorosa, tempo de

sintomas;
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5) Evolucéo: internacéo, 6bito, complicacao;
6) Encerramento: classificagéo, critério de classificacdo, observacao.
Apos o preenchimento de todos os dados, os casos foram classificados de
forma retrospectiva, considerando as orientacdes da OMS (WHO, 1997).
Especificamente para as comparacdes referentes as células em cultura e
producdo de NO, IL-10, IL-12p40, TNF-a e expressao de TLR4, trabalhou-se com
um subgrupo de 37 pacientes infectados pelo DENV (a caracterizacdo do grupo de
estudo com as informacdes referentes a género idade e classificacdo dos casos esta
apresentada na tabela 2 do item resultados) e 20 individuos controles (voluntarios
saudaveis nao infectados pelo DENV). Dos 20 controles saudaveis, 10 (50%) eram
do género masculino e 10 (50%) do género feminino com média de idade foi igual a
37 £ 14 anos). Os controles apresentaram resultados negativos para a presenca de
NS1 e anticorpos IgM/IgG antivirus dengue e ndo eram vacinados contra febre
amarela.

A figura 14 ilustra a metodologia adotada no presente estudo.

Figura 14 — Desenho do estudo
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3.1 CRITERIOS DE INCLUSAO E DE EXCLUSAO

As amostras foram obtidas mediante os seguintes critérios de inclusdo: os
pacientes serem adultos, com idade igual ou superior a 18 anos, apresentando
sinais e sintomas descritos anteriormente, caracterizando os casos como dengue
classica, dengue com complicacbes ou febre hemorragica da dengue, apos
esclarecimento dos objetivos do estudo e consentimento formal assinado (ANEXO
H). Foram excluidas do presente estudo pessoas com menos de 18 anos de idade,

bem como aqueles que ndo apresentavam sinais e sintomas suspeitos de dengue.

3.2 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo esta inserido no projeto “Avaliacdo da resposta imune inata
ao virus da Dengue: expressao de receptores toll, citocinas e quimiocinas”, que foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo seres humanos da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro sob o Protocolo 851 de 2006 (ANEXO G),
sendo que os pacientes foram esclarecidos sobre o presente estudo e assinaram

termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO H).

3.3 GRUPO DE ESTUDO E CLASSIFICACAO DOS CASOS

Os casos confirmados de dengue foram classificados como dengue classica
(DC), dengue com complicacdes (DCC) e febre hemorragica da dengue (FHD), de
acordo com as orientacdes propostas pela Organizacao Mundial de Saude em 1997
(WHO, 1997), considerando-se que a mesma é, em diversos aspectos, mais
adequada para 0 uso em pesquisas cientificas do que a ultima versao (WHO, 2009),

mais indicada para manejo clinico dos pacientes (MACEDO et al., 2014).

3.4 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE

Amostras de sangue venoso foram coletadas de pacientes infectados pelo
DENV, sendo vinte mililitros de sangue periférico heparinizado (PB) e cinco mililitros
sem anticoagulante para obtenc&o de soro. A contagem de células sanguineas e o
hemograma foram realizados no equipamento Coulter® do setor de Hematologia do
Laboratério Central da Universidade Federal do Triangulo Mineiro. Apos a coleta do
sangue, o hemograma foi realizado no tempo maximo de 2 horas para que 0S riscos

de resultados falsos fossem minimizados.
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O sangue coletado foi separado do soro e foram isoladas as células
mononucleares do sangue periférico, sendo uma aliquota utilizada para cultura e
estimulacdo celular e outra aliqguota estocada em nitrogénio liquido para uso
posterior nos experimentos de citometria de fluxo.

A figura 15 ilustra a sequencia dos procedimentos realizados a partir da coleta

das amostras.

Figura 15 — Coleta e processamento das amostras de sangue

Amostrasde

196 ensaio imunoenzimaético:
pacientes teste ELISA (IgM e IgG)

W 4osagemde TNF-a, IL-10
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teste imunocromatogréfico
(NS1) —quali/quantitativo

. contagemc'ie ’6 ’i | . ” -

Equipamento Coulter® estoque de PBMCs
do Setor de Hematologia em nitrogénio

- Laboratorio Central da ; liquido: citometria
Universidade Federal do r de fluxo
Triangulo Mineiro.

3.5 DIAGNOSTICO SOROLOGICO DE DENGUE

Utilizou-se o teste de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay - Ensaio
Imunoenzimatico) para captura de anticorpos IgM e IgG anti-dengue PANBIO® a
partir do soro dos pacientes para confirmagédo da doenca e também os kits de ELISA
Platellia® da Biorad e imunocromatografico PANBIO® para deteccéo da proteina viral
NS1, todos utilizados de acordo com as instru¢des do fabricante (figuras 16 e 17).

3.6 DOSAGEM DE CITOCINAS
As citocinas presentes nas amostras de soro foram dosadas por ELISA
utilizando pares de anticorpos monoclonais comercialmente disponiveis (BD-

Bioscience, EUA). Foram utilizadas doze placas de 96 pocos de fundo chato
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recobertas com anticorpos monoclonais especificos para a captura das citocinas a
serem dosadas: TNF-a, IL-10 e IL-12p40. Os pocos correspondentes ao branco da
reacdo ndo continham anticorpos. As fileiras 11 e 12 de cada placa foi adicionada
solucéo-padréo da respectiva citocina recombinante, seguindo diluicdes seriadas 1:2
em PBS-BSA 1% a partir das concentracées iniciais. As outras fileiras foi adicionado
100uL/pogo de soro contendo a citocina a ser dosada. As placas foram incubadas a
4°C overnight e, no dia seguinte, lavadas por cinco vezes com solu¢do contendo
PBS-Tween 20 0,05%. A seguir, foram adicionados os anticorpos de deteccao
marcados com estreptavina, diluida em PBS-BSA 1%. As placas foram incubadas
por duas horas a temperatura ambiente e novamente lavadas por cinco vezes em
PBS-T. Entao foi adicionado 100uL/po¢o de uma solucéo 1:1 de substrato TMB com
peroxido de hidrogénio. Os resultados foram obtidos pela diferenca entre as
absorbancias medidas a 450 e 630 nm (Abssso — AbSgzp) em um leitor automatico de
placas de ELISA (Modulus Microplate Reader - Promega). A concentracdo de
citocinas nas amostras de soro foi determinada em pg/mL, pela comparacdo com as
absorbéancias obtidas em uma curva padrdo da respectiva citocina recombinante

realizada simultaneamente.

Figura 16 — Ensaio Imunoenziméatico

Fonte: Disciplina de Laboratério Clinico
Universidade Federal do Triangulo Mineiro — UFTM
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3.7 NIVEIS SERICOS DE NS1

A presenca de NS1 foi qualitativamente determinada utilizando o ensaio
imunoenzimatico Platelia™ NS1 Ag (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette,
Franca), conforme as instrucfes do fabricante.

Para as avaliacbes quantitativas (quantificacdo dos niveis séricos de NS1), o
mesmo kit foi usado, porém com um protocolo modificado fornecido pelo proprio
fabricante (Bio-Rad Laboratories, Marnes-la-Coquette, Franca), que utiliza NS1
recombinante do virus de dengue e uma diluicdo diferente do conjugado (1:5000),
com a concentracdo da amostra resultante sendo expressa em Unidades Biorad por
mililitro (BRU / ml).

Figura 17 — Exame Imunocromatogréfico

N3o-Reagente

B o T R — .

Fonte: Disciplina de Laboratério Clinico
Universidade Federal do Triangulo Mineiro — UFTM

3.8 ISOLAMENTO E ESTIMULACAO DE CELULAS MONONUCLEARES DO
SANGUE PERIFERICO (PBMCs)

Para os ensaios de cultivo celular, PBMCs foram isoladas de amostras de
sangue periférico obtidas de 37 pacientes infectados com DENV e 20 controles
saudaveis, apos centrifugacdo em gradiente de densidade utilizando Ficoll-Hypaque
(Histopaque 1077, Sigma Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO). As PBMC foram
cultivadas em 1x 10° células / ml em placas de cultura de 24 pocos a 37°C e 5% de
CO2, utilizando meio RPMI 1640 (BioWhittaker, Walkersville, MD) suplementado
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com 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 100 U/ml
penicilina/estreptomicina (Sigma Aldrich Chemical Co.) e 1% de L-glutamina (Sigma
Aldrich Chemical Co.). As PBMCs foram estimuladas durante 24 h com 10 ug/mL de
lipopolissacarideo ultrapuro (LPS), agonista de TLR4 (InvivoGen, USA). Os
sobrenadantes de cultura foram colhidos apés 24 h e armazenados a -80°C até a
andlise. Aliquotas de PBMCs foram criopreservadas para estudos posteriores em 1
ml de solugdo de congelamento [90% soro fetal bovino inativado (FCS; Gibco,
Invitrogen) + 10% de dimetil-sulféxido (DMSO; Sigma Chemical Co., St Louis, MO)] e
armazenados inicialmente a -80°C por 24 horas antes da sua introducdo em N

liquido.

3.9 DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade das PBMCs em cultura e, apds a estimulacdo com LPS, foi
quantificada através da sua capacidade para reduzir o 3-[4,5-dimetiltiazol]-2,5-
phenyltetrazolium brometo (MTT) a formazan. O MTT foi utilizado em uma
concentracdo final de 5 mg/ml e adicionado a cada poc¢o da placa de cultura 4 h
antes do fim da experiéncia. O formazan precipitado foi dissolvido por incubacéo
com DMSO (Merck, Berlim, Alemanha), e a sua concentracdo determinada
espectrofotometricamente a 560 nm.

3.10 QUANTIFICAQAO DE TNF-a EM SOBRENADANTES DE CULTURA
Os sobrenadantes de cultura de PBMC foram colhidos apdés 24 h e a
concentracdo do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) também foi medida por

ELISA, de acordo com o protocolo do fabricante (BD-Bioscience, EUA).

3.11 DOSAGEM DE OXIDO NiTRICO SERICO

A concentragdo de NO nas amostras de soro foi medida indiretamente pela
determinacdo de nitratos e nitritos (NO,/NO3’). O NO total no soro foi medido,
utilizando um kit de ensaio de o6xido nitrico (Sigma-Aldrich, EUA), seguindo as
instrugbes do fabricante. Este ensaio determina o Oxido nitrico com base na
conversao enzimatica de nitrato para nitrito pela acdo da enzima nitrato-redutase. A
reacdo é seguida por uma deteccédo colorimétrica de nitrito como um produto corante

“azo” da reagao de Griess. As amostras foram quantificadas
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espectrofotometricamente utilizando um leitor de microplacas a 540 nm (Promega,
EUA). Nitrato de sodio (NaNO;) foi utilizado para realizacdo da curva padrédo
(TRAIRATVORAKUL et al, 2005).

3.12 CITOMETRIA DE FLUXO

Foi realizada citometria de fluxo das PBMCs dos 20 controles saudaveis e de
37 pacientes infectados por incubacdo das amostras (5 x 10° células) com
concentracbes Otimas de anticorpos monoclonais (MAbs): anti-CD14-FITC e anti-
TLR4-PE, durante 30 minutos, em temperatura ambiente, no escuro. As células
foram lavadas duas vezes (300 x g durante 5 min) e ressuspensas em 500 ul de
tampéo fosfato de Dulbecco (D-PBS) contendo 1% de soro fetal bovino (FCS) e
azida sddica a 0,1% para a aquisicdo de dados no citbmetro de fluxo FACSCallibur
(Becton & Dickinson - EUA).

Antes de cada experimento, o instrumento foi verificado com relacdo a
estabilidade e reprodutibilidade usando esferas Calibrite™ (Becton Dickson, San
Jose, CA). Os tubos controle incluiam células incubadas com meio (controle de
fluorescéncia basal) e células incubadas com isotipos controle marcados com 0s
fluorocromos [isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE)] para controle
de ligacdo nao especifica. Durante a aquisicdo, cem mil eventos foram contados por
amostra.

Como estratégia de andlise da citometria, definiu-se a expressdo do TLR4
usando regides (“gates”) delimitados em graficos. As células CD14+ foram obtidas
pelo desenho de um “gate” de fluorescéncia contra granularidade especifica
(parametro SSC). As células contidas neste “gate”, denominado regiao 1 (R1), foram
ainda analisadas em um canal PE-fluorescéncia representando a expressao de

TLR4. Os dados foram analisados utilizando-se o software Flow Jo, versao 1.4.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises de dados foram realizadas utilizando o software aplicativo
GraphPad Prism (Graph Pad, CA), com o auxilio dos programas Microsoft Excel
2010 e Statview. Como as variaveis numericas tiveram distribuicdo ndo paramétrica,
foram utilizados os testes Mann Whitney e Kruskal-Wallis para comparar dois ou

mais grupos, respectivamente. O nivel de significancia foi ajustado para p <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 CASUISTICA

Foram incluidos no presente estudo 196 pacientes com dengue, cujos dados
foram coletados de 2010 a 2013, considerando os critérios de inclusdo, em dois
momentos: na fase aguda (entre 0 2° e 0 5° dia apds o inicio dos sintomas) e na fase
de defervescéncia (entre 0 9° e 0 12° dia apds o inicio dos sintomas), sendo
perdidas, no segundo momento, 44 amostras de pacientes que ndo retornaram para
a coleta de sangue. Trabalhou-se também com um grupo controle formado por 20
individuos voluntarios néo infectados.

Na tabela 1 é apresentada a caracterizacdo do grupo de estudo com as
informacg0des referentes a género, idade e classificacdo. Nesse grupo a maioria dos
casos foi classificada como dengue classica (DC) (158), sendo 26 casos
considerados como dengue com complicacbes (DCC) e 12 casos considerados
como febre hemorragica do dengue (FHD).

Para os estudos de cultivo e estimulacdo celular in vitro com avaliacdo da
expressdo do TLR4 em células CD14 trabalhou-se com um subgrupo formado por
37 casos, sendo 26 classificados como dengue classica (DC) e 11 classificados
como febre hemorragica da dengue (FHD), além do grupo controle formado por 20
individuos voluntarios ndo infectados. Das 12 amostras de pacientes com FHD
descritas na tabela 1, perdeu-se uma amostra, uma vez que nao foi possivel coletar
material suficiente para as analises de cultivo celular e citometria. As informacdes

referentes a género, idade e classificacdo desse subgrupo estdo na tabela 2.

Tabela 1 - Informacdes demogréficas e classificacdo dos casos de dengue utilizados
nos estudos ex vivo: Quantificacdo dos niveis séricos de NS1, NO e citocinas.

Dados dos pacientes Dengue Dengue com Dengue Controles
Classica complicacbes Hemorrégica N&o infectados
(DC) (DCC) (FHD) (N1)
Idade (x + dp) 37+13 42 +21 39 +22 37+14
Género Masculino (N) 82 15 7 10
Género Feminino (N) 76 11 5 10

Total 158 26 12 20
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Tabela 2 - Informacgbes demogréficas e classificagdo dos casos de dengue utilizados
nos estudos in vitro de cultivo celular.

Dados dos pacientes Dengue Dengue Controles
Classica (DC) Hemorréagica Nao infectados
(FHD) (NI)
Idade (x £ dp) 31+11 43 + 23 37+14
Género Masculino (N) 14 6 10
Género Feminino (N) 12 5 10
Total 26 11 20

4.2 ESTUDOS ex vivo: NIVEIS SERICOS DE NS1, NO E CITOCINAS
4.2.1 Quantificacdo de NS1 sérico

O antigeno NS1 foi encontrado em circulagdo na fase aguda (figura 18) e no
periodo de defervescéncia (figura 19). Seus niveis de circulacdo variaram bastante
entre os pacientes durante o curso da doenca, de 2,2 a 600 x10° BRU por mililitro
(figura 18). Durante a fase aguda, pacientes com FHD apresentaram niveis séricos
de NS1 maiores do que aqueles com DC. Além disso, durante a fase de
defervescéncia, os niveis de NS1 declinam mais acentuadamente em pacientes com
DC do que naqueles com FHD (figura 20).

A partir da distribuicdo dos valores encontrados (distribuicdo ndo paramétrica)
estabeleceram-se dois grupos de pacientes para a realizacdo de estudos posteriores
com base nos valores de mediana (10,4 x 10° BRU de NS1/ml) encontrados: Grupo

A com altos niveis séricos de NS1 (pacientes com niveis de NS1 iguais ou acima

dos valores da mediana) e Grupo B, com baixos niveis séricos de NS1 (pacientes

com niveis de NS1 abaixo do valor encontrado para a mediana).

4.2.2 Niveis séricos de NO
4.2.2.1 Niveis séricos de NO e forma clinica

Durante a fase aguda febril da infeccdo por DENV, observou-se um aumento
significativo nos niveis séricos de NO em pacientes com DC e uma diminuicdo dos
niveis nos pacientes com dengue grave (DCC/FHD) em comparacdo com O0S
individuos saudaveis nao infectados (figura 21). Nao foram detectadas diferencas
entre os grupos com diferentes formas clinicas da infeccdo pelo dengue virus

durante a fase de defervescéncia (figura 21).
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Figura 18 — Distribuicdo dos niveis séricos de proteina ndo estrutural 1 (NS1) secretada pelo virus
Dengue durante a fase aguda febril em todos os pacientes infectados envolvidos neste estudo,
quantificados pelo Kit ELISA Platellia (Blorad) conforme descrito na segao material e métodos e
expresso em unidades Biorad de NS1 x 10° por ml de soro (BRU X 10*/ml). A mediana (10,4 x 10°
BRU de NS1/ml) dos valores encontrados aparece indicada por uma seta azul. A partir da distribuicdo
encontrada estabeleceram-se dois grupos de pacientes para estudos posteriores: Grupo A com altos
niveis séricos de NS1 (valores igual ou acima dos valores da mediana) e Grupo B com baixos niveis
séricos de NS1 (valores abaixo do valor encontrado para a mediana)
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Figura 19 — Distribuicdo dos niveis de proteina ndo estrutural 1 (NS1) secretada pelo virus
Dengue durante a fase de defervescéncia em pacientes infectados, quantificados pelo Kit ELISA
Platellia (Biorad) conforme descrito na se¢cdo material e métodos e expresso em unidades Biorad
de NS1 por ml de soro (BRU /ml).
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Figura 20 — Niveis séricos de proteina ndo estrutural 1 (NS1) do virus Dengue durante a fase aguda
febril e na fase de defervescéncia em pacientes com dengue classica (DC) e dengue grave
(DCC/FHD) quantificados pelo Kit ELISA Platellia (Biorad) e expressos em unidades Biorad de NS1 x
10° por ml de soro (BRU X 103/ml), conforme descrito na se¢édo material e métodos. Simbolos
equivalentes (*, #) representam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos.
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Figura 21 — Niveis de éxido nitrico (NO2-/NO3-) em amostras de soro de pacientes com dengue
classica (DC), dengue grave (DCC/FHD) e voluntarios saudaveis nao infetados (NI) avaliados pela
reacdo de Griess, apo6s a redugdo de amostras de soro com nitrato redutase. Simbolos equivalentes
(*,#) representam diferengas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos.

4.2.2.2 Niveis séricos de NO e quantificacdo de NS1

Ao se analisar a distribuicdo dos niveis séricos de NS1 entre os pacientes
infectados pelo DENV observou-se uma clara divisdo entre dois grupos de
pacientes. Um grupo exibindo baixos niveis de NS1 sérico (abaixo de 10,4 x 10° BRU
de NS1/ml) e outro com altos niveis de NS1 (igual ou superior a 10,4 x 10° BRU de
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NS1/ml). Assim, estabeleceu-se um ponto de corte e, além da forma clinica, também
foram analisados dados do paciente de acordo com a quantidade de NS1 (<10,4 x
10° BRU de NS1/ml ou > 10,4 x 10° BRU de NS1/ml). Pode-se observar que 0s
pacientes com niveis séricos elevados de NS1 apresentaram niveis séricos
diminuidos de NO (figura 22).
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Figura 22 — Niveis séricos de oOxido nitrico (NO2-/NO3-) de amostras de grupos de pacientes
infectados com virus Dengue com baixos (NS1 baixa, < 10,4 x 10° BRU/mI) e altos (NS1 alta, > 10,4 x
10° BRU/mI) niveis séricos de NS1 medidos pela reacdo de Griess, ap0s a reducdo de amostras de
soro com nitrato redutase. Simbolos equivalentes (*) representam diferencas estatisticamente
significativas (p <0,05) entre os grupos.

4.2.3 Niveis de séricos de citocinas
4.2.3.1 Niveis séricos de citocinas e forma clinica

Durante a fase aguda febril da infeccdo por DENV, pacientes com FHD
apresentaram aumento significativo nos niveis séricos de IL-10 e IL-12p40 e reducéo
nos niveis de TNF-a em relacdo aos pacientes com DC. Ja na fase de
defervescéncia os pacientes com FHD apresentaram aumento dos niveis séricos de
TNF-a, IL-10 e reducgdo nos niveis de 1L12p40 quando comparados aos pacientes
com DC (figuras 23 a 28).
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Figura 23 — Niveis séricos de TNF-o. em amostras de soro de pacientes na fase aguda da infeccdo
com dengue classica (DC), dengue com complica¢des (DCC), febre hemorragica do dengue (FHD) e
voluntarios saudaveis nao infectados (NI) avaliados por ELISA. Simbolos iguais (*,@,#) representam
diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos.

TNFa - Defervescéncia

25 1 & %
=26 N=11
N =115
20 - # —I_
se T
= 15 - |
= N =20 p<0,05
10 -
@, #,%
5 -
0 1 1 cl’ 1
N () Y,
A3 Q OC' ((Qs

Figura 24 — Niveis séricos de TNF-o. em amostras de soro de pacientes na fase de defervescéncia da
infeccdo com dengue classica (DC), dengue com complicagbes (DCC), febre hemorragica do dengue
(FHD) e voluntarios saudaveis ndo infectados (NI) avaliados por ELISA. Simbolos iguais (*,@.#,&)
representam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre 0s grupos.
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Figura 25 — Niveis séricos de IL-10 em amostras de soro de pacientes na fase aguda da infeccdo com
dengue classica (DC), dengue com complicacdes (DCC), febre hemorrdgica do dengue (FHD) e

voluntarios saudaveis ndo infectados (NI) avaliados por ELISA. (*) representa diferencas
estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos.
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Figura 26 — Niveis séricos de IL-10 em amostras de soro de pacientes na fase de defervescéncia da
infeccdo com dengue classica (DC), dengue com complicagcbes (DCC), febre hemorragica do dengue
(FHD) e voluntarios saudaveis nado infectados (NI) avaliados por ELISA. Simbolos iguais (*, #)
representam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos.



67

IL12p40 — Fase Aguda

400 =
p <0,05
300 =
N = 26 N=12
E * @ #, &
= 200 = N =20 N = 158 _I_
o * y |
@, &
T
100 = -
0 | | | | | | | |
N (¥] O o
< Q 00 42*

Figura 27 — Niveis séricos de IL-12 em amostras de soro de pacientes na fase aguda da infeccdo com
dengue classica (DC), dengue com complicacdes (DCC), febre hemorrdgica do dengue (FHD) e
voluntarios saudaveis ndo infectados (NI) avaliados por ELISA. Simbolos iguais (*, #, @, &)
representam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre os grupos.
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Figura 28 — Niveis séricos de IL-12 em amostras de soro de pacientes na fase de defervescéncia da
infeccdo com dengue classica (DC), dengue com complicagbes (DCC), febre hemorragica do dengue
(FHD) e voluntarios saudaveis nao infectados ,(NI) avaliados por ELISA. Simbolos iguais (*,&,#)
representam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre 0s grupos.

4.2.3.2 Niveis séricos de citocinas e quantificacdo de NS1
Foram avaliadas as concentragdes de TNF-q, IL-10 e IL-12p40 no soro dos

pacientes infectados pelo DENV incluidos neste estudo e distribuidas de acordo com
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0s niveis de NS1 secretados in vivo durante a fase aguda da infecc¢éo (figuras 29, 30
e 31). Pode-se perceber, na figura 29, que os pacientes do grupo que apresentam
altos niveis de NS1 secretada in vivo na fase aguda da infeccdo apresentaram,
neste mesmo periodo, menor quantidade de TNF-a circulante quando comparados
aos pacientes com baixos niveis de NS1 solivel (menor do que 10,4 x 10° BRU de
NS1/ml). As outras citocinas avaliadas, IL-10 e IL12p40, ndo apresentaram
alteracdes significativas de acordo com os niveis de NS1 in vivo (figuras 30 e 31).
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Figura 29 — Niveis séricos de TNF-a. em amostras de soro de fase aguda de grupos de pacientes
infectados com virus Dengue apresentando baixos (NS1 baixa, < 10,4 x 10° BRU/mI) e altos (NS1
alta, > 10,4 x 10° BRU/mI) niveis séricos de NS1 avaliados por ELISA. Simbolos equivalentes (*)
representam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05) entre 0s grupos.

IL-10 X NS1
150-
100- -1
E
2
50- T
0 . :
47
Nv‘b\ '\’b\\?
& )

Figura 30 — Niveis séricos de IL-10 em amostras de soro de fase aguda de grupos de pacientes
infectados com virus Dengue apresentando baixos (NS1 baixa, < 10,4 x 10° BRU/mI) e altos (NS1
alta, > 10,4 x 10° BRU/ml) niveis séricos de NS1 avaliados por ELISA.
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Figura 31 — Niveis séricos de IL12p40 em amostras de soro de fase aguda de grupos de pacientes
infectados com virus Dengue apresentando baixos (NS1 baixa, < 10,4 x 10° BRU/mI) e altos (NS1
alta, > 10,4 x 10° BRU/mI) niveis séricos de NS1 avaliados por ELISA.

43 ESTUDOS DE CULTIVO CELULAR in vitro: EXPRESSAO DE TLR4 E
PRODUCAO DE TNF-a
4.3.1 Estimulacdo do TLR4 e producéo de TNF-a, niveis séricos de NS1 e forma
clinica
A producao de TNF-a por PBMCs em cultura ap6s a estimulacdo do TLR4
com o agonista LPS também foi investigada em individuos com dengue e voluntarios
saudaveis nado infectados. Pacientes com dengue hemorragica apresentaram uma
menor resposta a estimulacdo TLR4 do que os classificados como dengue classica
durante a fase aguda da infecgéo (figura 32). A figura 33 mostra que pacientes com
dengue e que pertencem ao grupo que possui niveis séricos mais elevados de NS1,
apresentaram uma modulacdo na resposta celular apés a estimulacdo do TLR4 com
0 seu agonista LPS (com uma reduzida producdo de TNF-o) do que o grupo de

pacientes com menor teor de NS1 (10,4 x 10° BRU/m).
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Figura 32 — Producdo de TNF-a (pg/ml) por 1 x 10° células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) de pacientes com dengue classica (DC), dengue hemorragica (FHD) e voluntarios
saudaveis ndo infectados (NI) estimuladas por 18 horas com 10 ug/mL de lipopolissacarideo
bacteriano ultrapuro (LPS), quantificado por ELISA. Simbolos equivalentes (*) representam diferenga
estatisticamente significativa (p <0,05) entre 0os grupos.
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Figura 33 — Producao de TNF-a (pg/ml) por 1 x 10° células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) de grupos de pacientes infectados pelo virus Dengue contendo baixos niveis séricos de
NS1 (NS1 baixa, < 10,4 x 10° unidades/ml) ou altos (NS1 alta > 10,4 x 10° unidades/ml) apés
estimulagcdo por 18 horas com 10 ug/mL de LPS ultrapuro, quantificada por ELISA. Simbolos
equivalentes (*) representam diferenca estatisticamente significativa (p <0,05) entre os grupos.

4.3.2 Expressao de TLR4 por células CD14 +
Diante das alteracdes detectadas na resposta ao LPS (um agonista de
TLR4) em células de pacientes com FHD, procuramos investigar se essa resposta

reduzida poderia ser devido a modulacdes na expressdo do TLR4 em mondcitos
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CD14+. De fato, a expressao de TLR4 encontrava-se diminuida em mondcitos de
pacientes com FHD, durante a fase aguda da doenca, quando comparada com a
expressao de células CD14 + obtidas de pacientes com dengue classica (Figura 34
— Painel B). No grupo com altos niveis séricos de NS1 também foram associados a
reducdo da expressao de TLR4 na membrana dessas células (Figura 34 — Painel
C).
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Figura 34 — Expressdo de TLR-4 por células CD14+ de pacientes infectados pelo virus Dengue.
Uma regido (R1) foi delimitada em SSC (granulosidade celular) x FL1/CD14+ e intensidade
média de fluorescéncia (MFI) do marcador TLR4-PE foram analisados em histogramas (A). (B)
representa MFI de TLR-4 obtida a partir de células CD14+ de pacientes com DC, FHD e
voluntarios saudaveis nao infetados (NI). (C) representa MFI de TLR-4 obtida a partir de células
CD14 + de grupos de pacientes infectados pelo virus Dengue contendo baixos niveis séricos de
NS1 (NS1 baixa, < 10,4 x 10° unidades/ml) ou altos (NS1 alta > 10,4 x 10° unidades/ml).
Simbolos equivalentes (*, #) representam diferenca estatisticamente significativa (p <0,05) entre
0S grupos.
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5 DISCUSSAO

A cada ano, o virus Dengue (DENV) infecta de 50 a 100 milhGes de pessoas
em todo o mundo. Além disto, estima-se que 2,5 bilhdes de pessoas estejam em alto
risco, vivendo em areas tropicais endémicas para o virus (GUZMAN et al., 2010;
BRADY et al.,, 2010; MURRAY et al., 2013). No Brasil, a doen¢ca Dengue tem sido
um problema grave de saude publica desde 1980. Em 2013, dos 2.351.703 casos
reportados nas Ameéricas, aproximadamente 61% deles (1.451.432 casos) ocorreram
no Brasil (BRADY et al., 2010).

A infeccdo pelo virus da dengue pode ter varias apresentacfes clinicas e,
frequentemente, pode apresentar evolucdes e desfechos imprevisiveis. As
manifestacdes clinicas podem incluir desde uma simples febre auto limitada durante
a dengue classica até o desenvolvimento de sindromes como a febre hemorragica
do dengue (FHD) e a sindrome do choque da dengue (SCD) com manifestacdes
graves como 0 aumento da permeabilidade vascular, acumulo de liquidos,
hepatomegalia, queda na contagem de plaquetas, hemorragia e extravasamento de
plasma associadas ao desenvolvimento de choque hipovolémico fatal (KURANE &
ENNIS, 1992; RIGAU-PEREZ, 1998).

Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento das manifestacées clinicas
graves sdo pouco compreendidos e, apesar da realizacao de varios estudos em todo
o mundo, os resultados encontrados tém sido por vezes controversos e até
contraditérios (KURANE & ENNIS, 1992). Diversos mecanismos imunopatolégicos
tem sido propostos para explicar o desenvolvimento de formas graves na Dengue,
entre eles o aumento da infeccdo dependente de anticorpos, também conhecido
como “Antibody-dependent enhancement” (GUZMAN & VASQUEZ, 2010), a
ativacao inapropriada de células T (KURANE et al., 1989; ROTHMAN et al., 2011),
uma resposta com “tempestade” ou “tsunami” de citocinas (ROTHMAN & ENNIS,
1999; CHATURVEDI et al., 2000) e fatores genéticos intrinsecos ao hospedeiro e ao
virus (YACOUB et al., 2013).

O presente estudo investigou, em pacientes infectados pelo virus da dengue,
as alteragcbes de alguns parametros da resposta imune inata (expressado e
estimulacdo do TLR4, producdo de oxido nitrico, TNF-a, IL-10 e IL-12p40) e suas
associacbes com o0s niveis da proteina NS1 secretada ex vivo em diferentes fases e

desfechos clinicos da doenca.
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O primeiro aspecto avaliado foi a distribuicdo dos niveis séricos de NS1
durante o curso da infec¢cdo pelo virus dengue em humanos. Verificamos uma
distribuicdo muito heterogénea dos niveis de NS1 encontrados na fase aguda da
infeccdo (figura 18). Seus niveis de circulacédo variaram bastante entre os pacientes
durante o curso da doenca, de 2,2 a 600 x10° BRU por mililitro. Pacientes com
DCC/FHD apresentaram niveis séricos de NS1 maiores do que aqueles com DC
tanto na fase aguda quanto no periodo de defervescéncia. Além disso, durante a
fase de defervescéncia, os niveis de NS1 declinaram mais acentuadamente em
pacientes com DC do que naqueles com FHD (figura 20). Embora ndo tenhamos
avaliado diretamente a carga viral no presente estudo, podemos pensar que
pacientes com DC estejam desenvolvendo uma resposta mais adequada na fase
aguda do que os pacientes com DCC e FHD, resultando numa eliminacdo mais
eficaz dos virus, com consequente reducdo da antigenemia na fase de
defervescéncia.

Sabe-se que o genoma do DENV codifica 10 produtos génicos, incluindo
proteinas estruturais do capsideo (C), membrana (prM) e envelope (E), além das
proteinas nado estruturais NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5
(SHURTLEFF et al., 2001; HOLMES & TWIDDY, 2003). Dentre as proteinas néo
estruturais, a NS1 se destaca por apresentar caracteristicas distintas, uma vez que
pode ser detectada em forma sollUvel em altas concentracdes no soro dos pacientes
infectados na fase aguda e durante toda a fase clinica da doenca, além de poder ser
encontrada também no meio intracelular ou ainda na membrana das células
infectadas (MULLER & YOUNG, 2013). A partir de todas estas caracteristicas
intrinsecas da NS1 espera-se uma provavel conexao entre seus niveis séricos com
alteracdes nos parametros da resposta imune do hospedeiro.

O fato da NS1 circular na corrente sanguinea em niveis muito diferentes em
cada paciente durante a fase aguda da infeccdo também sugere que esta proteina
pode contribuir, por si s0, com a patofisiologia da doenca. A concentracdo de NS1
circulante parece ser um ponto-chave, uma vez que altos niveis desta proteina viral
podem afetar a resposta imune e influenciar o desenvolvimento posterior de
diferentes formas clinicas. Estudo anterior mostrou que a quantidade de NS1
circulando no soro humano parece ser significativamente maior em pacientes que
desenvolveram FHD do que naqueles apresentando a forma classica da doenca
(VASANAWATHANA, BHAKDI, MALASIT, 2006). Embora n&o esteja claro se isso
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seria a causa ou a consequéncia do extravasamento de plasma, uma conexao entre
o aumento da replicagdo viral e o aumento da permeabilidade vascular que
caracterizam a infeccdo pelo DENV ainda € objeto de conjecturas. Durante a
infeccdo pelo DENV, camundongos e seres humanos desenvolvem anticorpos anti-
NS1 que reagem cruzadamente com epitopos em células endoteliais, induzindo um
processo de apoptose dependente de oxido nitrico (LIN et a., 2002). Resultados
encontrados no presente estudo e em estudos anteriores inferem que a intensidade
de replicacdo do DENV durante os estagios iniciais da infeccdo pode ser capaz de
influenciar o desfecho clinico, mas a patogénese da disfuncdo endotelial associada
ao extravasamento de plasma ainda permanece como um fenbmeno complexo e
pouco compreendido.

E possivel que durante a infeccdo pelo DENV, a prote¢do ou a patogénese
sejam determinadas na interface entre a imunidade inata e adaptativa. Esta interface
€ controlada por citocinas e fatores solUveis produzidos em consequéncia das
interacbes do DENV com seus principais alvos: mondcitos humanos e células
endoteliais (SCOTT et al., 1980; JESSIE, et al., 2004). Entre os parametros imunes
que podem ser afetados pelos niveis da NS1 viral, acredita-se que o 6xido nitrico
(NO) seja uma molécula que merece destaque. O NO é uma molécula gasosa
sintetizada por enzimas conhecidas como NO sintases (NOS) (VALLANCE &
MONCADA, 1994). Atualmente as NOS sdao classificadas em trés isoformas: NOS
endotelial (eNOS), NOS induzivel (iNOS) e NOS neuronal (nNOS).

A principal funcgéo fisiologica do NO derivado da eNOS ¢é a vasodilatagdo e a
reducdo da resisténcia vascular periférica, que podem levar a hipotensao, choque e
morte se ndo forem corrigidas rapidamente. Por outro lado, a iINOS pode ser
encontrada em varios tipos de células, como macrofagos e células endoteliais, e é
expressa quando é aplicado estimulo apropriado, como o produzido por
lipopolissacarido (LPS) ou pelo IFN-y (SESSA, 1994). O NO produzido por
macrofagos e células endoteliais participa e regula inUmeros processos fisioldgicos,
como a inibicdo da adesdo de leucécitos e da agregacdo de plaquetas, sendo
também capaz de regular a proliferacdo celular (SESSA, 1994; VALLANCE &
MONCADA, 1994).

Niveis de NO encontram-se elevados em muitas doencas infecciosas,
incluindo a infeccédo pelo DENV (VALERO et al,, 2002). O NO pode desempenhar

importante papel na gravidade das febres virais hemorragicas (SANCHEZ et al.,
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2004), provavelmente quando produzido em altas concentracfes, também por afetar
0 tdnus vascular e contribuir para o desenvolvimento de um quadro de choque. Por
outro lado, uma vez que o NO é considerado uma molécula com inUmeras acdes
fisiolégicas (MOCELLIN, BRONTE, NITTI, 2007), o aumento dos niveis de NO nos
casos de DC também pode vir a desempenhar um relevante papel na diminuicdo da
carga viral e alterar a evolugcdo da doencga, prevenindo o aparecimento de formas
mais graves. Os pacientes que apresentaram baixos niveis séricos de NS1 durante
a fase aguda da doenca também apresentaram, no presente estudo, niveis mais
elevados de NO (figura 22). Quando o DENV foi co-cultivado com células de Kupffer
ou com esplendcitos, detectou-se um aumento na producdo de NO (MARIANNEAU
et al., 1999). Mondcitos isolados de diversos pacientes encontram-se com a iNOS
ativada e o DENV mostra-se susceptivel a acdo de doadores de NO (NEVES-
SOUZA, et al., 2005). Além disto, o virus pode ser detectado em taxas mais altas
em células infectadas que foram tratadas previamente com inibidores da iNOS,
indicando que o NO deve participar de uma maneira importante, controlando a
infecdo de mondcitos pelo DENV, tanto in vitro quanto in vivo (NEVES-SOUZA, et
al., 2005).

Em nosso estudo, encontramos niveis reduzidos de NO sérico em pacientes
com DCC/DHF (figura 21). A razdo para os baixos niveis de NO nos pacientes com
DCC e DHF néo esta totalmente clara para nés, mas danos as células endoteliais
durante a fase aguda da infeccdo pelo DENV com uma consequente queda na
atividade da NOS endotelial podem estar envolvidos. O padrdo encontrado de
baixos niveis séricos de NO no grupo DCC/FHD durante a fase aguda febril e niveis
mais elevados durante a fase de defervescéncia também pode ser devido a
diferentes modulagBes sofridas pela eNOS e pela INOS em cada fase, hipotese que
merece ser testada.

O NO também parece estar envolvido na progresséo da infeccéo por dengue,
independente do sorotipo do DENV. Estudo conduzido por LEVY et al. (2010)
apontou que diferentes sorotipos do virus dengue ndo induzem diferencas
estatisticamente significativas nos niveis de NO. Analisados em conjunto, dados
preliminares encontrados demonstram que o NO pode nao apenas contribuir para a
protecdo, mas também para a gravidade da infeccdo por DENV, dependendo da

quantidade e da fase da doenca em que é produzido.
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Além do NO, durante a infeccdo pelo DENV, mondcitos e/ou macrofagos
ativados também produzem TNF-a. O fator de necrose tumoral alfa parece exercer
um papel importante no desenvolvimento das formas graves da dengue, pois uma
correlacdo entre a concentragdo elevada do receptor solivel de TNF-a. no sangue e
a gravidade da FHD foi descrita por BRAGA et al. (2001). Um estudo sobre
polimorfismos identificou que o alelo TNF-308A parece ser um fator de risco para
manifestacbes hemorragicas em pacientes infectados pelo DENV (FERNANDEZ-
MESTRE et al., 2004 ; CHUANSUMRIT et. al., 2013). Uma relacdo causal direta
entre TNF-o e FHD foi descrita em um modelo experimental utilizando
camumdongos, no qual a deficiéncia de TNF- a reduziu o risco de desenvolvimento
de hemorragias (YEN et al., 2008).

Em nosso estudo verificamos que o TNF-a, nas formas graves da dengue
(DCC/FHD), se elevou mais tardiamente no soro quando comparado aos pacientes
com dengue classica (figuras 23 e 24). Além disto, uma alta concentracdo de NS1
na fase aguda parece afetar os niveis séricos in vivo (figura 29) e também a
producdo in vitro do fator de necrose tumoral alfa por células mononucleares do
sistema imune (figura 33). O efeito da elevacdo da NS1 sérica parece ser especifico
para a producdo de TNF-a, uma vez que as outras citocinas (IL-10 e 1L12p40) ndo
foram significativamente afetadas (figuras 30 e 31). A andlise destes dados em
conjunto sugere que tanto o TNF-a quanto o NO na fase aguda podem estar
exercendo um papel protetor associado a redugdo da carga viral, evitando o
aparecimento de sintomas mais graves presentes na FHD e SCD. Por outro lado,
estas duas moléculas (NO e TNF-a), também sao conhecidas como “facas de dois
gumes” (MOCELLIN, BRONTE, NITTI, 2007) por exercerem agdes antagdnicas
dependendo da dose e da fase da doenca em que sao produzidas. Neste sentido, no
periodo de defervescéncia ja observamos um perfil distinto do observado na fase
aguda, com aumento de TNF-a, IL-10 e NO aliado a uma reducéo da 1L12p40
(figuras 21, 24, 26 e 28) nos pacientes com DCC e FHD. O TNF-a e o NO séo
moléculas vasoativas e a IL-10 esta presente no desenvolvimento de respostas do
tipo Th2; estas caracteristicas estdo associadas a um pior prognostico na Dengue
(CHATUVERDI et al., 1999b; PEELING et al., 2004).

TNF-a € NO s&do produzidos por mondcitos ativados em resposta a

estimulacao do receptor toll like 4 (TLR4). Dentro deste contexto, a modulagéao da
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capacidade de resposta e expressdo do TLR4 sdo questbes importantes para se
investigar durante a infeccdo humana pelo DENV, e foi objeto do presente estudo.
Os receptores toll (TLRs) sdo importantes no reconhecimento microbiano (BOWIE &
HAGA, 2005) e também estdo envolvidos na inducdo de moléculas antivirais e
citocinas pro-inflamatoérias que podem também ter a¢cdes imunopatolégicas (BOWIE
& HAGA, 2005).

O papel dos TLRs em infec¢Bes virais tem sido investigado (ZHANG, et al.,
2007), mas este conhecimento é ainda muito limitado na infec¢ao pelo DENV. Dados
encontrados na literatura apontam que a entrada do DENV na célula é facilitada por
meio de anticorpos, ocorrendo, deste modo, ativacdo de reguladores negativos da
expressdo de TLRs. A modulacdo do TLR4 e de genes associados com sua
sinalizacdo foram observados em experimentos que utilizaram a linhagem de
mondécitos THP-1 (TEO, MACARY, TAN, 2014). Os resultados deste estudo apontam
gue diversos mecanismos imune supressivos sao ativados quando os virus utilizam
anticorpos como facilitadores de sua entrada nos mondcitos. A modulacdo da
producdo de citocinas pode proporcionar uma vantagem para o DENV se propagar
nos macréfagos e em células dendriticas do hospedeiro, facilitando o
desenvolvimento de formas graves da doenca.

O TLR4 é também conhecido por ser o receptor para lipopolissacarideo
(LPS), um produto da membrana de bactérias gram negativas, e a estimulacdo com
agonistas do TLR4 induz a produgédo de TNF-a por mondcitos ativados (TAKEUCHI
& AKIRA, 2004; ESSAKALLI et al.,, 2009). Portanto, a capacidade de resposta a
estimulacdo da via do TLR4 assim como a modulacdo da expressao deste receptor
na membrana celular constituem-se em aspectos importantes a serem investigados
durante a infeccao pelo DENV em humanos. Os resultados obtidos em nosso estudo
indicam que h& uma diferenca na regulacao da expressao (figura 34 — painel B), na
capacidade de resposta (figura 32) e nos perfis de expressdo das TLRs durante a
fase aguda da DC e da FHD que também podem ser afetados pelos niveis séricos
da NS1 (figura 33 e figura 34 — painel C).

Um estudo anterior demostrou que existe uma interagdo entre o DENV, CD14
e TLR4 na membrana de mondcitos e macrofagos, sendo o LPS, um ligante do
complexo CD14-TLR4, foi capaz de bloquear a entrada do DENV e regular a
producdo de citocinas induzidas pelo virus nestas células (CHEN et al., 1999).

Portanto, parece existir um papel regulador para o receptor de LPS (TLR4) sobre a



78

producdo de citocinas durante a fase aguda da infeccdo pelo DENV. A modulacdo
do TLR4 demonstrada em nosso estudo pode, hipoteticamente, ocorrer por agao de
proteinas virais como a NS1, conforme indicam os resultados obtidos nas figuras 29,
33 e 34. Até o momento, a funcdo da NS1 é pouco compreendida, e estudos
preliminares demonstram a relevancia desta molécula nos processos de replicacao
do RNA viral (MULLER & YOUNG, 2013); entretanto, uma ligagédo entre os niveis de
NS1 circulantes no hospedeiro e a perturbacdo da resposta imune e de citocinas
vasoativas associada com o aumento da permeabilidade que caracteriza a dengue
grave encontra-se ainda em estagios iniciais de investigacao.

No presente trabalho foram investigadas as relacdes entre os niveis de NS1
in vivo e parametros da resposta imune, como a expressédo de TLR4 e a producéo
de TNF-o/IL-10/IL-12p40/NO em pacientes infectados pelo DENV. Os resultados
obtidos apontam que pacientes com DCC e FHD apresentaram alteracdes na
resposta imune com baixa expressao e resposta de TLR4 e reduzida producao de
TNF-a e NO durante a fase aguda da doenca. Estes dados indicam que uma
alteracdo na capacidade de resposta e expressdo de TLR4 em células CD14 de
pacientes com DCC e DHF durante os periodos iniciais da infec¢céo pode contribuir
para o aparecimento de sintomas mais graves e desfechos clinicos distintos.
Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para se identificar precisamente o
papel destes mediadores e as vias no desenvolvimento de formas mais graves da

infecgao pelo DENV em humanos.
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6 CONCLUSAO

A quantificacdo dos niveis séricos da proteina NS1 pode vir a ser, no futuro,
um marcador de progndéstico para os casos de dengue, entretanto, novos estudos
devem ser realizados para a confirmagdo dessa hipétese. Acreditamos que niveis
elevados de NS1 viral alteram parametros da resposta imune em pacientes
infectados pelo DENV e contribuem para o desenvolvimento de diferentes desfechos
clinicos.

Os resultados encontrados no presente estudo apontam que pacientes com
dengue grave, classificados como dengue com complicacbes (DCC) e dengue
hemorragica (FHD), apresentam alteraces em parametros da resposta imune, com
baixa expressdo e capacidade de resposta de TLR4, assim como alteracdes na
producdo de IL-10, TNF-a e NO, associadas as diferentes fases da infecgéo e
também aos diferentes niveis de NS1 secretados in vivo. Tomados em conjunto, 0S
dados indicam que o reconhecimento e subsequente ativacdo do TLR4 € um fator
contribuinte para a evolu¢cdo da doenca dengue para formas mais graves em

humanos.



80

REFERENCIAS

ACIOLI-SANTOS, B.; SEGAT, L.; DHALIA, R.; BRITO, C. A. A.; BRAGA-NETO, U.
M.; MARQUES, E. T. A.; CROVELLA, S. MBL2 gene polymorphisms protect against
development of thrombocytopenia associated with severe dengue phenotype.
Human Immunology, v. 69, p. 122-128, 2008.

AMORIM, F. M.; RODRIGUES, Y. K.; BARBOSA, T. P.; NERIS, P. L.; CALDAS, J.
P.; SOUSA, S. C,; LEITE, J. A.; RODRIGUES-MASCARENHAS, S.;
VASCONCELLOS, M. L.; OLIVEIRA, M. R. Morita-Baylis-Hillman adduct shows in
vitro activity against Leishmania (Viannia) braziliensis associated with a reduction in
IL-6 and IL-10 but independent of nitric oxide. Parasitology, v. n. p. 1-10, 2012.

AZEREDO, E. L.; KUBELKA, C. F.; ALBUQUERQUE, L. M.; BARBOSA, L. S,;
DAMASCO, P.V.; AVILA, C. A.; MOTTA-CASTRO, A.R.; CUNHA, R. V.;
MONTEIRO, R. Q. Tissue factor expression on monocytes from patients with severe
dengue fever. Letter to the Editor. Blood cells, molecules, and diseases, v. 45, p.
334-335, 2010.

BARRETO, M. L.; TEIXEIRA, M.G. Dengue no Brasil: situacéo epidemioldgica e
contribuicdes para uma agenda de pesquisa. Estudos avancados, v. 22, n. 64, p.
53-72, 2008.

BECKMAN, J. S.; KOPPENOL, W.H. Nitric oxide, superoxide, and peroxynitrite: the
good, the bad, and ugly. Am J Physiol, v. 271, n. 5 Pt 1, p.C1424-1437, 1996.

BIO-RAD DENGUE NS1 Ag STRIP 70700. 25 testes rapidos para a detec¢éo
qualitativa do antigénio NS1 do virus da dengue no soro e plasma humano. Testing
Procedure. 881097-2012/10.

BOGDAN, C. Nitric oxide and the immune response. Nat Immunol, v. 2, p. 907-9186,
2001.

BOWIE, A. G.; HAGA, I. R. The role of Toll-like receptors in the host response to
viruses. Mol Immunol. v. 42, p. 859-67, 2005.

BRADY, O. J.; GETHING, P.W.; BHATT, S.; MESSINA, J. P.; BROWNSTEIN, J. S.
Refining the global spatial limits of dengue virus transmission by evidence-based
consensus. PLoS Negl Trop Dis.; v. 6, p. e1760, 2012.

BRAGA, E. L.; MOURA, P.; PINTO, L. M.; IGNACIO, S. R.; OLIVEIRA, M. J;
CORDEIRO, M. T.; KUBELKA, C. F. Detection of circulant tumor necrosis factor—
alpha, soluble tumor necrosis factor p75 and interferon-gamma in Brazilian patients
with dengue fever and dengue hemorrhagic fever. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, v. 96,
p. 229-232, 2001.

BRAGA, I. A.; VALLE, D. Aedes aegypti: histérico do controle no Brasil.
Epidemiologia e Servigos de Saude, v. 16, n. 2, p. 113-118, 2007.



81

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Secretaria de
Vigilancia em Saude. Ministério da Saude. Documentos com informacdes sobre a
situacdo da dengue no Brasil (dados, estatisticas, historia e muito mais).
Familia Brasil. 06 ago. 2008. Disponivel em:
http://images.google.com.br/imgres?imgurl=http://www.combateadengue.com.br/wp-
content/uploads/2008/06/casos-dengue1990a2007.qgif&imgrefurl=
http://www.combateadengue.com.br/%3Fcat%3D12&usg= KpNKwlugOXPmyvxad6t
24bKPUKQg=&h=380&w=470&sz=7&hl=pt-BR&start=132&tbnid=
PTVaUTQIHWFPDM:&tbnh=104&tbnw=129&prev=/images%3Fq%3Ddengue%?26sta
rt%3D120%269bv%3D2%26ndsp%3D20%26h1%3Dpt-BR%26sa%3DN>. Acesso
em: out. 2008.

BRASIL. Ministério da Saude. Diretrizes nacionais para prevencao e controle de
epidemias de dengue. Brasilia-DF, 2009.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Nota técnica de
11/08/2010: isolamento do sorotipo DENV-4 em Roraima/Brasil. Brasilia:
Ministério da Saude, 2010.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Diretoria Técnica
de Gestdo. Dengue: diagnostico e manejo clinico — adulto e criancga / Ministério
da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude, Diretoria Técnica de Gestao. — 4. ed.
— Brasilia : Ministério da Saude, 2011. 80 p.

BRASIL. Ministério da Saude. A dengue no Brasil. 02 Abril 2013. Disponivel em:
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/flash/cartilha_dengue.html. Acesso
em abril de 2013.

BRENNAN, P. A.; UMAR, T.; BOWDEN, J.; HOBKIRK, A.; SPEDDING, A.V.;
CONROY, B.; ZAKI, G.; MACPHERSON, D.W. Nitric oxide synthase expresion is
downregulated in basal cell carcinoma of the head and neck. Br J Oral Maxillofac
Surg, v. 38, n. 6, p. 633-636, 2000.

CARDOSO, C. O. Esquistossomose humana: avaliagcdo da resposta
imunoldgica em pacientes com diferentes graus de fibrose hepética. Tese
apresentada ao Curso de Pds-graduacdo em Medicina Tropical e Infectologia da
FMTM para obtencéo do grau de Mestre. Uberaba: Faculdade de Medicina do
Triangulo Mineiro, 2002, 173 p.

CHAPLIN, C. S. O Caminho da Vida. Filme: O Grande Ditador, 1940.

CHARNSILPA, W.; TAKHAMPUNYA, R.; ENDY, T. P.; MAMMEN JR, M. P.; C. M ;
NGUYEN, V. C.; RIZZO, N.; VAZQUEZ S.; YOKSAN, S. Evaluation of diagnostic
tests: dengue. Nature Reviews Microbiology, v. 8, n. 12, p. 30-38, 2010.

CHATURVEDI, U. C.; AGARWAL, R.; ELBISHBISHI, E. A.; MUSTAFA, A. S.
Cytokine cascade en dengue hemorrhagic fever: implications for pathogenesis.
FEMS Immunol. Med. Microbiol., v. 28, p. 183-188, 2000.


http://www.combateadengue.com.br/wp-
http://www.combateadengue.com.br/%3Fcat%3D12%26usg%3DKpNKwluq0XPmyvxad6t
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/flash/cartilha_dengue.html

82

CHATURVEDI, U. C.; ELBISHBISHI, E. A.; AGARWAL, R.; RAGHUPATHY, R.;
NAGAR, R.; TANDON, R.; PACSA, A. S.; YOUNIS, O. |.; AZIZIEH, F. Sequential
production of cytokines by dengue virus-infected human peripheral blood leukocyte
cultures. Journal of Medical Virology, v. 59, n. 3, p. 335-340, 1999a.

CHATURVEDI, U. C.; NAGAR, R. Nitricoxide in dengue and dengue haemorrhagic
fever: necessity or nuisance? FEMS Immunol Med Microbiol, v. 56 p. 9-24, 2009.

CHATURVEDI, U. C.; RAGHUPATHY, R.; PACSA, A. S. Shift from a Thl-type
response to Th2-type in dengue haemorrhagic fever. Curr Sci, v. 76, p. 63-69,
1999b.

CHEN, Y.; SJOLINDER, M.; WANG, X.; ALTENBACHER, G.; HAGNER, M.;
BERGLUND, P.; GAO, Y.; LU, T.; JONSSON, A-B.; SJIOLINDER, H. Thyroid
hormone enhances nitric oxide-mediated bacterial clearance and promotes survival
after meningococcal infection. PLoS One, v. 7, n. 7, e41445, 2012.

CHEN Y. C.; WANG, S. Y.; KING, C. C. Bacterial lipopolysaccharide inhibits dengue
virus infection of primary human monocytes/macrophages by blockade of virus entry
via a CD14-dependent mechanism. J. Virol. V. 73, p. 2650-2657, 1999.

CHOY, E. H.; PANAYI, G. S. Cytokine pathways and joint inflammation in rheumatoid
arthritis. N. Engl. J. Med., v. 344, n.12, p. 907-916, 2001.

CHUANSUMRIT, A.; ANANTASIT, N.; SASANAKUL, W.; CHAIYARATANA, W.;
TANGNARARATCHAKIT, K.; BUTTHEP, P.; CHUNHAKAN, S.; YOKSAN, S. Tumour
necrosis factor gene polymorphism in dengue infection: association with risk of
bleeding. Paediatr Int Child Health. v. 3, p. 97-101, 2013.

COL-ARAZ, N.; PEHLIVAN, S.; BASPINAR, O.; OGUZKAN-BALCI, S.; SEVER, T,;
BALAT, A. Role of cytokine gene (IFN-y, TNF-a, TGF-1, IL-6, and IL-10)
polymorphisms in pathogenesis of acute rheumatic fever in Turkish children. Eur J
Pediatr. v. 171, n. 7, p. 1103-8, 2012.

CONSOLI, R. A. G. B.; OLIVEIRA, R.L. Principais mosquitos de importancia
sanitéria no Brasil. Rio de Janeiro: Fiocruz, 1994. 228 p.

COSTA, V. V. Papel do IFN- e da iNOS na patogénese do dengue experimental.
Dissertacao apresentada ao Curso de Pds-Graduagédo em Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais para a obtencéo do titulo de Mestre. Belo
Horizonte, 2009.

COSTA, V. V.;: FAGUNDES, C. T.; VALADAO, D. F.; CISALPINO, D.; DIAS, A. C. F.;
SILVEIRA, K. D.; KANGUSSU, L. M.; AVILA, T. V.; BONFIM, M. R. Q.;
BONAVENTURA, D.; SILVA, T. A.; SOUSA, L. P.; RACHID, M. A,; VIEIRA, L. Q.;
MENEZES, G. B.; PAULA, A. M.; ATRASHEUSKAYA, A.; IGNATYEV, G,;
TEIXEIRA, M. M.; SOUZA, D. G. A model of DENV-3 infection that recapitulates
severe disease and highlights the importance of IFN-y in host resistance to infection.
PLoS One, v. 6, n. 5, e1663, 2012.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22350281
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22350281

83

de KRUIF M. D.; SETIATI, T. E.; MAIRUHU, A. T.; KORAKA, P.; ABERSON, H. A;
SPEK, C. A.; OSTERHAUS, A. D. M. E.; REITSMA, P. H.; BRANDJES, D. P. M,;
SOEMANTRI, A.; van GORP, E. C. M. Differential gene expression changes in
children with severe dengue virus infections. PLoS Negl Trop Dis., v. 2, n. 4, e215,
p. 1-9, April 2008.

DEWI, B. E.; TAKASAKI, T.; KURANE, I. In vitro assessment of human endothelial
cell permeability: effects of inflammatory cytokines and dengue virus infection.
Journal of Virological Methods, v. 121, p. 171-180, 2004.

ESPADA-MURAQO, L. A.; MORITA, K. Dengue and soluble mediators of the innate
immune system. Tropical Medicine and Health, v. 39, n. 4, p. 53-62, 2011.

ESSAKALLI, M.; ATOUF, O.; BENNANI, N.; BENSEFFAJ, N.; OUADGHIRI, S.;
BRICK, C. Toll-like receptors. Pathol Biol (Paris), v. 57, p. 430-438, 2009.

FAGUNDES, C. T.; COSTA V. V.; CISALPINO, D.; AMARAL, F. A.; SOUZA, P. R;
SOUZA, R. S.; RYFFEL, B.; VIEIRA, L. Q.; SILVA, T. A.; ATRASHEUSKAYA, A.;
IGNATYEV, G.; SOUSA, L. P.; SOUZA, D. G.; TEIXEIRA, M. M. IFN-y production
depends on IL-12 and IL-18 combined action and mediates host resistance to
dengue virus infection in a nitric oxide-dependent manner. PLoS Negl Trop Dis, v. 5,
n. 12, e1449, p. 1-12, 2011.

FERNANDEZ-MESTRE, M. T.; GENDZEKHADZE, K.; RIVAS-VETENCOURT, P.;
LAYRISSE, Z. TNF-alpha-308A allele, a possible severity risk factor of hemorrhagic
manifestation in dengue fever patients. Tissue Antigens, v. 64, p. 469, 2004.

FUKUTO, J. M. Chemistry of nitric oxide: biologically relevant aspects. In: Advances
in Pharmacology, v. 34, chapter 1, p. 1-15, Ed. Ignarro 1.; Murad F. Acad. Press,
1995.

GAGNON, S. J.; MORI, M.; KURANE, I.; GREEN, S.; VAUGHN, D. W,;
KALAYANAROOJ, S.; SUNTAYAKORN, S.; ENNIS, F. A.; ROTHMAN, A.L.
Cytokine gene expression and protein production in peripheral blood mononuclear
cells of children with acute dengue virus infections. J Med Virol., v. 67, n. 1, p. 41-
46, 2002.

GLUBER, D. J. Dengue and Dengue Hemorrhagic Fever. Clinical Microbiology
Reviews, v. 11, n.3, p. 480-496, 1998.

GREEN, L. C., WAGNER, D. A.; GLOGOWSK]I, J.; SKIPPER, P.L.; WISHNOK, J.S;
TANNENBAUM, S.R. Analisis of nitrate, nitrite and [N] nitrate in biological fluids. Anal
Biochem, v. 126, p. 131-128, 1982.

GREEN, S.; VAUGHN, D. W.; KALAYANAROOQJ, S.; NIMMANNITYA, S.; NISALAK,
A.; ROTHMAN, A. L.; ENNIS, F. A. Elevated plasma interleukin-10 levels in acute
dengue correlate with disease severity. Journal of medical virology, v. 59, p. 329-
334, 1999.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gagnon%20SJ%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11920816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mori%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11920816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kurane%20I%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11920816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Green%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11920816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vaughn%20DW%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11920816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kalayanarooj%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11920816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Suntayakorn%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11920816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ennis%20FA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11920816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rothman%20AL%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11920816
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11920816

84

GRISHINA, G. V.; GERBUT, K. A.; REMIZOVA, M. I.; SELIVANOV, E. A. Use of
nitric oxide producer L-arginine during infusion therapy of experimental hemorrhagic
shock. Bull Exp Biol Med, v. 154, n. 3, p. 312-315, 2013.

GUBLER, D. J.; KUNO, G. Dengue and hemorrhagic fever. CAB International,
London, 1997.

GUZMAN, M. G.; VAZQUEZ, S. The Complexity of Antibody-Dependent
Enhancement of Dengue Virus Infection. Viruses. v. 12, p. 2649-2662, 2010.

GUZMAN, M. G.; HALSTEAD, S. B.; ARTSOB, H.; BUCHY, P.; FARRAR, J.
GUBLER, D. J.; HUNSPERGER, E.; KROEGER, A.; MARGOLIS, H. S.; MARTINEZ,
E.; NATHAN, M. B.; PELEGRINO, J. L.; SIMMONS, C.; YOKSAN, S.; PEELING, R.
W. Dengue: a continuing global threat. Nature Reviews — Microbiology, December,
p. S7-S16, 2010.

GUZMAN, M. G.; KOURI, G. Dengue and dengue hemorrhagic fever in the Americas:
lessons and challenges. Journal of Clinical Virology, v. 27, n. 1, p. 1-13, 2003.

HIRATA, M.; KAGE, M.; HARA, T.; YONEDA, Y.; ZHANG, M.; FUKUMA, T.
Schistosoma japonicum egg granuloma formation in the interleukin-4 or interferon-y
deficient host. Parasite Immunology, v. 23, p.271-280, 2001.

HOLMES, E. C.; TWIDDY, S. S. The origin, emergence and evolutionary genetics of
dengue virus. Infection, Genetics and Evolution, v. 3, n. 1, p. 19-28, 2003.

HUANG, H.; MARTASEK, P.; ROMAN, L. J.; SILVERMAN, R. B. Synthesis and
evaluation of peptidomimetics as selective inhibitors and active site probes of nitric
oxide synthases. J Med Chem, v. 43, n. 15, p. 2938-2945, 2000.

JANSEN, C. C.; BEEBE, N. W. The dengue vector Aedes aegypti: what comes next.
Microbes and Infection, v. 12, n. 4, p. 272-279, 2010.

JESSIE, K.; FONG, M. Y.; DEVI, S.; LAM, S. K.; WONG, K. T. Localization of dengue
virus in naturally infected human tissues by immunohistochemistry and in situ
hybridization. The Journal of Infectious Diseases, v. 189, p. 1411-1418, 2004.

KOCHETYGOV, N. I.; GERBUT, K. A.; REMIZOVA, M. I.; GRISHINA, G. V. Use of
regulators of the nitric oxide synthesis in experimental hemorrhagic shock and its
infusion therapy. Patol Fiziol Eksp Ter, Jul-Sep, n. 3, p. 35-39, 2011.

KOURI, G.; GUZMAN, M. G.; VALDES, L.; CARBONEL, I.; DEL ROSARIO, D.;
VAZQUEZ, S.; LAFERTE, J.; DELGADO, J.; CABRERA, M. V. Reemergence of
dengue in Cuba: a 1997 epidemic in Santiago de Cuba. Emerg Infect Dis., v. 4, p.
89-92, 1998.

KURANE, I. Dengue hemorrhagic fever with special emphasis on
immunopathogenesis. Comparative immunology, microbiology and infectious
diseases, v. 30, p. 329-340, 2007.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grishina%20GV%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23484189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gerbut%20KA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23484189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Remizova%20MI%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23484189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Selivanov%20EA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=23484189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23484189
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kochetygov%20NI%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22279738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gerbut%20KA%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22279738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Remizova%20MI%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22279738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grishina%20GV%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22279738
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22279738

85

KURANE, I.; ENNIS, F. E. Immunity and immunopathology in dengue virus
infections. Semin Immunol., v. 2, p. 121-127, 1992.

KURANE, I.; INNIS, B. L.; NISALAK, A.; HOKE, C.; NIMMANNITYA, S.; MEAGER,
A.; ENNIS, F. A. Human T cell responses to dengue virus antigens. Proliferative
responses and interferon gamma production. J Clin Invest. v. 83, p. 506-513, 1989.

LEVY, A.; VALERO, N.; ESPINA, L. M.; ANEZ, G.; ARIAS, J.; MOSQUERA, J.
Increment of interleukin 6, tumour necrosis factor alpha, nitric oxide, C-reactive
protein and apoptosis in dengue. Trans R Soc Trop Med Hyg., v. 104, p. 16-23,
2010.

LIAO, P. H.; HSU, Y. H.; YANG, H. H.; WANG, M. H.; CHEN, L. K. Involvement of
extraneural tisies and upregulation of inducible nitric oxide synthase alter
experimental infection with rabies virus in BALB/c mice and LEW/SsN rats. Pathol
Int, v. 62, n. 9, p. 619-627, 2012.

LIBRATY, D. H.; PICHYANGKUL, S.; AJARIYAKHAJORN, C.; ENDY, T. P.; ENNIS,

F. A. Human dendritic cells are activated by dengue virus infection: enhancement by

gamma interferon and implications for disease pathogenesis. Journal of Virology, v.
75, n. 8, p. 3501-3508, 2001.

LIBRATY, D. H.; UBOL, S. Nitric oxide radical suppresses replication of wild-type
dengue 2 viruses in vitro. J Med Virol, v. 77, p. 89-95, 2005.

LIN, C. F.; LEIl, H. Y.; SHIAU, A. L.; LIU, H. S.; YEH, T. M.; CHEN, S. H.; LIU, C. C,;
CHIU, S. C,; LIN, Y. S. Endothelial cell apoptosis induced by antibodies against
dengue virus nonstructural protein 1 via production of nitric oxide. J Immunol., v.
169, p. 657-664, 2002.

LOKE, H.; BETHELL, D. B.; PHUONG, C. X.; DUNG, M.; SCHNEIDER, J.; WHITE,
N. J.; et al. Strong HLA class I-restricted T cell responses in dengue hemorrhagic
fever: A double-edged sword? J. Infect. Dis., v. 184, p. 1369, 2001.

MACEDO, G. A.; GONIN, M. L.; PONE, S. M.; CRUZ, O. G.; NOBRE, F. F.; BRASIL,
P. Sensivity and specificity of the world health organization dengue classification
schemes for severe dengue assessment in children in Rio de Janeiro. PLoS One, v.
9, e96314, 2014.

MARIANNEAU, P.; STEFFAN, A. M.; ROYER, C.; DROUET, M. T.; JAECK, D.;
KIRN, A.; DEUBEL, V. Infection of primary cultures of human Kupffer cells by
Dengue virus: no viral progeny synthesis, but cytokine production is evident. J Virol.
v. 73, p. 5201-5206, 1999.

MARSON, J. M. Caracterizacdo genética e avaliacao funcional do papel do
polimorfismo da posicdo -1208 do gene do Fator Tissular no progndéstico da
dengue. Tese apresentada ao curso de Pos-graduacdao em Medicina Tropical e
Infectologia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro para obtencao do titulo de
Doutor. Uberaba, 2013, 122 p.



86

MOCELLIN, S.; BRONTE, V.; NITTI, D. Nitric oxide, a double edged sword in cancer
biology: searching for therapeutic opportunities. Med Res Rev., v. 27, p. 317-352,
2007.

MONCADA, S. Nitric oxide: discovery and impact on clinical medicine. J R Soc Med,
v. 92, n. 4, p. 164-169, 1999.

MONCADA, S.; PALMER, R. M.; HIGGS, E. A. Nitric oxide: physiology,
pathophysiology, and pharmacology. Pharmacol Rev, v. 43, p. 109-142, 1991.

MORRISON, J.; AGUIRRE, S.; FERNANDEZ-SESMA, A. Innate immunity evasion
by Dengue virus. Viruses, v. 4, n. 3, p. 397-413, 2012.

MUKHOPADHYAY, S.; KUNH, R.J.; ROSSMANN, M. G. A structural perspective of
the flavivirus life cycle. Nature Reviews Microbiology, v. 3, n. 1, p. 13-22, 2005.

MULLER, D. A.; YOUNG, P. R. The flavivirus NS1 protein: molecular and structural
biology, immunology, role in pathogenesis and application as a diagnostic biomarker.
Antiviral Res., v. 98, p. 192-198, 2013.

MURPHY, B. R.; WHITEHEAD, S. S. Immune response to dengue virus and
prospects for a vaccine. Annual Review of Immunology, v. 29, p. 587-619, 2011.

MURRAY, N. E.; QUAM, M. B.; WILDER-SMITH, A. Epidemiology of dengue: past,
present and future prospects. Clin Epidemiol. v. 5, p. 299-309; 2013.

MURRAY, P. R.; ROSENTHAL, K.S. Microbiologia Médica. 5a ed. Rio de Janeiro:
Elsevier, 2006. 980 p.

NEVES-SOUZA, P. C.; AZEREDO, E. L.; ZAGNE, S. M.; VALLS-DE-SOUZA, R.;
REIS, S. R.; CERQUEIRA, D. I.; NOGUEIRA, R. M.; KUBELKA, C. F. Inducible nitric
oxide synthase (INOS) expression in monocytes during acute Dengue Fever in
patients and during in vitro infection. BMC Infect Dis., v. 18, p. 5-64, 2005.

NOGUEIRA, R. M.; ARAUJO, J.M.; SHATZMAYER, H.G. Dengue viruses in Brazil,
1986-2006. Revista Panamericana de Salud Publica, v. 22, n. 5, p. 358-363, 2007.

NOISAKRAN, S.; PERNG, G. C. Alternate Hypothesis on the Pathogenesis of
Dengue Hemorrhagic Fever (DHF)/Dengue Shock Syndrome (DSS) in Dengue Virus
Infection. Experimental Biology and Medicine, v. 233, p. 401-408, 2008.

OLIVEIRA, A. C. S. Andlise daimunorreatividade soroldgica e bioatividade
cellular de peptideos miméticos ao virus dengue isolados por Phage Display.
Tese apresentada ao Curso de Pos-Graduacdo em Medicina Tropical e Infectologia,
Area de concentragéo Imunologia e Parasitologia Aplicadas, da Universidade
Federal do Tridngulo Mineiro para a obtencao do titulo de Doutor. Uberaba, 2012,
100 p.



87

OLIVEIRA, A. C. S.; TERRA, A. P. S.; SILVA-TEIXEIRA, D. N.; DULGHEROFF, A.
C. B.; FERREIRA, D. A.; ABREU, M. T. C. L.; MARTINS, P. R. J. Altera¢6es do
hemograma no diagnostico de dengue: um estudo de 1.269 casos na cidade de
Uberaba, Minas Gerais. Revista de Patologia Tropical, v. 41, n. 4, p. 401-408,
2012.

OLIVEIRA-PINTO, L. M.; GANDINI, M.; FREITAS, L. P.; SIQUEIRA, M. M.;
MARINHO, C. F.; SETUBAL, S.; KUBELKA, C. F.; CRUZ, O. G.; OLIVEIRA, S. A.
Profile of circulating levels of IL-1Ra, CXCL10/IP-10, CCL4/MIP-13 and CCL2/MCP-1
in dengue fever and parvovirosis. Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, v. 107,
n. 1, p. 48-56, 2012.

OPAS. Organizacdo Pan-Americana da Saude. Dengue — Guia de Atencion para
Enfermos em la Region de las Américas. La Paz, Bolivia, 2010.

OPLANDER, C.; ROMER, A.; PAUNEL-GORGULU, A.; FRITSCH, T.; VAN
FAASSEN, E. E.; MURTZ, M.; BOZKURT, A.; GRIEB, G.; FUCHS, P.; PALLUA, N.;
SUSCHEK, C. V. Dermal application of nitric oxide in vivo: kinetics, biological
responses, and therapeutic potential in humans. Clin Pharmacol Ther, v. 91, n. 6, p.
1074-1082, 2012.

PALMER, R. M. J.; FERRIAGE, A. G.; MONCADA, S. Nitric oxide release accounts
for the biological activity of endothelium derived relaxing factor. Nature, v. 327, p.
524-526, 1987.

PEELING, R. W.; ARTSOB, H.; PELEGRINO, J. L.; BUCHY, P.; CARDOSA, M. J.;
DEVI, S.; ENRIA, D. A,; FARRAR, J.; GUBLER, D. J.; GUZMAN, M. G.; HALSTEAD,
S. B.; HUNSPERGER, E.; KLIKS, S.; MARGOLIS, H. S.; NATHANSON,PEREZ, A.
B.; GARCIA, G.; SIERRA, B.; ALVAREZ, M.; VAZQUEZ, S.; CABRERA, M. V.;
RODRIGUEZ, R.; ROSARIO, D.; MARTINEZ, E.; DENNY, T.; GUZMAN, M. G. IL-10
levels in Dengue patients: some findings from the exceptional epidemiological
conditions in Cuba. J Med Virol., v. 73, n. 2, p. 230-234, 2004.

PICCOLI, J.; MANFREDINI, V.; FAORO, D.; FARIAS, F.; BODANESE, L.; BOGO, M.
Association between endothelial nitric oxide synthase gene polymorphism (-786T>C)
and interleukin-6 in acute coronary syndrome. Hum Exp Toxicol, Aug. 5, 2013.

POLONI, T. R. S. Estudo das caracteristicas clinicas e laboratoriais da infeccao
pelo virus da dengue em criancas atendidas em uma unidade de saude no
municipio de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo. 2013. Tese (Doutorado em Biociéncias
Aplicadas a Farmacia) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2013. Disponivel em:
<http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/60/60135/tde-24102013-084830/>.
Acesso em: 2014-04-24.

REIS, S. R.; SAMPAIO, A. L.; HENRIQUES, M.; GANDINI, M.; AZEREDO, E. L;
KUBELKA, C. F. An in vitro model for dengue virus infection that exhibits human
monocyte infection, multiple cytokine production and dexamethasone
immunomodulation. Memoarias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 102, n. 8, p. 983-990,
2007.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Opl%C3%A4nder%20C%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22549282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=R%C3%B6mer%20A%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22549282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Paunel-G%C3%B6rg%C3%BCl%C3%BC%20A%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22549282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fritsch%20T%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22549282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Faassen%20EE%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22549282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Faassen%20EE%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22549282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=M%C3%BCrtz%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22549282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bozkurt%20A%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22549282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Grieb%20G%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22549282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fuchs%20P%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22549282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pallua%20N%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22549282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Suschek%20CV%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22549282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22549282
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=P%C3%A9rez%20AB%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=P%C3%A9rez%20AB%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=P%C3%A9rez%20AB%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Garc%C3%ADa%20G%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sierra%20B%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Alvarez%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=V%C3%A1zquez%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cabrera%20MV%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rodr%C3%ADguez%20R%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rodr%C3%ADguez%20R%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rosario%20D%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mart%C3%ADnez%20E%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Denny%20T%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guzm%C3%A1n%20MG%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15122797
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23918902
http://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/60/60135/tde-24102013-084830/

88

REY, L. Dicionario de termos técnicos de medicina e saude. 22 ed., Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan, 2008.

RICO-HESSE, R. Molecular evolution and distribution of dengue viruses type 1 and 2
in nature. Virology, v. 174, n. 2, p. 479-493, 1990.

RIGAU-PEREZ, J. G.; CLARK, G. G.; GUBLER, D. J.; REITER, P.; SANDERS, E. J.;
VORNDAM, A. V. Dengue and dengue haemorrhagic fever. Lancet, v. 352, p. 971—
977, 1998.

ROMANOVA, E. N.; GOVORIN, A. V. [TNF-q, IL-10, and eNOS gene polymorphisms
in patients with influenza A/HIN1 complicated by pneumonia]. Ter Arkh., v. 85, n. 3,
p. 58-62, 2013.

ROTHMAN, A. L. Immunity to dengue virus: a tale of original antigenic sin and
tropical cytokine storms. Nature Reviews Immunology, v. 11, n. 8, p. 532-543,
2011.

ROTHMAN, A. L.; ENNIS, F. A. Immunopathogenesis of Dengue hemorrhagic fever.
Virology. v. 257, p. 1-6, 1999.

SAKUNTABHAI A.; TURBPAIBOON, C.; CASADEMONT, I.; CHUANSUMRIT, A;
LOWHNOO, T.; KAJASTE-RUDNITSKI, A.; et al. A variant in the CD209 promoter is
associated with severity of dengue disease. Nat. Genet., v. 37, p. 507, 2005.

SANCHEZ, A.; LUKWIYA, M.; BAUSCH, D.; MAHANTY, S.; SANCHEZ, A. J.;
WAGONER, K. D.; ROLLIN, P. E. Analysis of human peripheral blood samples from
fatal and nonfatal cases of Ebola (Sudan) hemorrhagic fever: cellular responses,
virus load, and nitric oxide levels. J Virol., v. 78, p. 10370-10377, 2004.

SCOTT, R. M.; NISALAK, A.; CHEAMUDON, U.; SERIDHORANAKUL, S.;
NIMMANNITYA, S. Isolation of dengue viruses from peripheral blood leukocytes of
patients with hemorrhagic fever. J Infect Dis., v. 141, n. 1, p. 1-6, 1980.

SERUFO, J. C.; NOBRE, V.; RAYES, A.; MARCIAL, T. M.; LAMBERTUCCI, J. R.
Dengue: a new approach. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
v. 33, n. 5, p. 465-476, 2000.

SESMG. Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais. Situacdo atual da
dengue em Minas Gerais. Resumo informativo — 27/01/2012. Belo Horizonte:
Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais, 2012a.

SESMG. Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais. Deliberagao CIB-
SUS/MG N° 1.359, de 17 de dezembro de 2012b.

SESMG. Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais. Situacao atual da
dengue em Minas Gerais. Resumo informativo — 27/03/2014. Belo Horizonte:
Secretaria de Estado de Saude de Minas Gerais, 2014.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23720844

89

SESSA, W. C. The nitric oxide synthase family of proteins. J Vasc Res., v. 31, p.
131-143, 1994.

SHAKED, H.; HOFSETH, L. J.; CHUMANEVICH, A.; CHUMANEVICH, A. A.; WANG,
J.; WANG, Y.; TANIGUCHI, K.; GUMA, M.; SHENOUDA, S.; CLEVERS, H.;
HARRIS, C. C.; KARIN, M. Chronic epithelial NF-kappaB activation accelerates APC
loss and intestinal tumor initiation through iINOS up-regulation. Proc Natl Acad Sci U
S A, v. 109, n. 35, p. 14007-14012, 2012.

SHEPARD, D. S.; COUDEVILLE, L.; HALASA, Y. A.; ZAMBRANO, B.; DAYAN, G. H.
Economic Impact of Dengue lliness in the Americas. Am J Trop Med Hyg., v. 84, n.
2, p. 200-207, 2011.

SHURTLEFF, A. C.; BEASLEY, D. W.; CHEN, J. J.; NI, H.; SUDERMAN, M.T.;
WANG, H.; XU, R.; WANG, E.; WEAVER, S. C.; WATTS, D. M.; RUSSELL, K. L.;
BARRETT, A. D. Genetic variation in the 3' non-coding region of dengue viruses.
Virology., v. 281, p. 75-87, 2001.

SIMMONS, C. P.; FARRAR J. J.; NGUYEN van V. C.; WILLS, B. Dengue. N Engl J
Med., v. 366, n. 15, p.1423-1432, 2012.

SIQUEIRA JR., J. B.; MARTELLI, C.M.T.; COELHO, G. E.; SIMPLICIO, A. C. R;;
HATCH, D. L. Dengue and dengue hemorrhagic fever, Brazil, 1981-2002. Emerging
Infectious Diseases, v. 11, n. 1, p. 48-53, 2005.

SOUSA, B. C. Papel do 6xido nitrico no transplante alogénico de células
mesenquimais estromais na Doenca Inflamatoéria Intestinal. Dissertacao
apresentada ao Curso de P6s-Graduacéo em Medicina Tropical e Infectologia, Area
de concentracédo Imunologia e Parasitologia Aplicadas, da Universidade Federal do
Tridangulo Mineiro para obtencéo do titulo de Mestre. Uberaba, 2012, 103 p.

SRIKIATKHACHORN, A.; ROTHMAN, A.L.; GIBBONS, R. V.; SITTISOMBUT, N.;
MALASIT, P.; ENNIS, F. A.; NIMMANNITYA, S.; KALAYANAROQJ, S. Dengue —
How best to classify it. Clinical Infectious Diseases, v. 53, n. 6, p. 563-567, 2011.

TAKEUCHI, O.; AKIRA, S. Innate immunity to virus infection. Immunol Rev., v. 227,
p. 75-86, 2009.

TEIXEIRA, M. G.; COSTA, M. C.; BARRETO, F.; BARRETO, M. L. Dengue: twenty
five years since reemergence in Brazil. Cadernos de Saude Publica, v. 25, Sup. 1,
p. S7-S18, 2009 (suplemento).

TEO, J. D.; MACARY, P. A.; TAN, K. S. Pleiotropic effect s of Blastocystis spp.
Subtypes 4 and 7 on ligand-specific toll-like receptor signaling and NF-kB activation
in a human monocyte cell line. PLoS One., v. 9, n. 2, e89036, p. 1-8, 2014.

TORRES, S.; HERNANDEZ, J. J.; GIRALDO, D.; ARBOLEDA, M.; ROJAS, M.;
SMIT, J. M.; URCUQUI-INCHIMA, S. Differential Expression of Toll-like Receptors in
Dendritic Cells of Patients with Dengue during Early and Late Acute Phases of the
Disease. PLoS Negl Trop Dis, v. 7, n. 2, e2060, p. 1-11, 2013.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shepard%20DS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coudeville%20L%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Halasa%20YA%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zambrano%20B%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dayan%20GH%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Russell%20KL%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11222098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barrett%20AD%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=11222098

90

TRAIRATVORAKUL, P.; CHONGSRISAWAT, V.; NGAMVASINONT, D.;
ASAWARACHUN, D.; NANTASOOK, J.; POOVORAWAN, Y. Serum Nitric Oxide in
Children with Dengue Infection. Asian Pacific Journal of Allergy and Immunology,
v. 23, p. 115-119, 2005.

UBOL, S.; MASRINOUL, P.; CHAIJARUWANICH, J.; KALAYANAROOQOJ, S.;
CHAROENSIRISUTHIKUL, T.; KASISITH, J. Differences in global gene expression in
peripheral blood mononuclear cells indicate a significant role of the innate responses
in progression of dengue fever but not dengue hemorrhagic fever. The Journal of
Infectious Diseases, v. 197, n. 10, p. 1459-1467, 2008.

VALERO, N.; ESPINA, L. M.; ANEZ, G.; TORRES, E.; MOSQUERA, J. A. Short
report: increased level of serum nitric oxide in patients with dengue. Am J Trop Med
Hyg., v. 66, p. 762-764, 2002.

VALLANCE, P.; MONCADA, S. Nitric oxide - from mediator to medicines. J R Coll
Physicians Lond., v. 28, p. 209-219,1994.

VASANAWATHANA, S.; BHAKDI, S.; MALASIT, P. Vascular leakage in severe
dengue virus infections: a potential role for the nonstructural viral protein NS1 and
complement. J Infect Dis., v. 193, p. 1078-1088, 2006.

VIARO, F.; NOBRE, F.; EVORA, P. R. B. Expressio das Oxido Nitrico Sintetases na
Fisiopatologia das Doencas Cardiovasculares. Arq Bras Cardiol., v. 74, n. 4, p. 365-
379, 2000.

VILLABONA-ARENAS, C. J.; MONDINI, A.; BOSCH, I.; SCHIMITT, D.;
CALZAVARA-SILVA, C. E.ZANOTTO, P. M. A.; NOGUEIRA, M. L. Dengue Virus
Type 3 Adaptive Changes during Epidemics in Sdo Jose de Rio Preto, Brazil, 2006—
2007. PLoS One, v. 8, n. 5, e63496, 2013.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Dengue haemorrhagic fever: diagnosis,
treatment, prevention and control. 2" edition. Geneva, 1997.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Dengue: guidelines for diagnosis, treatment,
prevention and control [Internet]. New edition. Geneva: WHO: 2009. [cited 2011
Mar 1]. Available from:
http://whqglibdoc.who.int/publications/2009/9789241547871_eng.pdf

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Handbook for clinical management of
dengue [Internet]. Geneva: WHO: 2012. [cited 2012 July]. Available from:
http://whglibdoc.who.int/publications/2009/9789241547871_eng.pdf

YACOUB, S.; MONGKOLSAPAYA, J.; SCREATON, G. The pathogenesis of dengue.
Curr Opin Infect Dis. v. 3, p. 284-9, 2013.

YEN, Y. T.; CHEN, H. C.; LIN, Y. D.; SHIEH, C. C.; HSIEH, B. A. W. Enhancement
by Tumor Necrosis Factor Alpha of Dengue Virus-Induced Endothelial Cell
Production of Reactive Nitrogen and Oxygen Species Is Key to Hemorrhage
Development. J. Virol., v. 82, p. 12312-24, 2008.


http://whqlibdoc.who.int/publications/2009/9789241547871_eng.pdf
http://whqlibdoc.who.int/publications/2009/9789241547871_eng.pdf

91

ZHANG, S. Y.; JOUANGUY, E.; SANCHO-SHIMIZU, V. Human Toll-like receptor-
dependent induction of interferons in protective immunity to viruses. Immunol Rev. v.
220, p. 225-36, 2007.



ANEXOS

92



ANEXO A — MACRORREGIOES DO ESTADO DE MINAS GERAIS
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ANEXO B — MUNICIPIOS PRIORITARIOS PARA O CONTROLE DA DENGUE NA
MACRORREGIAO TRIANGULO DO SUL
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ANEXO C — REDE ASSISTENCIAL DA MICRORREGIAO DE UBERABA
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ANEXO D - INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

Ficha de coleta de dados - DENGUE - UFTM

Nome:

Numero de registro:

Data de Nascimento:

Idade: Sexo:

Endereco:

Origem da Amostra:

Data da coleta:

NS1: ELISA:

Data da coleta:

DADOS CLINICOS DO VOLUNTARIO:

Diasdecorridosdo iniciodos sintomas:
) Febre

) Cefaléia

) Exantema

) Dor retro-orbitéaria

) Prostracao

) Mialgia

AN N AN AN N N

) Nauseas e/vOmitos

Outros:

( )Epistaxe

() Gengivorragia
() Petéquias

() Hematdria

() Metrorragia
() Hematémese
() Artralgia

CLASSIFICACAO CLINICA:
( )DENGUECLASSICA

( )FEBREHEMORRAGICADADENGUE

( )DENGUE COMCOMPLICACOES

( ) SINDROME DO CHOQUE POR DENGUE
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ANEXO E - FICHA SINAN DENGUE (FRENTE)

SINAN
Republica Federativa do Brasil  SISTEMA DE INFORMAGAO DE AGRAVOS DE NOTIFICAGAO
Ministério da Saude FICHA DE INVESTIGACA0O DENGUE N°

Notifica¢do Individual Dados Gerais

Dados de Residéncia

( CASO SUSPEITO: pessoa que viva ou tenha viajado nos ultimos 14 dias para area onde esteja ocorrendo transmisséo de
dengue ou tenha presenca de Ae. aegypti que apresenta febre, usualmente entre 2 e 7 dias, e apresente duas ou mais das
seguintes manifestacbes: nauseas, vémitos, exantema, mialgias, artralgia, cefaléia, dor retroorbital, petéquias ou prova do lago
_ﬁsitiva e leucopenia.

p Tipo de Notificacio — J
?] Agravo/doenca Caodigo (CID10) Data da Notificacdo
DENGUE A90 JEI|I|i|IJ
Eﬂ FI Municipio de Notificacdo Cadigo (IBGE)
‘ I O i J
Unidade de Salide (ou outra fonte notificadora) Codigo ; Data dos Primeiros Sintomas
E’ IIJIIII |I||||1J
F Nome do Paciente E‘ Data de Nasumento J

1-Hora . tante
ou) Idade Sexo M- Masculino = Ra al/Cor
. ( ) 2-Dia F - Feminino D 1-1°Trimestre  2-2°Trimestre _ 3-3°Trimestre < E]
3-Més Ve lrarais 4- Idade gestacional lgnorada 5-Ndo  6- Nédo se ap/lca 1-Branca -Preta 3-Amarela
L | E—Y 2 9-Ignorado gl iR
4|Escolaridade

D Analfabeto  1-1° a 4° série incompleta do EF (antigo priméario ou 1° grau) 2-4° série completa do EF (anngo primario ou 1° grau)
3-5° 3 8° série incompleta do EF (antigo ginasio ou 1° grau) 4-Ensino fundamental complew (antigo glnaslo ou 1° grau) 5-Ensmo meédio incompleto (antigo colegial ou 2° grau )

6-Ensino médio completo (antigo colegial ou 2° grau) 7- superior i superior Igs do 10- N&o se aplica
@ Numero do Cartdo SUS J Nome da mae J

I
Municipio de Residéncia Cadigo (IBGE) P Distrito J
| Y O Y
Bairro J@ Logradouro (rua, avenida,...) ‘Cédigo J

L]

" I -
E‘ Numero JEComplemento (apto., casa, ...) JGeo campo 1
[ - | |

F‘ Geo campo 2 J Ponto de Referéncia J CEP
[ 1 1
28] (DDD) Telefone [29] Zona1 _Urbana 2 - Rural D ] . [30] Pais (se residente fora do Brasil)
Y O ) S Y | J

3-Periurbana 9 -Ignorado |

Dados laboratoriais e conclusao ]

Iny.

Dados laboratoriais

Conclusiio

@ Data da Investigacdo E] Ocupagso J
L EENEEES

—1Exame Sorolégico (IgM) Exame NS1
Resultado D - Resultado
Data da Colet:
P] eOgE 1-Reagente 2 - Nio Reagente Datalda Coletd 1-Positvo  2- Negativo [
| | | | | 1 1 3 - Inconclusivo 4 - Ndo Realizado | | [ | | \ 3- Inconclusivo 4 - N&o realizado
Isolamento Viral RT-PCR

Data da coleta .R&P"ado D . Data da Coleta m Resultado D
[ 1- Positivo 2- Negativo 1-Positivo 2 - Negativo
L L b1 1 | A3 meonclusivo - Nao realizado | 1 3 - Inconclusivo 4 - No Realizado

Histopatologia Imunohistoquimica

[41] sorotipo esultado Resultado
{ 1-DEN1 2-DEN2 D J r 1- Posttivo  2- Negativo D J 1-Positivo  2- Negativo D J

3-DEN3 4-DEN4 3- Inconclusivo 4 - Néo realizado 3-Inconclusivo 4 - Néo realizado

Classificacdo l:‘ | Critério de Confirmacdo/Descarte I:]

5- Descartado 11- Dengue com sinais de alarme

10- Dengue 12- Dengue Grave 2 - Clinico-Epidemioldgico

1 - Laboratério 3 - Em Investigacdo J

J

Local Provavel de Infeccao (no periodo de 15 dias)

. O caso € autéctone do municipio de residéncia? l UE Pais J

1-Sim 2-Ndo 3-Indeterminado D

{ Municipio ‘ Codlgo(lBGE) JL.DISMO JL@ Bairro |
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ANEXO F — FICHA SINAN DENGUE (VERSO)
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ANEXO G - PROTOCOLO APROVADO CEP/UFTM: 851 de 2006
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ANEXO H - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

MINISTERIO DA EDUCACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO TRIANGULO MINEIRO - Uberaba-MG
Comité de Etica em Pesquisa- CEP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisador Responsavel: Dra. Ana Paula Sarreta Terra / Contato: (34) 3318-5542
Pesquisadores colaboradores: Denise Maciel Carvalho / Contato: (34) 9972-8863
Dr. David Nascimento Silva Teixeira / Contato: (34) 3318-5814
e Esclarecimento:
Fui informado sobre este estudo e, de que sera necessaria a coleta do meu sangue, o qual serd
levado para laboratorio para ser analisado. Este estudo tem como objetivo analisar os mecanismos
de resposta e resisténcia do meu organismo ao virus da DENGUE. Estou ciente do risco e do
incdmodo que eventualmente quaisquer procedimentos possam trazer, ou seja, pequena dor e
hematoma no brago durante a puncéo de coleta de sangue. Fui também esclarecido dos beneficios
que os resultados poderdo trazer para a comunidade. Fica a mim garantido que os resultados destes
testes de laboratoriais ndo serdo divulgados de maneira a comprometer-me individualmente e de
que 0 meu sangue sera utilizado apenas para fins de analise. Sei que poderei abandonar este estudo
sem prejuizo a qualquer atendimento posterior no Hospital Escola da UFTM.
e Caso concorde em assinar este consentimento voce tera:
1. A garantia de receber respostas a qualquer pergunta, ou esclarecimento a qualquer divida a
cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros relacionados com a pesquisa;
2. A liberdade de receber meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar no
estudo;
3. A seguranca de que ndo serei identificado e que mantido sera o carater confidencial da
informacdo relacionada com a minha privacidade;
e Consentimento:
Eu,
residente em
telefone para contato n° , compreendi as informagdes sobre a pesquisa:
“Avaliagdo da resposta imune inata ao virus da dengue: expressdo de receptores Toll, citocinas e
quimiocinas” e autorizo a coleta de meu sangue e a minha participagdo neste estudo. Estou de
acordo e autorizo perante testemunha. Tenho ciéncia do exposto acima e concordo em participar
do estudo.

Uberaba, de de 20

Assinatura do entrevistado

Autorizacdo:

Testemunha:




