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RESUMO

A dengue é um problema de satde publica com milhdes de casos reportados anualmente em
todo mundo. A infeccdo pelo virus da dengue possui uma variedade de sinais e sintomas
abrangendo casos assintomaticos e sintomaticos. O sistema imune esta envolvido na resposta
do hospedeiro a infeccbes como também na patogénese de doencas, entre elas, a dengue. As
citocinas e o 6xido nitrico sdo componentes do sistema imune. A interleucina 6 (IL6) € uma
citocina que possui uma importante funcdo ligando a resposta imune inata a resposta imune
adquirida. A oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) é uma enzima responsavel pela inibicéo da
replicacdo viral através da producdo de Oxido nitrico. Polimorfismos genéticos podem
influenciar na regulacdo do gene e na estrutura e funcdo de proteinas. O objetivo do estudo foi
investigar a relacdo dos polimorfismos nos genes da iNOS (-1173 C/T) e da IL6 (T15A) com a
infeccdo pelo virus da dengue e progressdo da doenca. Tratou-se de um estudo do tipo caso
controle com pacientes infectados pelo virus da dengue e controles saudaveis da populagéo. A
identificacdo dos genoétipos dos genes da iNOS (-1173 C/T) e da citocina IL6 (T15A) foi
determinada pela técnica de reagdo de cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), através do
método de discriminacdo alélica. As andlises das correlacfes entre as frequéncias genotipicas e
alélicas em relacdo a susceptibilidade a infec¢do foi realizada pelo software BioEstat 5.3.
Valores de p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O estudo foi
composto por um total de 179 individuos, sendo 27 pertencentes ao grupo febre da dengue, 33
ao grupo febre hemorragica da dengue e 119 compondo o grupo controle. Para o polimorfismo
T15A do gene da IL6, ndo foi encontrado associacdo na distribuicéo alélica e genotipica entre
0s grupos estudados. Para o polimorfismo -1173 do gene da iNOS néo foi encontrado associagéo
na distribuicdo alélica e genotipica entre os grupos estudados. Nao houve associacdo entre os
polimorfismos IL6 T15A e iINOS -1173C/T com a infeccdo pelo virus da dengue.

Palavras-chave: Polimorfismo. Arbovirose. Genética.



ABSTRACT

Dengue is a public health problem with millions of cases reported worldwide. The infection
with dengue virus has a variety of signs and symptoms including asymptomatic and
symptomatic cases. The immune system is involved in the host's response to infections as well
as in the pathogenesis of diseases, including dengue. Cytokines and nitric oxide are components
of the immune system. Interleukin 6 (IL6) is a cytokine that plays an important role in linking
the innate immune response to the acquired immune response. Inducible nitric oxide synthase
(iNOS) is an enzyme responsible for inhibiting viral replication through the production of nitric
oxide. Genetic polymorphisms may influence gene regulation and protein structure and
function. The study aimed to investigate the relationship of polymorphisms in iNOS (-1173 C/
T) and IL6 (T15A) genes with dengue infection and disease progression. It was a case-control
study with patients infected with dengue virus and healthy controls of the population. The
genotypes of the INOS (-1173 C/ T) and IL6 (T15A) genes were determined by the real-time
polymerase chain reaction (JPCR), using the allelic discrimination method. The analyzes of the
correlations between genotypic and allele frequencies concerning susceptibility to infection
were obtained using the BioEstat 5.3 software. p-value less than 0.05 were considered
statistically significant. The study was composed of 179 individuals, 27 of the dengue fever
group, 33 of the dengue hemorrhagic fever group, and 119 of the control group. The T15A
polymorphism of the IL6 gene, showed no association in the allelic and genotypic distribution
between the groups. The -1173 polymorphism of the iINOS gene, showed no association in the
allelic and genotypic distribution between the groups. No association was found between the
polymorphism of IL6 T15A and iNOS -1173C/T with dengue infection.

Keywords: Polymorphism. Arbovirus. Genetic.
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1. INTRODUCAO

A dengue é a arbovirose mais importante que afeta 0 homem, sendo transmitida pelo
mosquito Aedes aegypti. Diversos fatores contribuem para 0 aumento no niumero de casos, entre
eles, as condigdes ambientais e socioecondmicas, 0s niveis de populacdo de mosquitos, sorotipo
circulante e medidas de prevencao. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-
se 100-400 milhdes de infecgdes anualmente, tornando quase metade da populagdo mundial em
risco de ser infectado (OMS, 2020).

A infeccdo pelo virus da dengue possui um espectro amplo de sinais e sintomas
abrangendo casos assintomaticos e sintomaticos, este Ultimo podendo progredir para um quadro
mais grave e até mesmo chegar a 6bito. Em 1997 a OMS criou um guia que classificava os
casos de dengue em febre da dengue (FD), febre hemorrégica da dengue (FHD) e sindrome do
choque da dengue (SCD). No entanto, por problemas na categorizacdo dos pacientes, em 2009
foi criado um novo guia dividindo os casos em dengue sem sinais de alarme (DSSA), dengue
com sinais de alarme (DCSA) e dengue severa (DS) (OMS, 1997, 2009).

Estudos tém demonstrado o envolvimento do sistema imune na resposta do hospedeiro
e a patogénese da doenca (COSTA et al., 2013; GUABIRABA; RYFFEL, 2014). As citocinas
participam do sistema imune atraves da regulacdo das respostas inflamatdrias e imunes
(DUQUE; DESCOTEAUX, 2014; VAN DER MEIDE; SCHELLEKENS, 1996). Ja o 6xido
nitrico apresenta um importante papel no controle e patogénese de doencas infecciosas como
também na defesa do hospedeiro (BOGDAN, 2001; WINK et al., 2011).

O sistema imunologico possui um papel crucial na patogénese da dengue, sugerindo que
mudangas nas respostas imunes podem estar envolvidas na severidade da doenca (COSTA,
2013). Por esse motivo diversos elementos do sistema imune tém sido estudados para
compreender a sua influéncia na progressdo da dengue. O fenbmeno cytokine storm (do inglés
tempestade de citocinas) tem sido implicado na imunopatologia da dengue, visto que, a
manifestacdo de sintomas graves coincidem com uma alta liberagéo de citocinas (CEDILLO-
BARRON et al., 2014; CULSHAW; MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 2017; DONG et al.,
2007). Assim, diversos mediadores inflamatdrios parecem estar elevados durante um quadro de
dengue, entre eles, as citocinas como TNF-a, IL-2, IFN-y, IL-10 (SEHRAWAT, 2018;
SENARATNE, 2016; DE LA CRUZ HERNANDEZ, 2016; DE MELO IANI, 2016). Além
disso, os niveis de citocinas pro-inflamatorias estdo elevados antes e depois do extravasamento
de plasma em pacientes com FHD (ROTHMAN, 2011).
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A variacdo na resposta imunoldgica pode ser resultante de polimorfismos sendo
caracterizado por pequenas mudancas na sequéncia do DNA. Os polimorfismos mais presentes
no gene sao 0s SNPs (single nucleotide polymorphisms) que apresentam a mudanca de pelo
menos um nucleotideo na sequéncia génica (ISMAIL; ESSAWI, 2012; OLLIER, 2004). Neste
contexto, diversas pesquisas tém demonstrado que polimorfismos em genes relacionados ao
sistema imune podem estar envolvidos na complicacdo de quadros de dengue (VARGAS-
CASTILLO, 2018; ALAGARASU, 2015; FANG, 2012). Alguns polimorfismos em genes de
citocinas foram associados com a dengue, entre eles, o gene IL6 (AVENDANO-TAMAYO et
al., 2017); o gene IL10 (SANTOS et al., 2017) e TNFA (PEREZ et al., 2010). Assim também
como o mensageiro intercelular, 6xido nitrico (DOS SANTOS et al., 2019).

A investigacdo de SNPs em genes de citocinas e do 0xido nitrico que estdo envolvidos
na resposta imune podera contribuir para o entendimento da fisiopatologia da infecdo pela
dengue. Assim, a identificacdo de biomarcadores genéticos envolvidos na patogénese da doenca
permitird a discussdao e compreensdo dos processos biolégicos que podem determinar a
susceptibilidade para infec¢do e progressdo para um guadro mais grave. Portanto, considerando
a hipdtese de que polimorfismos genéticos presentes no sistema imune produzem diferentes
respostas a infecgdo e estdo associados com a susceptibilidade ao risco ou protecdo para a
gravidade da doenca, a presente pesquisa teve como objetivo investigar polimorfismos
genéticos nos genes da citocina IL6 e da iINOS em individuos infectados pelo virus da dengue

e em pessoas saudaveis do municipio de Arapiraca.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos historicos da dengue

O advento da navegacéo contribuiu para a distribui¢do generalizada do mosquito Aedes
aegypti no Novo Mundo durante os séculos XVII, XVIII e XIX, tornando-se uma espécie
altamente adaptada aos seres humanos (GUBLER, 2006).

Os primeiros relatos sobre uma doenga com sintomas parecidos com a dengue Sao
datados de 265-420 d.C. e foram retirados de uma enciclopédia chinesa sobre sintomas e
remeédios. A doenca foi chamada de veneno da agua e acreditava-se que estava relacionada com
insetos voadores (GUBLER, 1998, 2006).

As primeiras epidemias registradas datam de 1779 em Jacarta e no Cairo (PONTES;
RUFFINO-NETTO, 1994). David Bylon, observou uma doenca febril de carater epidémico em
Batavia no ano de 1779, sendo as vezes creditada como a primeira descricdo publicada da
dengue. Entretanto, Hirsch, em 1779, relatou uma epidemia no Cairo com descri¢des similares
as de Bylon (CAREY DONALD. E., 1971). Em 1780, a primeira descric&o clinica foi feita por
Benjamin Rush, durante uma epidemia na Filadé¢lfia e era chamada de “break bone fever” (em
portugués “febre quebra ossos” (RUSH, 1951).

Christie, 1872, 1882 sugere que a origem da palavra dengue tenha sido na lingua suaili
falada em alguns paises do continente africano. O uso da palavra “dengue” para descrever uma
doenca foi visto pela primeira vez na Espanha em 1801 e sua utilizacdo foi introduzida na
literatura médica inglesa durante a epidemia que ocorreu no Caribe de exantema com artralgia
durante os anos de 1827-1828 (GUBLER, 2006; HALSTEAD, 1980).

Os primeiros estudos para a identificacdo do agente causador da dengue ocorreram
durante a Segunda Guerra Mundial sendo realizados por pesquisadores japoneses e americanos.
Kimura em 1943 e Hotta em 1944 isolaram pela primeira vez o virus (BARRETO; TEIXEIRA,
2008). Em 1952, Sabin conseguiu mostrar que algumas cepas de virus de trés localizagdes
geograficas diferentes (Havai, Nova Guiné e india) eram antigenicamente semelhantes
(SABIN, 1952). Os virus do Havai e india foram denominados DENV-1 (virus da dengue 1) e
0 da Nova Guiné DENV-2 (virus da dengue 2) (GUBLER, 2006). Em 1953/54 nas Filipinas
ocorreu a primeira epidemia de febre hemorragica da dengue (FHD) e no ano de 1956 em
Manila foi isolado mais dois sorotipos que foram denominados DENV-3 (virus da dengue 3) e
DENV-4 (virus da dengue 4) (GUBLER, 2006; HAMMON; RUDNICK; SATHER, 1960). Em
1958 na cidade de Bangkok, na Tailandia ocorreu outra epidemia de febre hemorragica da
dengue (HALSTEAD; YAMARAT, 1965; HAMMON; RUDNICK; SATHER, 1960). A partir
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destes casos, houve uma expansdo pelo sudeste asidtico (HENCHAL; PUTNAK, 1990) e em
1969 foi relatado um surto no Panama com sintomas caracteristicos aos da dengue

(MCSHERRY, 1982), mas sem comprovacdes laboratoriais.

2.1.1 Dengue nas Américas

A dengue ou uma doenca semelhante foi relatada desde o século XVII. Em 1780 foi
descrito um surto de dengue na Filadélfia, sendo a descri¢do clinica mais segura ja associada a
Dengue na América (RUSH, 1951).

Em 1818, o surto de uma doenca parecida com a dengue foi registrado no Peru com
aproximadamente 50.000 mil casos reportados (SCHNEIDER; DROLL, 2001). Durante 1827
e 1828, outro surto envolvendo o Golfo do México e Caribe foi registrado. Esse surto iniciou-
se nas llhas Virgens e se estendeu até Jamaica, Coldmbia, Cuba, Venezuela e algumas cidades
portuarias no sul dos Estados Unidos da América e no México (DICK et al., 2012;
EHRENKRANZ et al., 1971). Em 1844 — 1849, um quadro clinico parecido ao da dengue foi
relatado em varios paises na América, como Brasil e Estados Unidos (Nova Orleans)
(EHRENKRANZ et al., 1971; SCHNEIDER; DROLL, 2001). Quatro sorotipos diferentes de
DENV sdo conhecidos e causam a dengue desde sua primeira identificagdo em 1943
(CUCUNAWANGSIH; LUGITO, 2017).

O primeiro sorotipo reportado nas Américas foi 0 DENV-2 em 1953 em Trinidad e
Tobago, porém seu registro continuado no continente sé ocorreu no fim dos anos de 1960 e no
inicio dos anos de 1970. Ja em 1963 foi detectada a ressurgéncia do DENV-2 associado a casos
de febre da dengue. O DENV-1 ndo havia sido reportado na América até 1977, quando foi
encontrado no Paraguai, Porto Rico e Barbados (ANDERSON; DOWNS, 1956; BARRETO;
TEIXEIRA, 2008; MESSINA et al., 2014). O DENV-3 foi reportado em 1963 em Porto Rico
(MESSER et al., 2003; NEFF et al., 1967) e 0 DENV-4 ndo tinha sido reportado até o ano de
1981 quando foi identificado no Brasil, Cuba, Dominica, Porto Rico e Ilhas Virgens (MESSINA
et al., 2014). Atualmente os quatro sorotipos circulam nas Américas (OPAS, 2020) (Figura 1).
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Figura 1 — Numero de sorotipos do DENV circulantes nos territdrios e paises da Ameérica.
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Fonte: Adaptado de Organizacdo Pan-americana de Saude (OPAS), 2020.

A primeira epidemia de febre hemorragica da dengue ocorreu em Cuba no ano de 1981
com um total de 344.203 casos, sendo 10.312 casos severos e 158 mortes (KOURI; GUZMAN,;
BRAVO, 1986). Contudo, a grande ascensdo da doenga no continente americano se deu a partir
dos anos 1980, nesse periodo 25 paises registraram a circulacdo do virus. Em 2002, observou-
se uma grande pandemia continental atingindo 69 paises, onde foi registrado um total de mais
de um milhdo de casos de febre da dengue (FD) (BARRETO; TEIXEIRA, 2008).

A partir de 1998 até 2012, aproximadamente 80% dos casos de febre da dengue
relatados na América do Sul foram adquiridos nos paises do Cone Sul, regido que compreende
0s paises Argentina, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai, sendo o Brasil responsavel por 97,5%,
com 565.000 casos em 2012 (LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2013).

No periodo de 2011-2017 houve um aumento do numero de casos de dengue quando
comparado com o periodo de 2001-2010, com 10.851.043 e 7.641.334, respectivamente
(SALLES et al., 2018). Em 2019 foram reportados 3.167.542 casos de dengue, enquanto em
2020 foram reportados 2.300.558 casos nas Ameéricas (OPAS, 2021).

O Programa Regional da Dengue da OPAS/OMS, com base nos dados obtidos até a 24?
semana epidemioldgica, registrou 675. 321 mil casos provaveis da doenca, sendo 269.141 mil
casos confirmados laboratorialmente, 823 casos de dengue severa e 157 6bitos na Regido das
Américas (OPAS, 2021).
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2.1.2 Dengue no Brasil

Antes da epidemia de Boa Vista, Roraima, em 1981/1982, ha registro da ocorréncia de
dengue na cidade de Niterdi no Rio de Janeiro, em 1923, porém sem diagndstico laboratorial
(BRASIL, 2020).

Com o programa de erradicacdo do mosquito Aedes aegypti promovido por Oswaldo
Cruz em 1904 para acabar com a febre amarela, houve um periodo de auséncia de casos de
dengue entre 1923 até 1981 (FIGUEIREDO, 2000). Com esse programa, nas décadas de 1950
e 1960, o Brasil conseguiu eliminar de seu territorio o vetor da dengue (SALLES et al., 2018;
TAUIL, 2002) (Figura 2).

Figura 2 — Reinfestacdo do mosquito Aedes aegypti na América Latina e Caribe.
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Erradicacio Reinfestacao

Areas infestadas

Fonte: Adaptado de TAPIA-CONYER; MENDEZ-GALVAN; GALLARDO-RINCON,
2009.

No Brasil, 0 Aedes aegypti foi reencontrado em 1975 na Bahia (NOGUEIRA et al.,
1988) e em 1977 no Rio de Janeiro. O vetor da dengue havia sido declarado erradicado no Brasil
em 1973 (SOUZA, 2008). Desde a década de 80 tém-se registrado a circulacdo simultanea de
diferentes sorotipos da dengue, principalmente o DENV-1 e DENV-2 (MONTENEGRO et al.,
2006) e vérias epidemias ocorreram no Brasil causando milhdes de infec¢es (FIGUEIREDO
etal., 1998).

A primeira epidemia de febre da dengue ocorreu no estado de Roraima no ano de 1981,

com 7.000 casos e foram identificados os sorotipos DENV-1 e DENV-4, com isolamento viral
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(BASTOS et al., 2012; OSANAI et al., 1983; SALLES et al., 2018). Em 1986, o sorotipo
DENV-1 foi encontrado no estado do Rio de Janeiro e disseminado para o resto do pais
(NOGUEIRA; MIAGOSTOVICH; SCHATZMAYR, 2000). Desde entdo, sucessivas
epidemias vem ocorrendo e assim transformando a doenca em um problema de saude publica
(NOGUEIRA et al., 2001; SIQUEIRA et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2009). No final de abril
de 1990 foi relatado o isolamento do sorotipo DENV-2 (NOGUEIRA et al., 1990).

No final do ano 2000, a deteccdo de um novo sorotipo, 0 DENV-3, no Rio de Janeiro,
colocava o Brasil sob risco de uma nova epidemia (SALLES et al., 2018). Em janeiro de 2002
um aumento no namero de casos de dengue foi observado, pois a populagdo havia apenas tido
contato com os sorotipos DENV-1 e DENV-2 (RIBEIRO NOGUEIRA et al., 2005). O DENV-
3 se espalhou rapidamente na maioria do territério brasileiro afastando os sorotipos DENV-1 e
DENV-2 de varios estados do Brasil nos anos subsequentes (TEIXEIRA et al., 2005).

Os primeiros casos de FHD e fatais foram confirmados em 1990, depois da introducéo
do sorotipo DENV-2. Durante a década seguinte, ocorreram 893 casos de febre hemorragica da
dengue com 44 @bitos, sendo a maioria dessas mortes ocorridas no estado do Rio de Janeiro
(NOGUEIRA; ARAUJO; SCHATZMAYR, 2007; SIQUEIRA et al., 2005).

Entre 1987 e 2010, apenas trés sorotipos (DENV 1, 2 e 3) estavam em circulagdo no
Brasil e desta forma a febre da dengue tornou-se uma doenca endémica (AMANCIO et al.,
2014; CODECO et al., 2009). O DENV-4 reemergiu no estado de Roraima, em julho de 2010.
Esse sorotipo ndo tinha sido detectado no pais por 30 anos, sendo confirmados menos de 20
casos de infeccdo pelo virus (NOGUEIRA; EPPINGHAUS, 2011).

Em 2019, foram reportados aproximadamente 2.3 milhdes de casos de dengue. O
namero de casos de dengue aumentou quase 19%, passando de 79.131 entre 29 de dezembro e
01 de fevereiro de 2019 para 94.149 no mesmo periodo no ano de 2020 (LORENZ; AZEVEDO;
CHIARAVALLOTI-NETO, 2020). No entanto, a partir do més de marco de 2020 houve uma
reducdo de notificagdes quando comparado ao ano de 2019 (LEANDRO et al., 2020).

Até a 23° semana epidemiologica (SE) que corresponde a 03/01/2021 até 12/06/2021, o
pais registrou 379.150 mil casos provaveis de dengue, 2.251 casos de dengue com sinais de
alarme, 179 casos de dengue grave e 116 dbitos (BRASIL, 2021a). Devido a pandemia de
Coronavirus 19 (COVID-19) observou-se uma reducéo de 69,5% de casos comparando com o
ano de 2020 (BRASIL, 2021b), essa diminui¢do pode ser consequéncia da subnotificacdo de

casos ou atraso de notificacGes devido ao impacto da pandemia nos servicos de saude.
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2.1.3 Dengue em Alagoas

O estado de Alagoas esta localizado na regido Nordeste, possuindo 102 municipios e
uma populacdo de aproximadamente 3.351.543 habitantes, com uma extensdo de 27.843.295
km?. O clima predominante no estado é semiarido e tropical tmido (IBGE, 2020) . Até a 23°
semana epidemioldgica (SE) que corresponde a 03/01/2021 até 12/06/2021 Alagoas registrou
546 casos provaveis de dengue, nenhum caso de dengue com sinais de alarme, dengue grave
ou oObito (BRASIL, 2021a). Quando avaliada a infestagdo do vetor transmissor da dengue
através do Indice de Infestacio Predial (IPP), percebe-se que 11 municipios estdo em situacéo
de risco de surto (IIP> 4%), 48 em situagdo de alerta (1% > IIP <4%) e 43 em situacdo
satisfatoria (I11IP <1%) (ESTADO DE ALAGOAS, 2018) (Figura 3).

Figura 3 - Municipios segundo indice de infestacio predial (Zona Urbana).

X
B

Fonte: SES-AL/ESTADO DE ALAGOAS, 2018.
Nota: Os numeros de 1 a 10 correspondem as Regides de Saude do estado de Alagoas.

- 11 municipios emrisco de surto (IP 24%)

I:] 48 municipios emalerta (IP 2 1% e < 4%)

I 43 municipios em situag isfatéria” (IP< 1%)
l:] 0 municipios seminformagao

2.2 Aspectos epidemioldgicos

A incidéncia de dengue tem crescido ao redor do mundo nas recentes décadas.
Aproximadamente metade da populacdo mundial estd em risco de ser infectada pelo virus.
Antes de 1970, apenas nove paises tinham experimentado epidemias de dengue, agora a doenca
é endémica em mais de 100 paises estando presente na Africa, América, no leste do

Mediterraneo, sudeste da Asia e no oeste do Pacifico, sendo as regides mais afetadas o sudeste
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da Asia e o oeste do Pacifico (BRAGA et al., 2010; CHAWLA; YADAV; CHAWLA, 2014,
OMS, 2019).

Nos altimos 50 anos a incidéncia de dengue cresceu quase 30 vezes (GYAWALL;
BRADBURY; TAYLOR-ROBINSON, 2016). Estima-se que 390 milhdes casos de dengue
possam ocorrer anualmente, dos quais 96 milhdes sdo da forma sintomética (BHATT et al.,
2013). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, depois de uma diminuicdo do nimero de
casos nos anos de 2017-2018, um aumento foi observado em 2019, afetando as regides
Africana, Pacifico Ocidental e América (OMS, 2020).

Muitos fatores sdo responsaveis pela ressurgéncia de epidemias de dengue nos ultimos
anos tais como mudangas sociodemogréficas, crescimento populacional, processo de
urbanizacdo, aumento de viagens, mudancas climéticas e programa de controle de vetores
insuficientes e evolucdo viral (BARBOSA et al., 2012; CHOI et al., 2016; HINO et al., 2010;
KATZELNICK; COLOMA; HARRIS, 2017; MURRAY; QUAM; WILDER-SMITH, 2013;
SABA et al., 2014).

Diante da capacidade de se adaptar as mudancas climaticas e situacfes urbanas, e o

grande namero de casos anualmente, a dengue torna-se um problema de salde publica.

2.3 Agente etioldgico

O virus da dengue (DENV) pertence ao género Flavivirus, que possui o nome derivado
da palavra latina Flavus, que significa amarelo, caracteristica da ictericia causada pela febre
amarela (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN, 2005) e da familia Flaviviridae
(SHUM et al., 2010). O virus da dengue apresenta uma particula esférica medindo 40-50 nm de
diametro envolvido por um envelope lipidico, uma fita simples de RNA com polaridade positiva
(GUZMAN et al., 2010a; LEITMEYER et al., 1999). Seu material codifica trés proteinas
estruturais, o capsideo (C), a pré-membrana (prM) e o envelope (E), e sete proteinas nao
estruturais (NS), NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (CULSHAW;
MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 2017; GUZMAN et al., 2010a; WILDER-SMITH et al.,
2019). As proteinas estruturais possuem importante papel na conformacéao da particula viral, a
proteina C encapsula o genoma que é entdo envolvido por uma camada bilipidica, nas quais as
proteinas E e M estdo imersas (GUZMAN; VAZQUEZ, 2010; WILDER-SMITH et al., 2019).
A proteina E se liga aos receptores celulares para assim permitir a entrada do virus em células
predispostas e as proteinas ndo estruturais formam o complexo de replicacdo que amplifica o

genoma viral (WILDER-SMITH et al., 2019). Tanto a extremidade 5’ como a 3’ de regido nio
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traduzidas carregam elementos de RNA que sdo essenciais para a traducgéo e replicagéo do
genoma que interagem entre si formando estruturas essenciais para a replicacdio do RNA
viral (BARTENSCHLAGER; MILLER, 2008; CHIU; KINNEY; DREHER, 2005; MELINO;
PACI, 2007) (Figura 4).

Figura 4 - Estrutura do genoma do virus da dengue.
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Guzman, et al., 2010a.
Nota: A Unica fase de leitura aberta codifica trés proteinas estruturais (as glicoproteinas do capsideo (C), da
membrana (M) e do envelope (E)) e sete proteinas ndo estruturais (NS) (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B
e N55).

Ha quatro sorotipos que sdo geneticamente relacionados entre si, porém sédo
antigenicamente distintos, por possuirem cerca de 70% de sequéncias homdlogas, as
manifestaces clinicas apresentadas pelos individuos infectados sdo semelhantes (GREEN;
ROTHMAN, 2006; ROTHMAN, 2004, 2011). No entanto, os sorotipos DENV-1 e 2 ja foram
associados com a gravidade da doenca (KATZELNICK et al., 2020; ROCHA et al., 2017
VICENTE et al., 2016; YUNG et al., 2015).

Um possivel quinto sorotipo (DENV-5) foi identificado na Malésia em 2007 a partir de
uma amostra de soro de paciente, acreditava-se que 0 novo virus poderia ser uma variante do
DENV-4, porém depois de experimentos ficou comprovado que se tratava de um novo sorotipo,
porém este ainda ndo foi reconhecido pela Organizacdo Mundial da Saude (DENNIS
NORMILE, 2013; MUSTAFA et al., 2015).

2.4 Agente transmissor

A primeira confirmacéo de que a transmissdo da dengue ¢é feita através de mosquitos foi
documentada de 1906, onde Bancroft concluiu atraves de observagdes que 0 mosquito era o
transmissor e s6 em 1916, Clelland, Bradley e McDonald comprovaram que o Aedes aegypti
era o vetor da dengue (CHRISTOPHERS, 1960). O Aedes (Stegomyia) aegypti é a principal

espécie transmissora do DENV em seres humanos como também é responsavel por ciclos
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epidémicos e endémicos (BARRETO; TEIXEIRA, 2008; GUBLER, 1998). Apesar do seu
nome estar relacionado com a transmisséo da febre amarela, o Aedes aegypti tornou-se um
problema de saude publica por ser o vetor da dengue (POWELL; TABACHNICK, 2013)
(Figura 5).

O Aedes aegypti ¢ um mosquito que possivelmente possui ascendéncias na Africa
(BRAGA,; VALLE, 2007; POWELL; GLORIA-SORIA; KOTSAKIOZI, 2018). Possivelmente
este vetor foi introduzido no territorio das Americas através das excursdes europeias ao Novo
Mundo (América do Norte e Sul) (POWELL; TABACHNICK, 2013). Brasil e Argentina séo
candidatos aos paises que o mosquito foi introduzido primeiro (POWELL; GLORIA-SORIA,;
KOTSAKIOZI, 2018).

O habitat do Aedes aegypti é encontrado principalmente em areas urbanas e peri-urbanas e
que estdo ligadas a locais de reproducéo e alimentacio (BESERRA et al., 2009; CUSTODIO
etal., 2019). Observa-se que esta espécie possui uma alta capacidade de adaptacdo as condi¢es
ambientais favorecendo assim a sua permanéncia na sociedade (DE CASTRO et al., 2013;
JANSEN; BEEBE, 2010). O mosquito possui habito diurno com atividade hematofagica e
frequentemente se alimenta de multiplos hospedeiros durante um Unico ciclo (JANSEN;
BEEBE, 2010; TAUIL, 2002).

Figura 5 — Mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti.

Fonte: James Gathany/CDC.

O Aedes albopictus é outro mosquito capaz de transmitir a dengue, diferentemente do
Ae. aegypti, este prefere seu habitat natural na floresta (BRAGA; VALLE, 2007). O Aedes
albopictus foi identificado pela primeira vez no Brasil no ano de 1986 (FORATTINI, 1986). E
a primeira noticia desta espécie infectada com o virus da dengue na América deu-se durante um
surto no México em 1995 onde 10 mosquitos machos estavam infectados com 0s sorotipos
DENV-2 e DENV-3 (IBANEZ-BERNAL et al., 1997).
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Ap6s 0 homem ser infectado, o virus passa por um periodo de incubacéo de 3-10 dias
quando podem surgir os primeiros sintomas inespecificos e febre (GUBLER, 1998).
O virus cresce no intestino do mosquito e migra para as glandulas salivares (HIDARI; SUZUKI,
2011). O ciclo de transmissdo da dengue inicia-se quando o mosquito se alimenta de um

individuo infectado pelo virus da dengue (OMS, 2021).

Figura 6 — Ciclo de transmisséo da dengue.
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Fonte: Autor da pesquisa.
Nota: Um mosquito saudavel pica um individuo com dengue, o virus se multiplica no mosquito, tornando-o

infectado, depois 0 mosquito pica um individuo saudavel e esse individuo fica doente.

2.5 Replicagéo Viral

Mondcitos, macrofagos, células dendriticas, células linfoides e linfécitos sdo os
principais alvos da replicagéo viral em humanos (CHAWLA et al., 2013; JESSIE et al., 2004
SCHMID; DIAMOND; HARRIS, 2014). A variedade de celulas que o virus infecta pode
indicar a ligacdo a uma molécula onipresente da superficie celular ou exploracdo de maltiplos
receptores para mediar a infeccdo (RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010).

A pele é o primeiro sitio de infeccdo da dengue, nela estd presente uma variedade de
celulas que estéo envolvidas no sistema imunologico (IVORY; BIRCHALL; PIGUET, 2015).
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Ap0s a picada pelo mosquito, o virus da dengue infecta inicialmente as células de Langerhans
que sdo células dendriticas presentes na pele (WU et al., 2000).

Na infeccdo primaria por DENV, o virus entra nas células alvo apds a proteina E se
aderir aos receptores da superficie celular. A captacdo viral ocorre por endocitose mediada pelo
receptor da celula alvo (HIDARI; SUZUKI, 2011; ROSS, 2010; SHUM et al., 2010). Os
receptores sdo essenciais para o processo de infecgdo, pois sdo responsaveis pelo processo de
desbloqueio, seja ativando alteracfes moleculares que levam a penetracdo ou guiando os virions
para locais celulares especificos que irdo desencadear a penetracdo e consequentemente a
infeccdo (GROVE; MARSH, 2011). Na dengue, a interacdo do virus com o receptor da célula
hospedeira € crucial para a propagacdo do virus e a progressdao da doenca. Um dos mais
conhecidos receptores € o dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing
non-integrin (DCSIGN), a entrada mediada por esse receptor faz com que o DENV se propague
nas células dendriticas (CD) (HIDARI; SUZUKI, 2011). Além disso, outros receptores séo
apontados, como por exemplo, o receptor de manose (RM) dos macréfagos e o
lipopolissacarideo (LPS), receptor CD14 (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2015).

A acidificacdo endossomal induz mudancas conformacionais no virion, resultando na
fusdo das membranas virais e endossomicas e na liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma,
onde ocorre a replicagédo (HEINZ, 1994; MUKHOPADHYAY'; KUHN; ROSSMANN, 2005;
SHUM et al., 2010). O RNA viral é traduzido em uma poliproteina que é processada por
proteases celulares e virais e as proteinas nao estruturais replicam o RNA do genoma e a
montagem do virus ocorre no reticulo endoplasmatico (RE) (MUKHOPADHYAY; KUHN;
ROSSMANN, 2005; RASTOGI; SHARMA; SINGH, 2016; SCREATON et al., 2015;
TUISKUNEN BACK; LUNDKVIST, 2013). Esse processo ocorre no reticulo endoplasmatico,
uma vez que, possui um complexo de replicacdo que contém membranas, RNA viral, goticulas
lipidicas e proteinas virais e do hospedeiro (BOLDESCU et al., 2017). Particulas imaturas de
virus sdo transportadas pela via secretora e no ambiente &cido do complexo de Golgi ocorre a
clivagem mediada pela furina levando a maturagdo do virus, assim o virus maduro € liberado
da célula (RASTOGI; SHARMA; SINGH, 2016; TUISKUNEN BACK; LUNDKVIST, 2013).

2.6 Manifestac0es clinicas

A infec¢do pelo virus da dengue pode apresentar um espectro amplo de manifestagcdes
clinicas e uma evolucao imprevisivel. As manifestacdes podem variar desde uma febre branda

até extravasamento de plasma e quadros hemorragicos.
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De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, a infecgdo sintomaética pode ser
classificada como febre da dengue que corresponde a uma doenca febril em que o periodo de
incubacdo varia entre 2-7 dias, a temperatura corporal pode alcancar 38 °C. Pode ainda haver
rubor facial, eritema cutaneo, dor no corpo, mialgia, dor de cabeca e artralgia. Ademais, alguns
pacientes podem apresenta tosse, fadiga, dor de cabeca, anorexia, nauseas e vomitos (OMS,
1997; TANTAWICHIEN, 2012).

Febre hemorrédgica da dengue é caracterizada por febre alta (39 °C), tendéncia
hemorragica (prova do laco positiva, petéquias, gengivorragia, epistaxe, sangramentos de
mucosas do trato gastrintestinal e etc), e muitas vezes, aumento do figado e problemas
circulatorios, plaguetopenia (<100.000/mm?), hemoconcentragdo com aumento de 20% do
hematocrito ou queda em 20% ap0s o tratamento, derrames cavitario (pleural, pericardico e
ascético). A principal diferenca que determina a severidade da doenca € o extravasamento
plasmatico causado pelo aumento do hematdcrito. A FHD é classificada em 4 graus de
severidade, sendo I e 11 os que distinguem da FD e os graus 11 e IV sdo considerados sindrome
do choque da dengue (SCD) que é caracterizado por pulso fraco e rapido, pressdo de pulso
imperceptivel, hipotensao, com a presenca de pele fria e tmida e inquietacéo.

A classificacdo de 1997 possuia limitacBes, ja que ela havia sido baseada nas
manifestacdes clinicas apresentadas por criangas tailandesas e dessa forma, ndo representava a
universalidade da doenga e era dificil de definir em adultos. Além disso, descri¢fes clinicas e
indicadores de gravidade ainda precisavam ser estabelecidas para adultos (BINH et al., 2009;
HADINEGORO, 2012).

Por problemas na aplicabilidade, adequacdo dos casos e tratamento eficaz, em 2009 a
Organizacao Mundial da Saude reformulou a classificacdo da doencga (LIMA et al., 2013; OMS,
2009). E estratificou em trés grupos, sendo:

1. Dengue sem sinais de alarme que é caracterizado por apresentar além de febre, até
dois outros sintomas, como nausea, vémito, erup¢do cutanea, leucopenia e teste do
torniquete positivo.

2. Dengue com sinais de alarme que inclui dor abdominal, vémito persistente, acimulo
de fluidos, sangramento de mucosas, inquietacdo, letargia, aumento do figado,
diminuicdo do nimero de plaquetas.

3. Dengue severa caraterizada por grave extravasamento de plasma, podendo evoluir

para choque, hemorragia intensa e faléncia de érgaos (OMS, 2009).
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2.6.1 Infeccéo Assintomatica

A infeccdo assintomatica é definida como uma infeccdo pelo virus da dengue sem a
apresentacdo de manifestagdes clinicas ou possuir um quadro leve que pode ser caracterizado
por uma febre indiferenciada (ENDY et al., 2011). Estima-se que trés quartos de 390 milhdes
de infecgdes pelo virus da dengue a cada ano sdo assintomaticas, assim o individuo infectado

contribui significativamente no ciclo de transmissdo (DUONG et al., 2015).

2.7 Diagnostico laboratorial

O diagndstico de dengue é realizado laboratorialmente, sendo esta a forma mais
confidvel, uma vez que o diagndstico feito através dos sintomas podem levar a confusdo com
outras doengas. Diversas técnicas sdo utilizadas atualmente para o diagnostico de infecgdo pelo
DENV, entre elas, podemos citar: isolamento viral, amplificacdo de acidos nucleicos e
diagnosticos sorologicos.

Ap0s o inicio da doenca, o virus pode ser detectado no plasma, soro, células sanguineas
e outros tecidos por 4-5 dias. Durante 0s estagios iniciais para o diagndstico da infec¢do sdo
utilizados o isolamento viral, deteccdo de acido nucleico ou antigeno. Ja no final da fase aguda

da doenca 0 método soroldgico é o mais indicado para diagnostico (OMS, 2009).

2.7.1 Isolamento viral

O isolamento viral é considerado o padrdo-ouro para a identificacdo da infeccdo pelo
DENV (MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017; PARKASH; SHUEB, 2015; SHU;
HUANG, 2004). Pode ser realizado através da inoculacdo de amostras em mosquitos, culturas
de células em in vitro e em cérebro de camundongo (PARKASH; SHUEB, 2015). A linha de
mosquito mais utilizada para o isolamento viral é C6/36 (Ae. albopictus) (BHAT et al., 2015;
MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017; WRIGHT; PRITT, 2012). Entretanto, esta
técnica ndo é geralmente utilizada por possuir um alto custo (BHAT et al., 2015).

2.7.2 Amplificagdo de acidos nucleicos

O diagndstico realizado pelo método molecular de RT-PCR (transcrigdo reversa seguida
da reacdo em cadeia pela polimerase em tempo real) tem sido bem sucedido (MULLER;
DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017). O diagnostico feito através da PCR pode fornecer um
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diagndstico no mesmo ou no dia seguinte durante a fase aguda doenca, além disso, ele é mais
sensivel e tem a vantagem de processar um grande numero de amostras e ser usado tanto na
forma qualitativa (presenca ou auséncia) como quantitativa (determinacdo carga viral)
(CORDEIRO, 2012; MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017; YAP; SIL; NG, 2011).
Outras técnicas de PCR tém sido descritas como métodos de identificagdo viral: PCR
convencional, Nested RT-PCR, RT-PCR multiplex e amplificagcdo baseada na sequéncia de
acidos nucleicos (NASBA) (SHU; HUANG, 2004; WRIGHT; PRITT, 2012).

Embora os métodos baseados em PCR sejam rapidos e precisos, eles requerem um
laboratrio com equipamento especializado e treinamento pessoal para realizar a analise
(BHAT etal., 2015; MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017). Além disso, é um método

que apresenta um custo elevado para a realidade do Sistema Unico de Saude (SUS) do Brasil.

2.7.3 Diagnosticos soroldgicos (sorologia)

Os testes soroldgicos sdo os mais utilizados para o diagndstico de infeccdo pelo virus
da dengue, visto que sdo mais faceis de manusear e o custo € relativamente baixo. Estes testes
incluem a inibi¢do da hemaglutinagdo (IH); antigeno NS1; ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) utilizado para a deteccdo da imunoglobulina M (IgM) e anticorpos de
imunoglobulina G (IgG) (MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017; PARKASH; SHUEB,
2015).

2.7.4 Inibicdo da hemaglutinagéo (I1H)

Esse teste descrito por Clarke e Casals (1957) costumava ser popular e atuava como um
padrdo-ouro para o diagnostico de infeccdo pelo DENV (CHATCHEN; SABCHAREON;
SIRIVICHAYAKUL, 2017; MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017; PARKASH,;
SHUEB, 2015). O principio dessa técnica é baseado na capacidade do envelope do virus
aglutinar as celulas vermelhas do sangue. Os anticorpos anti-dengue presentes nos soros de
pacientes infectados inibem essa aglutinacdo e a extensdo dessa inibi¢do € medida no teste IH
(OMS, 2009; PARKASH; SHUEB, 2015).

2.7.5 ELISA

O teste ELISA de captura de IgM depende da resposta imune da pessoa infectada e o

tempo que leva para a producdo de anticorpos IgM contra antigenos do virus da dengue. Na
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maioria dos casos, o IgM torna-se detectavel apenas entre os dias 4-5 da doenca (BHAT et al.,
2015). O uso do IgM é aplicado na vigilancia epidemiologica (GUZMAN et al., 2004;
GUZMAN et al., 2010b).

O teste de captura de 1gG pode ser usado para identificar uma infeccdo primaria e
secundaria por dengue nos soros dos pacientes (PARKASH; SHUEB, 2015). Além disso, 0 1gG
ndo aparece durante a fase aguda (MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017), sendo o
melhor método de diagnostico apos 10 dias de infeccdo (MAHAPATRA et al., 2014).

Uma das limitacOes dos testes IgM e IgG é gue os niveis dessas imunoglobulinas séo
muito baixos na fase inicial da infecgédo (0-3 dias), ndo podendo ser utilizado para detectar a
infecgdo durante esse periodo (BHAT et al., 2015). Além disso, o ELISA também € incapaz de
diferenciar sorotipos de dengue (CHATCHEN; SABCHAREON; SIRIVICHAYAKUL, 2017).

2.7.6 Antigeno NS1

O teste NS1Ag (antigeno NS1) é o método mais eficaz para o diagnostico de infec¢éo
pelo DENV quando comparado com ELISA, pois a proteina viral NS1 é secretada pelas células
infectadas e encontrada em altos niveis no sangue de individuos infectados e pode ser detectada
desde o inicio dos sintomas até 9 dias ou mais apds o inicio da doenca, pelo menos em infeccdes
primarias (SHU HUANG, 2004; MULLER 2017, MAHAPATRA et al., 2014).

A incapacidade de detectar a infeccdo nas amostras coletadas na fase tardia da dengue,
torna-se uma das principais limitacdes dessa técnica, pois ha uma diminuicdo da quantidade de
antigeno NS1 presente no soro (BHAT et al., 2015).

2.8 Prevencao

Em consequéncia da falta de terapias antivirais especificas e de vacinas para conter o
aumento de infeccBes pelo DENV, o controle da transmisséo € feito pelo manejo dos vetores,
sendo esta a estratégia disponivel para a diminui¢do das taxas de mortalidade e morbidade que
séo causadas pela Dengue. No entanto, essa estratégia ndo tem sido satisfatoria para a reducao
da transmissdo (FARES et al., 2015; GHOSH; DAR, 2015; KOTSAKIOZI et al., 2017; PEPIN
et al., 2013), torna-se necessario que as acbes de controle dos vetores tenham o foco
principalmente voltado para a prevencédo, pois quando se concentram apenas em uma situacéo
de emergéncia, o resultado é a resisténcia aos inseticidas mostrado pelos vetores (AGUIRRE-
OBANDO et al., 2016). A principal abordagem para o controle tem sido a supressdo do

principal vetor de mosquitos, Ae. aegypti, através de programas de reducdo baseados em



33

inseticidas (SCHMIDT et al., 2017). Outra forma de prevencdo é o uso de repelentes, porém o
mais importante € a identificacao e eliminacdo de criadouros de mosquitos (BHAT et al., 2015).

Uma fundacao sem fins lucrativos chamada Parceria para Controle de Dengue (PDC)
desenvolveu uma lista de estratégias que podem ser utilizadas para a eliminacéo da doenca (1)
reduzir a populacdo global de mosquitos, (2) mudar a estrutura etaria da populacdo de
mosquitos femininos, (3) manipular o comportamento do mosquito fémea, (4) substituir
mosquitos de tipo selvagem com estirpes/genotipos que nao transmite o DENV, ou (5) alguma
combinacéo das estratégias citadas (ACHEE et al., 2015). Surtos de Dengue, Chikungunya e
Zika, levantam preocupagdes sobre os riscos de novas epidemias e evidenciam a necessidade
de uma vigilancia entomoldgica eficaz e o desenvolvimento de novas medidas de controle para
0 mosquito (MAITRA et al., 2019).

Um método de prevencdo promissor € a utilizacdo da bactéria Wolbachia que vive
dentro das células de insetos e que pode atuar como um supressor na transmissao de virus para
novos hospedeiros. A bactéria age causando incompatibilidade citoplasmatica que leva a um
fendmeno pelo qual os embrides que sdo provenientes do cruzamento de fémeas ndo infectadas
com machos infectados nao eclodam (HOFFMANN et al., 2011; SCHMIDT etal., 2017). Nesse
contexto, a implementagéo de uma vacina eficaz e de baixo custo torna-se uma medida de alta
prioridade para a saide publica (GHOSH; DAR, 2015).

2.9 Imunopatogenia

A alta variedade nas manifestacfes clinicas sugere que existem diversos fatores que
atuam em conjunto podendo levar a gravidade da doenca. Como por exemplo, 0s genotipos e
sorotipos virais, infec¢bes sequenciais, fatores genéticos do hospedeiro, idade e comorbidades
(YACOUB; MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 2013).

A Teoria da Viruléncia afirma que o potencial patogénico pode variar em diferentes
cepas dos quatro sorotipos (ROSEN, 1977).

Enquanto que a Teoria Integral (1987) formula que o desenvolvimento de febre
hemorragica da dengue e sindrome do choque da dengue estava associado a trés fatores de risco:
0 primeiro seria fatores epidemioldgicos, como a densidade de mosquitos Aedes aegypti e a
circulacdo de sorotipos, o segundo fator inclui o virus, sua viruléncia e o sorotipo infectante,
por fim, os fatores que envolvem as particularidades de cada individuo, como por exemplo, a
idade, sexo, raga, doencas cronicas e a preexisténcia de anticorpos para dengue (BRAVO;
GUZMAN; KOURI, 1987).
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A Teoria Sequencial surgiu no comeco da década de 70, onde a febre hemorragica da
dengue e, principalmente, a sindrome do choque da dengue, era produzida por um mecanismo
imunopatologico desencadeado por uma segunda infecgdo por um sorotipo diferente, durante
um certo periodo critico de tempo ap6s uma infec¢éo inicial por dengue (HALSTEAD, 1970,
2003). Halstead e colaboradores (1988), trazem o fenébmeno ADE (em inglés antibody-
dependent enhancement) ou facilitagdo dependente de anticorpos, para tentar explicar os
mecanismos imunoldgicos que levam a progressao para a FHD/SCD. Segundo essa teoria, em
uma infeccdo secundaria por sorotipos diferentes, a presenca de anticorpos especificos para o
sorotipo priméario se liga ao sorotipo secundario, mas ndo podem neutraliza-lo ou sua
capacidade de neutralizacdo seja diminuida, por ndo possuirem avidez ou titulos suficientes
para essa neutralizacdo Os virus formam um complexo (virus + anticorpo) e utilizam a por¢éao
Fc (reconhecedores de fragmentos cristalizados de anticorpos) dos anticorpos que esta ligada
ao envelope para assim se ligar a outra por¢do Fc presente na membrana dos macréfagos. Dessa
maneira, os macrofagos internalizam os virus ndo neutralizados e sdo infectados, aumentando
assim a infeccdo (Figura 7) (GUZMAN et al., 2002; HALSTEAD, 1979, 1988; HALSTEAD;
O’ROURKE, 1977a, 1977b; LY et al., 2018; MONGKOLSAPAYA et al., 2006; MORENS,
1994; NGONO; SHRESTA, 2018; WHITEHEAD et al., 2007).

Figura 7 — Modelo da replicacdo viral através da facilitacdo dependente de anticorpos.

DENV {9 ﬂ
& o\ _f
W( /// {S} “\ . A 4 LMonocnos /’\i \\\, )
N %3 0
O > ﬁ} @ </ Aumento da
\ carga viral
) e U A
2 §/ f

) o O
Z
Anticorpos heterotipicos /
de infeccdes anteriores i {%} {%} (%} Doenga

Fonte: Adaptado de Whitehead, 2007.

Nota: O aumento da replicacdo do virus ocorre quando um anticorpo heterotipico ndo neutralizante presente no
hospedeiro proveniente de uma infeccdo primaria pelo DENV se liga a uma particula infectante de DENV durante
uma infeccdo secundaria heterotipica, mas ndo consegue neutralizar o virus. Em vez disso, o complexo
anticorpo+virus liga-se aos receptores Fcy (FcyR) nos mondcitos circulantes, facilitando a entrada do virus na

célula. O resultado é um aumento na replicagdo do virus, levando a doenga mais grave.
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A fisiopatologia da severidade da dengue é multifatorial e consiste no equilibrio entre o
sistema imune do hospedeiro e seus aspectos genéticos e dos fatores virais o que podera
contribuir para o desfecho da doenca. Os possiveis mecanismos que podem levar a patogénese
incluem anticorpos preexistentes que podem mediar o ADE; ativagédo do sistema complemento,
celulas T e B, ativagdo das células do sistema imune inato durante o curso da infecgdo e por
fim, a producéo de auto-anticorpos (GUZMAN; HARRIS, 2015). Pessoas que experienciam
uma segunda infeccdo por um sorotipo diferente da primeira infeccdo possuem maior risco de
desenvolver FHD, sugerindo que uma imunidade preexistente pode fazer com que haja uma
resposta exacerbada ao virus (WAHALA; DE SILVA, 2011).

2.10 Resposta Imune a Dengue

Em resposta a diferentes tipos de infecgdes sao liberadas citocinas com respostas Thl e
Tn2 por células CD4". A resposta Thl (celular ou tipo 1) produz interferon-y, IL-2, TNF-B,
sendo responsavel pelas reacdes inflamatorias. Por outro lado, a resposta Th2 (humoral ou tipo
2) secreta IL-4, IL-5, IL6, IL-10 e IL-13, ajudando na producao de anticorpos pelas células B e
diminuindo a inflamag8o, porque possuem atividade anti-inflamatéria. Em ambas, pode-se
observar a producgéo de IL-3 e TNF-oo (CHATURVEDI et al., 19993, 2000; KUMAR et al.,
2012; MOSMANN et al., 1986; MOSMANN; SAD, 1996; MUNDER et al., 1999). A regulacao
cruzada da resposta Thl e Th2 é necessaria para manter a homeostase no organismo, quando ha
uma expressdo descontrolada de citocinas na resposta imune pode resultar na progresséo de
doencas (MANEEKAN et al., 2013).

Na infeccdo pelo virus da dengue, os infectados podem desenvolver diferentes
expressdes da resposta Tnhl e Tn2 influenciando no desfecho da doenga. A IL6 promove uma
resposta Th2 e inibe uma resposta Thl (DIEHL; RINCON, 2002). No estudo de Chaturvedi e
colaboradores (1999b) foi observado a presenca da resposta Thl em pacientes com febre da
dengue e T2 em casos de dengue hemorragica grau IV. Também foi visto que a resposta Thl
estava presente durante os trés primeiros dias e a partir do quarto dia houve predominéncia da
resposta Th2 e 0s niveis de IL6 estavam altos no grupo de febre hemorrdgica. O aumento na
transcri¢do (upregulation) de citocinas Th2 estd associado com a progressédo de casos de dengue
(HALSEY etal., 2016).

No entanto, alguns estudos ndo encontraram associagao do tipo Th2 com a gravidade da

doenga, mas sim um papel protetor contra o desenvolvimento da dengue com complicacdes e
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uma resposta exacerbada do tipo Thl pode estar envolvida na progressdo da dengue
(KADHIRAVAN et al., 2010; MABALIRAJAN et al., 2005).

O &xido nitrico, por sua vez, inibe a producdo de citocinas de resposta Trhl, como IL-2
e IFN-y, enquanto favorece a resposta Th2 com a secrecdo de IL-1p, IL-4, IL-5, IL6, IL-10 e
TNF-a (GUZIK; KORBUT; ADAMEK-GUZIK, 2003; MUKHOPADHYAY; NAIR;
HASNAIN, 2008; SHRESHTHA et al., 2018). Um estudo observou que houve uma maior
producédo de oOxido nitrico em células Thl do que Th2 (TAYLOR-ROBINSON et al., 1994).
Semelhante resultado foi visto no estudo de Munder e colaboradores (1999) que relataram que
as células e citocinas Tnl induzem a iNOS, enquanto Th2 suprime iNOS. Tanto o papel do 6xido
nitrico como da interleucina 6 nas respostas Thl e Th2 ainda ndo esta claro, sendo necessario

mais estudos para compreender 0s seus comportamentos no sistema imune.

2.11 Citocinas

As citocinas possuem um papel importante durante a infeccdo por dengue, pois sao
liberadas por diferentes células como consequéncia da ativacdo do sistema imune. As citocinas
sdo um grupo diverso de pequenas proteinas que sdo secretadas por células que tem por
finalidade promover a sinalizacdo e comunicacéo intercelular. Possuem atividades parécrinas,
autocrinas e enddcrinas, através de ligacdo a receptores, podendo assim induzir uma diversidade
de respostas dependendo da célula alvo e da citocina. Dentre as muitas funcdes que as citocinas
apresentam pode-se citar: o controle da proliferacdo e diferenciagdo celular e atuacdo nas
respostas do sistema imune e no processo inflamatério (FANG et al., 2012; TISONCIK et al.,
2012).

Citocinas sdo produzidas por diferentes tipos celulares e mostram atividades
sobrepostas, como por exemplo, regulacdo da proliferacdo ou diferenciacdo, dependendo do
tipo e do estado de desenvolvimento das células-alvo (SCHELLER et al., 2011). Sdo induzidas
por estimulos especificos, como por exemplo, produtos bacterianos e sdo responsaveis pela
estimulagdo e diferenciacdo de varios tipos de células e também pelo controle de producédo de
outras citocinas (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997).

A mudanca repentina da producéo de citocinas esta presente em pacientes com febre
hemorrégica da dengue/sindrome do choque da dengue (GUZMAN; HARRIS, 2015). Niveis
séricos elevados de citocinas como a IL-2, IL6, IL-8, IL-10, IFN-y ¢ TNF-a tém sido
correlacionados com o desenvolvimento e agravamento do quadro clinico de dengue
(BUTTHEP et al, 2012; HALSTEAD, 2012; MANGIONE et al, 2014
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SRIKIATKHACHORN; GREEN, 2010). Os niveis de citocinas pro-inflamatérias estdo
elevados antes e depois do extravasamento de plasma em pacientes com FHD (ROTHMAN,
2011). Esses pacientes possuem uma maior producao de citocinas (ROTHMAN, 2010).

O aumento da transcri¢do (upregulation) das respostas imunes, em especial a ativacao
de citocinas, é essencial para controlar a replicagdo viral, no entanto, um excesso de citocinas
pode resultar em um aumento da inflamagdo e progressdo da doencga. Estudos anteriores
mostraram que ha um perfil aumentado de citocinas pré-inflamatorias em pacientes com dengue
e febre hemorragica da dengue ou dengue com sinais de alerta (MASOOD et al., 2018).

Os niveis elevados de citocinas tornam-se bons preditores da gravidade da doenca. Uma
estimativa dos niveis de citocinas no primeiro contato pode fornecer uma pista sobre a
probabilidade do paciente desenvolver manifestaces graves de dengue ou ndo (SEHRAWAT
etal., 2018).

2.12 Interleucina 6

As interleucinas sdao uma familia diversa de reguladores do sistema imunoldgico que
agem principalmente na diferenciacdo e ativacao de células imunes. Elas podem ser anti ou pro-
inflamatorias. A designacdo de interleucinas foi criada para se referir as citocinas secretadas
pelos leucdcitos que tem por funcionalidade a comunicacdo celular, no entanto, sabe-se hoje
que as interleucinas sdo produzidas por varios tipos de células (TISONCIK et al., 2012).

A Interleucina 6 (IL6) € constituida de 212 aminoéacidos e seu gene esté localizado no
cromossomo 7p21 (TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014) é secretada por células T,
macrofagos, células Natural killers e células endoteliais que sdo ativadas para estimular a
resposta imune inata (MANGIONE et al., 2014; TANAKA et al.,, 2016). Promove a
diferenciacgdo de células T CD4" naive, tendo uma importante funcéo em ligar a resposta imune
inata & resposta imune adquirida. Ademais, também contribui para a diferenciacéo de células B
e producéo de anticorpos (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997; SCHELLER et
al., 2011; TANAKA; NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014). Possui um papel crucial na defesa do
hospedeiro, uma vez que, ativa hepatdcitos, células imunocompetentes e células hematologicas
para produzir respostas de fase aguda, imunoldgica e hematoldgica que séo essenciais para a
eliminacdo de agentes infecciosos (TANAKA et al., 2016).

Esta citocina ndo pode ser considerada pro-inflamatdria tipica, porque além de exibir
propriedades pro-inflamatorias, como por exemplo, a maturagdo e ativacdo de neutrofilos,

maturacdo de macrofagos e ativacdo de celulas T, possui também propriedade anti-
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inflamatorias visto que inibe a sintese da Interleucina-1 (IL-1) e o Fator de Necrose Tumoral
Alfa (TNF-a) em resposta a varios estimulos (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE,
1997; RACHMAN; RINALDI, 2006). Além disso, € um potente mediador da febre e reacdes
agudas na dengue e também esta envolvida em casos de coagulopatia (MANGIONE et al.,
2014; MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009; MASOOD et al., 2018; RACHMAN,;
RINALDI, 2006).

2.13 Oxido Nitrico

Em 1980, um estudo demonstrou que o relaxamento vascular induzido por acetilcolina
foi dependente da presenca de células do endotélio e evidenciou que este efeito foi mediado por
uma substancia, a qual ainda ndo havia sido identificada (FURCHGOTT, 1981; FURCHGOTT;
ZAWADZKI, 1980). Mais tarde, esta substancia foi chamada de fator de relaxamento
dependente do endotélio (EDRF) (CHERRY et al., 1982). Subsequentemente, em 1987,
pesquisas mostraram que o EDRF possuia propriedades quimicas e bioldgicas similares ao
oxido nitrico (IGNARRO et al., 1987; PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987). Desse modo,
0 EDRF tornou-se conhecido como éxido nitrico.

Os primeiros indicios que 6xido nitrico (ON) tem como precursor a L-arginina surgiram
no final dos anos 1980. Em 1988, Schmidt e colaboradores, sugeriram que o precursor do 6xido
nitrico era a arginina, neste mesmo ano, outro grupo de pesquisadores sugeriram que a L-
arginina seria o precursor da sintese de ON nas células endoteliais vasculares (PALMER,;
ASHTON; MONCADA, 1988).

Em 1989, foi descoberto que ON ¢ dependente de calcio Ca? (MAYER et al., 1989).
Porém, outro estudo demonstrou que o Oxido nitrico pode ser tanto calcio dependente
(encontrada no cérebro de ratos e porcos) como independente (encontrada em macréfagos da
medula dssea) (MULSCH; BASSENGE; BUSSE, 1989).

O oxido nitrico é uma molécula bioativa gasosa que pode ser encontrada na atmosfera,
possui um radical livre que pode reagir com outros radicais livres, por esse motivo pode se
tornar altamente tdéxica. Além disso, é um importante mensageiro intercelular
(BRUCKDORFER, 2005; FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; PAUTZ et al., 2010; XUE et al.,
2018). A produgéo de Oxido nitrico nos mamiferos € sintetizada por uma enzima, a 0xido nitrico
sintase (NOS) e a reacao converte a L-arginina em 6xido nitrico e no seu subproduto L-citrulina
(BRUCKDORFER, 2005; HIBBS; TAINTOR; VAVRIN, 1987; MINHAS; BANSAL;



39

BANSAL, 2019; MONCADA; HIGGS, 1991; MONCADA,; PALMER; HIGGS, 1989;
PAPAPETROPOULOS; RUDIC; SESSA, 1999).

O oxido nitrico pode atuar no metabolismo e neurotransmissdo muscular, regular a
contracdo das células musculares lisas e do tecido vascular. Pode levar a vasodilatacéo e
reducdo da resisténcia vascular sistémica, levando a hipotensdo, choque e a morte. Atua também
na morte celular e inibe a agregacdo plaquetaria (LEVINE; PUNIHAOLE; LEVINE, 2012;
TRAIRATVORAKUL et al., 2005). Possui também um papel ambiguo na resposta imune a
patdgenos. Por um lado, pode matar microrganismos e tem um efeito protetor, por outro, pode
causar danos aos tecidos e células (FORSTERMANN; SESSA, 2012; XUE et al., 2018). Em
doses ideais, tem acgdo protetora e reguladora nas células, mas concentracfes mais altas tém
efeitos toxicos. Nas infeccbes virais, pode inibir a replicacdo viral ou causar mutacao viral e no
hospedeiro pode causar danos nas células (TRAIRATVORAKUL et al., 2005).

Existem trés isoformas da enzima Oxido nitrico sintase: neuronal, induzivel e endotelial.
Possuem aproximadamente 60% de semelhanca de seus aminoécidos e similares estruturas
primarias. Isso sugere um gene ancestral comum de NOS (ALDERTON; COOPER;
KNOWLES, 2001; ANEZ; VALERO; MOSQUERA, 2007; PAPAPETROPOULOS; RUDIC;
SESSA, 1999; XUE et al., 2018). A isoforma neuronal (nNOS, NOS1 ou tipo I) e a endotelial
(eNOS, NOS3 ou tipo I1l) sdo chamadas de constitutivas, pois sdo constituintes de células
saudaveis, ademais, suas atividades sdo dependentes dos niveis de célcio (ALDERTON;
COOPER; KNOWLES, 2001; MINHAS; BANSAL; BANSAL, 2019; VALLANCE, 1999). A
isoforma tipo | (localizada no cromossomo 12) esta presente nos neurénios e células epiteliais
e a isoforma Il (localizada no cromossomo 7) esta presente no endotélio vascular, sendo um
potente inibidor de adesdo e agregacdo plaquetaria na parede vascular (CERQUEIRA;
YOSHIDA, 2002; FORSTERMANN; SESSA, 2012; PAUTZ et al., 2010; VALLANCE, 1999;
XU etal., 1994).

A isoforma induzivel (iNOS, NOS2 ou tipo I1) esté localizada no cromossomo 7q11.2-
12 (PAUTZ et al., 2010; XU et al., 1994) e sua atividade ndo é dependente dos niveis de célcio
(KLEINERT et al., 2004; RODEBERG et al., 1995). E um componente importante do sistema
imune, sendo responsavel pela inibicdo da replicacdo viral através da producdo de ON
(RODEBERG et al., 1995; WINK et al., 2011). Pode ser produzida por uma variedade de tipos
celulares, principalmente macréfagos, através de estimulos induzidos por lipopolissacarideos
bacterianos, citocinas e outros agentes (FORSTERMANN; SESSA, 2012; KLEINERT et al.,
2004; MINHAS; BANSAL; BANSAL, 2019; VALLANCE, 1999; XUE et al., 2018). Nas

infeccdes virais, pode ser induzida pela replicagdo viral ou por citocinas, como por exemplo, 0
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interferon-y (CHATURVEDI; NAGAR, 2009). Esses estimulos sdo responséveis pela
transcrigdo ou expressao da iNOS. Uma vez que iNOS é expressa, pode manter os niveis de ON
por um longo tempo (FORSTERMANN; SESSA, 2012; WINK et al., 2011). A atividade da
isoforma tipo Il é regulada primariamente pelo processo de transcricdo e traducdo (MINHAS;
BANSAL; BANSAL, 2019; WEINBERG, 1998). A superproducdo de 6xido nitrico tem sido
relacionado com a regulagdo positiva de iINOS (MINHAS; BANSAL; BANSAL, 2019;
MURPHY, 1999; PAUTZ et al., 2010; VALLANCE, 1999).

2.14 Polimorfismos

Polimorfismos genéticos sdo mudancas que ocorrem na sequéncia do DNA entre
individuos, grupos ou populacbes (ISMAIL; ESSAWI, 2012). Polimorfismo de nucleotideo
unico ou SNP (do inglés Single Nucleotide Polymorphism) caracteriza-se como uma variacdo
do genoma, podendo ocorrer em um ou poucos nucleotideos e que se distingue de outras raras
variacdes por apresentar uma frequéncia populacional de pelo menos 1%. O interesse na
pesquisa sobre polimorfismos pode contribuir para o avanco do entendimento da genética
humana (BROOKES, 1999). Os SNPs podem ser encontrados em regides codificantes (éxons)
que podem trazer consequéncias para funcdo e estrutura de proteinas, mas a maioria dos SNPs
sdo encontrados em regides ndo-codificadoras (introns) que podem afetar a regulacdo do gene
ou podem néo ter nenhuma consequéncia bioldgica (KNIGHT et al., 2003; OLLIER, 2004).
SNPs em genes de citocinas podem alterar sua funcdo e até mesmo seus niveis de transcricao
(KESHAVARZ et al., 2019). Uma Unica mudanga de aminoacido em uma citocina ou seu
receptor, por exemplo, pode levar a alteracdes ou perda de fungdes (OLLIER, 2004).

Recentemente, varios estudos tem investigado a associacao de polimorfismos em genes
de citocinas com a susceptibilidade a infec¢do pelo virus da dengue, como por exemplo, a IL-
10 (SANTOS et al., 2017), TNF-o. (ALAGARASU et al., 2015; CHUANSUMRIT et al., 2013)
e IFN-y (FEITOSA et al., 2016). Além disso, polimorfismo no gene da enzima 6xido nitrico
sintase endotelial foi associado com um papel protetor no desenvolvimento de casos graves da
doenga (DOS SANTOS et al., 2019).

Além disso, diferentes polimorfismos foram descritos na regido promotora do gene da
iNOS e da IL6 que estdo relacionadas com varias doencas (JIMENEZ-SOUSA et al., 2017;
PAUTZ et al., 2010; SHANG et al., 2017). Os polimorfismos presentes na regido promotora
podem afetar o nivel do produto genético, enquanto na regido codificadora pode alterar a

atividade do produto. A presenca de polimorfismos na regido regulatéria pode afetar a interagédo
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do fator de transcrigdo (FT) com o local de ligacéo ao fator de transcri¢do que esta préximo da
regido promotora, desse modo, pode influenciar a expressdo do gene e, portanto, a
suscetibilidade/resisténcia a diversas doencas (QIDWAI; JAMAL, 2010). O gene iNOS possuli
polimorfismos na regido codificadora e reguladora (Figura 8). O estudo de SNP’s no gene iNOS
e IL6 é uma ferramenta importante para compreender o papel desses genes no desenvolvimento

da infeccdo pelo virus da dengue e aumentar o conhecimento da fisiopatologia da doenca.

Figura 8 — Diagrama esquematico dos primeiros 2500 pares de base (pb) do promotor iNOS.

D Polimorfismo
I] Sitio de ligagdo do NFkB
W Sitio hipersensivel de DNase 1

[] Sitio de ligagdo de C/EBPp

[] TATA box
v Sitio de inicio
—2.5 kb —-1173 C->T NF«B de transcrigdo
+ —r H D_D_'{]"[ll
—16 kb | CCTTT repeat —954 G-C

Fonte: Adaptado de Hobbs et al., 2002.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral:
Investigar a relacdo dos polimorfismos (-1173 C/T) no gene da enzima oxido nitrico

sintase induzivel e (T15A) no gene da interleucina 6 com a infeccdo da dengue e progressao da

doenca.

3.2 Especificos:

1 Identificar as frequéncias alélicas e genotipicas do SNP do gene da enzima 6xido nitrico
induzivel sintase em pacientes infectados pelo virus da dengue (FD e FHD) e controles
saudaveis;

2 Analisar a associagdo entre o SNP do gene da enzima Oxido nitrico sintase induzivel
com a infeccdo e progressdo da dengue;

3 Identificar as frequéncias alélicas e genotipicas do SNP do gene da interleucina 6 em
pacientes infectados pelo virus da dengue (FD e FHD) e controles saudaveis;

4 Analisar a associac¢ao entre 0 SNP do gene da interleucina 6 com a infecgéo e progressao

da dengue.
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4. METODOLOGIA
4.1 Aspectos éticos e desenho do estudo

O tipo de estudo utilizado no desenvolvimento desta pesquisa foi de caso-controle. As
analises moleculares ocorreram no Laboratério de Biologia Molecular e Expressdo Génica
(LABMEG), vinculado a Universidade Federal de Alagoas - campus Arapiraca.

Este estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Alagoas (UFAL) sob o parecer numero: 1.073.204 (ANEXO A). Todos o0s
individuos que participaram do estudo receberam um Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE) e autorizaram sua participacdo na pesquisa (ANEXO B).

4.2 Populagéo e local de estudo

O estudo foi realizado no municipio de Arapiraca, estado de Alagoas, Brasil, onde
quatro grupos foram formados para esse estudo: DEN (febre da dengue + febre hemorragica da
dengue), febre da dengue, febre hemorragica da dengue e controle. O local de coleta de amostras
de sangue periférico do grupo febre da dengue ocorreu no Laboratério Municipal de Arapiraca.
Os individuos com suspeita de dengue que procuraram o atendimento nos centros de salde
eram encaminhados para o Laboratério Municipal de Arapiraca para a confirmacéo laboratorial
de infeccdo pelo virus da dengue. A identificagdo laboratorial foi realizada pelo teste
imunoldgico ELISA (Panbio® Dengue IgM Capture ELISA, Brasil).

Os pacientes que apresentaram algum tipo de complicacdo e que foram hospitalizados
na instituicdo filantropica Nossa Senhora do Bom Conselho (Hospital Regional de Arapiraca)
durante os anos de 2010 a 2015 foram incluidos no grupo febre hemorréagica da dengue. O
recrutamento deu-se com base na anélise das fichas de notificagdo compulsoria presentes no
Hospital Regional de Arapiraca. Apés a identificacdo e organizacdo dos dados de acordo com
as manifestacdes clinicas e laboratoriais (trombocitopenia <80.000 plaquetas/mm?®) e
confirmacéo laboratorial de infec¢do registradas nas fichas foram iniciadas as coletas de
material biologico que ocorreram nas residéncias dos pacientes. A classificacdo de casos
utilizada nas institui¢des de saude foi segundo os critérios definidos pela Organizacdo Mundial
de Salde no ano de 1997 (OMS, 1997).

O grupo controle foi composto por individuos saudaveis que ndo relataram sinais
clinicos de dengue e/ou hospitalizacdo por dengue e que aceitaram participar da pesquisa. A

coleta de amostras de sangue periférico ocorreu na Universidade Federal de Alagoas. Todos 0s
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individuos realizaram um teste laboratorial para a presenca do virus da dengue através do teste
imunolégico ELISA (Panbio ® Dengue IgM Capture ELISA, Brasil) e o teste rapido (Abon-
Bioeasy Diagnostica, Brasil). Os testes foram realizados pelo Laboratdrio de Analises Clinicas
Dr. Edler Lins.

4.3 Extragao

A extracdo do DNA gendémico foi realizada de duas formas: para 0s grupos caso e
controle foi realizada a extracdo a partir de sangue periférico coletado em tubos contendo a
solugéo anticoagulante EDTA de acordo com as instrugdes do fabricante do kit comercial
(Qiagen FlexiGene® DNA Handbook, Qiagen, Alemanha e Wizard® Genomic DNA, Brasil).

Para os pacientes pertencentes ao grupo febre hemorragica da dengue, a extracdo do
material genético foi realizada a partir da coleta de células da mucosa oral, através de esfregaco
com escova do tipo Cytobrush. A extracdo de DNA foi obtido através da utilizacdo de NaCl,
tampdo TES (Tris HCI 10 mM pH 7,6; EDTA 1 mM; SDS 0,6%), etanol (70%), etanol absoluto
(100%), TE (Tris HCI 10 mM; EDTA 0,1 mM) e proteinase K diluida, adaptado do protocolo
de Abré&o et al., 2005. Resultando em 50ng/mL de DNA. A coleta com o swab foi utilizada para
facilitar a adesdo dos individuos a pesquisa.

Todas as amostras foram quantificadas e avaliadas quanto a sua concentracdo e pureza
por meio da técnica de espectofotometria, no equipamento BioPhotometer plus (Eppendorf®
AG, Hamburg, Germany). A razéo das absorbancias foi observada nos comprimentos de onda
260 e 280nm (nandmetro) e as que estiveram compreendidas entre 1,7 e 1,9 apresentaram uma

pureza do DNA maior.

4.4 Eletroforese

A integridade das amostras de DNA foi avaliada através da técnica eletroforese em gel
de agarose a 1% utilizando tamp&o TAE (Tris mmoles/L, acetato e EDTA a 1Immol/L com pH
8,0). A migracdo do material genético na cuba eletroforética foi realizada a 100V, 60mA por
60 minutos em cuba horizontal com fonte LPS 1000V (Loccus biotecnologia®, Brasil). Para
referéncia em relagdo ao tamanho molecular do DNA foi utilizado um marcador de 100 pares
de base (pb) (Invitrogen® Corporation, USA). Apds a coloracdo com brometo de etidio
(mg/mL), as bandas de DNA foram visualizadas por luz ultravioleta e documentadas através do
sistema de captura de imagem para verificar a integridade do material genético (Loccus
Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil).
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4.5 Genotipagem

A identificacdo dos gendtipos dos polimorfismos nos genes da iNOS (-1173 C/T;
rs8292799) e da citocina I1L6 (T15A; rs13306435) foram determinados pela técnica de reacdo
de cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), aplicando o método de discriminagdo alélica.
As reacOes foram realizadas utilizando o ensaio com sondas TagMan (Applied Biosystem®,
Califérnia, USA). As amostras de DNA diluidas foram amplificadas através de uma reacéo de
gPCR com um volume final de 10 pL, contendo 5 pL de solugdo TagMan Genotyping Master
Mix (Applied Biosystems®, California, USA); 0,125 uL de sonda referente ao SNP escolhido e
4,87 uL de cada amostra. As amplificagdes foram executadas no equipamento ABI StepOne
plus da Applied Biosystems® sob as seguintes condigdes: 95 °C por 10 min, seguido de 40
ciclos de 92 °C por 15s e 60 °C por 1min. Em todas as rea¢fes um controle negativo (reacédo
com apenas reagentes, sem a adicdo de amostra de DNA) e um controle positivo (amostra de
DNA com o polimorfismo identificado) foram utilizados. Os resultados das reacfes foram
fornecidos pelo software do equipamento mostrando as curvas de amplificacdo da

discriminacdo alélica de cada participante do estudo.

4.6 Analise estatistica

As frequéncias genotipicas e alélicas foram organizadas manualmente no Microsoft®
Office Excel. A anélise de Equilibrio de Hardy-Weinberg da populacéo em estudo foi realizada
por meio do Teste Qui-quadrado (3?) com valor de p pela calculadora do laborat6rio Court. As
analises das correlacdes entre as frequéncias alélicas e genotipicas em relacao a susceptibilidade
a infeccdo foi realizada pelo programa BioEstat 5.3, utilizando o Teste Exato de Fisher. As
associacOes genotipicas e alélicas foram obtidas utilizando os valores de OR (do inglés Odds
Ratio e em portugués Razdo de Chance (RC)) com Intervalo de Confianca (IC) de 95%, onde
OR<1 indica protecdo e OR>1 indica risco. Valores de p menores que 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. O poder da amostra foi calculado com o uso do software gratuito
G*power 3.1 (ERDFELDER et al., 2009; FAUL et al., 2007). Um valor de no minimo 80% ¢é
0 necessario para se ter um bom poder amostral (PATINO; FERREIRA, 2016). Para ilustragdo
dos resultados das frequéncias alélicas e genotipicas e respectivas associacdes foi utilizada a
classificacdo tradicional (1997) de casos de dengue (FD, FHD e SCD) formulada pela
Organizagdo Mundial da Saude.
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5. RESULTADOS

O estudo foi composto por um total de 179 individuos, sendo 27 pertencentes ao grupo
febre da dengue, 33 ao grupo febre hemorragica da dengue e 119 compondo o grupo controle.
As frequéncias genotipicas tanto da IL6 (x>= 0.29, p>0.58) como da iNOS (x*= 0.012, p>0.90)
estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg.

5.1 Frequéncia genotipica e alélica do SNP do gene IL6

A tabela 1 apresenta as frequéncias genotipicas e alélicas referentes ao polimorfismo da
interleucina 6. Na andlise da frequéncia genotipica observou-se que o gendtipo T/T apresentou
a maior prevaléncia em todos os grupos em investigacdo: DEN (90%), FD (88.9%), FHD (91%)
e controles (93.3%). Nenhum grupo apresentou o gendétipo A/A. Quanto a distribuicdo alélica
do polimorfismo T15A (rs13306435), o alelo T foi 0 mais frequente em todos 0s grupos.

O poder da amostra para o estudo desse polimorfismo na comparacdo entre 0 grupo
DEN vs GC foi de 21%; FD vs GC foi de 39%; ja entre os grupos FHD vs GC foi de 12%; e
por fim, entre os grupos FD vs FHD foi de 9%.

Tabela 1 — Distribuicéo das frequéncias genotipicas do polimorfismo T15A (rs13306435) do gene
da Interleucina 6 na populacéo estudada.

N (Frequéncia %) EHW

DEN FD FHD GC X2 (p)

TIT 54 (90%) 24 (88,9%) 30 (91%) 111 (93,3%)

. 0,29 (0,58
Gendtipo  T/A 6 (10%) 3(11,1%) 3 (9%) 8 (6,7%) (0.58)
IL6
T15A A/A 0 0 0 0
(rs13306435)

T 114 (95%) 51 (94,4%) 63 (95,5%) 230 (96,6%)
Alelo

A 6 (5%) 3 (5,6%) 3 (4,5%) 8 (3,4%)

Fonte: Autor da pesquisa, 2021.
Nota: DEN: febre da dengue + febre hemorragica da dengue; FD: febre da dengue; FHD: febre hemorrégica da
dengue; GC: grupo controle; EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Na tabela 2 estdo presentes as associagdes alélicas e genotipicas do polimorfismo T15A
do gene da IL6. N&o foi encontrada diferenca na distribuicéo alélica e genotipica entre 0s grupos
estudados.
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Tabela 2 — Associacéo alélica e genotipica do polimorfismo T15A (rs13306435) do gene da Interleucina
6 na populacéo estudada.

DEN vs GC FHD vs FD FD vs GC FHD vs GC

OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p

T 1,00 1,00 1,00 1,00
0,64 0,86 071 0,93
A 1,51 (0,51-4,46) 0,80 (0,15-4,18) 1,69 (0,43-6,59) 1,36 (0,35-5,31)
T 1,00 1,00 1,00 1,00
I 0,56 1,00 043 0,70
TIA 1,54 (0,51-4,67) 0,80 (0,15-4,33) 1,73 (0,43-7,02) 1,39 (0,35-5,55)

Fonte: Autor da pesquisa, 2021.
Nota: DEN: febre da dengue + febre hemorragica da dengue; FD: febre da dengue; FHD: febre hemorragica da
dengue; GC: grupo controle.

5.2 Frequéncia genotipica e alélica do SNP do gene iNOS.

A tabela 3 apresenta as frequéncias genotipicas e alélicas referentes ao polimorfismo do
gene da enzima éxido nitrico sintase induzivel. A andlise mostrou que o genotipo C/C
apresentou a maior prevaléncia em todos os grupos em investigacéo: DEN (98.3%), FD (100%),
FHD (93.9%) e controles (99.2%). Nenhum grupo apresentou o gendtipo T/T. Quanto a
distribuicdo alélica do polimorfismo -1173 (rs9282799), o alelo C foi 0 mais frequente em todos
0S grupos.

O poder da amostra para o estudo desse polimorfismo na comparagédo entre 0 grupo
DEN vs GC foi de 78%; FD vs GC foi de 13%; ja entre os grupos FHD vs GC foi de 99%; e
por fim, entre os grupos FD vs FHD ndo foi possivel analisar por falta do alelo T na amostra do

grupo FD.
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Tabela 3 — Distribuicdo das frequéncias genotipicas do polimorfismo -1173 (rs9282799) do gene
da iNOS na populacéo estudada.

N (Frequéncia %) EHW
DEN FD FHD GC X2 (p)
ciC 58 (96,6%) 27 (100%) 31 (93,9%) 118 (99,2%) o012
Genétipo  C/T 2 (3,4%) 0 2 (6,1%) 1 (0,8%) (6,90)
nos T ; ; ;
(rs9282799)

C 118 (98,3%) 54 (100%) 64 (97%) 237 (99,6%)
Alelo

T 2. (1,7%) 0 2 (3%) 1 (0,4%)

Fonte: Autor da pesquisa, 2021.
Nota: DEN: febre da dengue + febre hemorragica da dengue; FD: febre da dengue; FHD: febre hemorragica da
dengue; GC: grupo controle; EHW: Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Na tabela 4 estdo presentes as associa¢des alélicas e genotipicas do polimorfismo -1173
do gene da iNOS. Néo foi encontrada diferenca na distribuicdo alélica e genotipica entre os

grupos estudados.

Tabela 4 — Associacdo alélica e genotipica polimorfismo -1173 (rs9282799) do gene da iNOS na
populacédo estudada.

DEN vs GC FHD vs FD FD vs GC FHD vs GC

OR (95% IC) p OR (95% IC) p OR (95% IC) p  OR(95% IC) p

c 1,00 1,00 1,00 1,00
0,54 o 0,41 023
- 4,01 (0,36-44,75) o 0,00 (-) 7,40 (0,66-82,98)
CIC 00 1.00 00 1,00
026 NA(000-NA) 049 100 7610067 012

cIT 4,07 (0,36-45,80) 0,00 (0,00-NA)

86,72)

Fonte: Autor da pesquisa, 2021.

Nota: DEN: febre da dengue + febre hemorragica da dengue; FD: febre da dengue; FHD: febre hemorragica da dengue;
GC: grupo controle.

*: Néo foi possivel calcular por auséncia do alelo T em um dos grupos.
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6. DISCUSSAO

O estudo de polimorfismos pode ser considerado uma importante ferramenta no
prognostico para o reconhecimento no panorama genético dos individuos que pode levar ao
conhecimento da suscetibilidade de certos grupos ou populacGes a desenvolver determinada
doenca (KELADA et al., 2003). Além disso, a variacdo da resposta imunolégica pode ser
resultante de polimorfismos e estar associada com casos mais graves de dengue. Neste estudo,
foi avaliada a associacdo dos polimorfismos IL6 T15A (rs13306435) e iNOS C-1173T
(rs9282799) na suscetibilidade a progresséo da dengue.

6.1 IL6 +15 T>A (rs13306435)

A Interleucina 6 possui diversos papéis na dengue, sendo um deles, gene candidato do
sistema imune que pode estar envolvido na patogénese e na persisténcia dos sintomas
(DETTOGNI et al., 2015). Alguns estudos mostraram que altos niveis de IL6 estdo presentes
no estagio inicial dos sintomas e envolvidos com o desenvolvimento da forma mais grave
(BUTTHERP et al., 2012; PRIYADARSHINI et al., 2010; RATHAKRISHNAN et al., 2012).
Além disso, altos niveis de IL6 foram associados com pacientes com FHD e infectados pelo
sorotipo DENV-2 (DE LA CRUZ HERNANDEZ et al., 2016). Pressupde-se que altos niveis
de IL6 no inicio da infeccdo podem se tornar marcadores prognosticos para progressao para um
quadro mais grave e parecem desempenhar um papel na patogénese da doenca
(PRIYADARSHINI et al., 2010). Além disso, pode ter um papel no desenvolvimento do
extravasamento plasmatico (EPPY et al., 2016). E o ADE pode aumentar a producdo dessa
citocina (CHAREONSIRISUTHIGUL ; KALAYANAROOQJ; UBOL, 2007).

Os polimorfismos presentes na regido promotora do gene da IL6 podem resultar em
variacdes na transcricao e expressao. Desse modo, as varia¢des genéticas podem influenciar na
suscetibilidade a varias doencas (TERRY; LOUKACI; GREEN, 2000). Um estudo brasileiro
que avaliou o polimorfismo na posi¢do -174 G/C no gene da IL6 ndo encontrou associagdo
com a infecgio pelo virus da dengue (CANSANCAO et al., 2016). No entanto, em outro estudo
realizado também na populacéo brasileira foi encontrada uma associac¢ao do alelo C no SNP -
174 GIC e a persisténcia de sintomas dermatoldgicos (prurido, exantema, petéquias, alopecia,
sangramento na gengiva) na dengue, porém ndo houve associagdo com a persisténcia dos
sintomas (DETTOGNI et al., 2015). A frequéncia do genétipo G/A na regido rs2069843 foi
significativamente maior em pacientes com febre hemorragica da dengue do que naqueles com

febre da dengue, quando ajustados para o componente genético ancestral africano e europeu na
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populagdo colombiana (AVENDANO-TAMAYO et al., 2017). Em um estudo realizado no
Brasil envolvendo o polimorfismo localizado na posicao -634 C/G ndo foi encontrada nenhuma
associacdo da frequéncia dos genotipos e alelos do polimorfismo com a dengue (FEITOSA et
al., 2016). Um estudo avaliou o nivel de expressdo da IL6 em pacientes com dengue e constatou
que houve uma maior expressdo de IL6 em pacientes com um quadro de dengue hemorrégica
(KANWAL et al., 2017).

O polimorfismo T15A esta localizado no éxon 5, sua variagdo muda a traducdo da
proteina, o cddon GAT para asparagina transforma-se para GAA da glutamina (GUAN et al.,
2020; NOPONEN-HIETALA et al., 2005). Poucos estudos tém avaliado a possivel relacéo
desse polimorfismo do gene da IL6 na posi¢cdo T15A em doengas. Em uma meta-analise que
avaliava os niveis de expressdo génica e o polimorfismo no gene da IL6 e IL10 e a sua relacédo
com degeneracao do disco lombar, ndo encontrou nenhuma relacdo do T15A com a doenga
(GUAN et al., 2020).

Um estudo realizado na Coréia do Sul avaliou se polimorfismos presentes em citocinas
poderiam influenciar na taxa de transporte de soluto peritoneal em pacientes em dialise
peritoneal encontrando um resultado associativo do genotipo T/A com a diminuigdo dos niveis
de creatinina (HWANG et al., 2009). Outro estudo em uma populacgéo chinesa avaliou pacientes
com niveis de alto e baixo transporte de pequenos solutos através da membrana peritoneal e
mostrou que o gendtipo T/A estava negativamente associado com o alto transporte peritoneal.
O alto transporte peritoneal tem sido associado com uma baixa taxa de sucesso no tratamento
de didlise peritoneal (DING et al., 2016). Em ambos os estudos, ndo houve a presenca do
gendtipo A/A.

Estudos mostram que variacBes genéticas no gene da IL6 podem influenciar na
susceptibilidade a doenca arterial coronariana (DAC). Nesse sentido, uma pesquisa realizada
na Russia investigou o polimorfismo T15A e ndo encontrou associa¢do do mesmo com a DAC.
A distribuicdo genotipica nessa populagcdo mostrou uma predominancia do genétipo T/T tanto
no grupo DAC como no grupo controle. O gendtipo heterozigoto mostrou uma frequéncia de
3,03%. N&o havendo a presenga do gendtipo A/A (MITROKHIN et al., 2017). Semelhante com
0 nosso resultado, onde também ndo houve a presenca do gendtipo A/A. Na populacdo do
continente americano a frequéncia do alelo T é 92,2% e do alelo A € 7,8% (NCBI, 2021a). A
baixa frequéncia do alelo A pode explicar a auséncia do gendtipo A/A nessa pesquisa.

Uma meta-analise que visava identificar polimorfismos no gene da IL6 envolvidos na
susceptibilidade ao cancer colorretal ndo encontrou nenhuma associacdo do polimorfismo

estudado tanto nas comparacdes entre genotipos como em modelos génicos (YU et al., 2012).
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No presente estudo, nenhum dos genoétipos analisados apresentou associagcdo com a
infeccdo por dengue. E importante destacar que ndo ha estudos que envolvam o referido
polimorfismo e sua relacdo com as arboviroses, sendo uma delas, a dengue. Sao necessarias
mais pesquisas com um numero amostral maior para compreender o seu papel, uma vez que, 0

poder estatistico em todos os grupos foi baixo, ndo representando a populag&o.

6.2 INOS -1173 C>T (rs9282799)

Varios estudos tm mostrado associagdes entre o dxido nitrico e a dengue. No entanto,
resultados diferentes podem ser encontrados. Altos niveis de dxido nitrico foram encontrados
em pacientes com febre da dengue, enquanto em pacientes com febre hemorragica da dengue
os niveis foram baixos. 1sso sugere que altos niveis de 6xido nitrico podem ter um papel protetor
para o desenvolvimento das formas mais graves (CARVALHO et al., 2014; VALERO et al.,
2002).

Altos niveis de ON podem ser benéficos durante a dengue por causa da sua atividade
antiviral, no entanto, pode induzir a um quadro mais grave da doenca por poder ser prejudicial
as células endoteliais (ANEZ; VALERO; MOSQUERA, 2007; CARVALHO et al., 2014). Um
estudo sugere que o efeito antiviral do 6xido nitrico pode prevenir o quadro hemorrégico na
febre da dengue ao prevenir danos endoteliais por citocinas de macréfagos/mondcitos e a
ativacdo de células T (LEVY et al., 2010). O o6xido nitrico inibe a replicacdo viral do sorotipo
2 e tem um papel protetor na fase aguda da dengue (MALAVIGE; OGG, 2017,
TAKHAMPUNYA; PADMANABHAN; UBOL, 2006).

Altos niveis de 6xido nitrico foram observados em pacientes venezuelanos com febre
da dengue e associados com a febre hemorragica da dengue (LEVY et al., 2010). O estudo de
Matsuura et al., 2012 demonstrou que a producdo de ON nas plaquetas estava alta em pacientes
acometidos pela FHD e contribuiu para sinais caracteristicos desse quadro. A sintese de 6xido
nitrico nas plaquetas foi associada com diminuicao da agregacdo plaquetaria em pacientes com
febre da dengue. Altos niveis da produgdo de ON estdo associadas a inibi¢cdo da agregacao
plaquetaria, o que pode predispor pacientes com FD para aumento do sangramento (MENDES-
RIBEIRO et al., 2008).

O aumento da biodisponibilidade vascular do ON estava associado ao desenvolvimento
de FHD (THEIN et al., 2015). Quando comparado 0s niveis de éxido nitrico entre os diferentes
graus de dengue foi visto que pacientes com um quadro de FD e SCD tiveram altos niveis de
ON do que FHD 1 e Il (TRAIRATVORAKUL et al., 2005). Além disso, foi visto que altas
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concentragOes de IL6 foram acompanhadas por altos niveis de ON, sugerindo que a IL6 pode
estar envolvida direta ou indiretamente no aumento dos niveis dessa molécula (LEVY et al.,
2010).

Neves-Souza et al., 2005 demonstrou pela primeira vez em seu estudo a presenca de
iINOS em mondcitos de pacientes infectados pelo virus da dengue, porém a expressao de iNOS
ndo pode ser associada com a severidade da doenga. No estudo de Fialho et al., 2017 foi visto
que a iNOS ¢ ativada nos subconjuntos de monécitos CD16™ e CD16", podendo exercer efeitos
antivirais e modular respostas imunologicas exacerbadas durante a dengue. Além disso, a iINOS
tem um importante papel no controle da carga viral na dengue.

A isoforma induzivel tem um importante papel no controle da replicacdo viral. A
expressdao de NOS2 estava aumentada durante a infeccdo por dengue e sua expressdo €
controlada pela producdo de interferon-y (FAGUNDES et al., 2011). Além disso, células
endoteliais infectadas pela dengue expressam iNOS (YEN et al., 2008).

O polimorfismo -1173 C>T da iNOS esta presente na regido promotora, dessa forma
podendo influenciar a expressdao do seu gene (BIBERT et al., 2017). A alteracdo de C para T
cria um novo sitio de reconhecimento de sequéncia para os fatores de transcricio GATA-1 ou
GATA-2. A ligacdo desses fatores a sequéncias especificas de DNA pode ser responsavel por
aumentar a transcri¢cdo dos promotores na posic¢ao -1173 (LEONIDOU et al., 2020). Poucos
estudos tém sido encontrados na literatura que abordem o papel do polimorfismo da iNOS nesta
posicao.

Os escassos estudos com esse polimorfismo se concentram principalmente na malaria.
Essa doenca é causada por um protozoario do género Plasmodium, transmitida pelo mosquito
fémea do género Anopheles (GOMES et al., 2011). Trés estudos realizados no continente
africano (Camardes, Tanzania e Mali) ndao encontraram nenhuma associacdo do referido
polimorfismo com a malaria (APINJOH et al., 2014; LEVESQUE et al., 2010; TOURE et al.,
2012). No entanto, outro estudo realizado na Africa (Tanzania e Quénia) mostrou que as
chances de desenvolver malaria eram 88% menores em individuos com o genotipo T/T e C/T
do que aqueles com o geno6tipo C/C. Este polimorfismo estava associado significantemente com
protecdo contra o desenvolvimento de maléria cerebral e anemia grave e com 0 aumento da
producéo de 6xido nitrico. Além disso, a distribuicdo genotipica foi 92,7% para C/C, 6,7% C/T
e 0,6% T/T (HOBBS et al., 2002). O estudo realizado por Kumar et al., 2018 investigou a
influéncia do polimorfismo -1173C>T na infeccdo tanto por Plasmodium falciparum como por

Plasmodium vivax em uma populacéo indiana, esse polimorfismo mostrou uma frequéncia de
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25,27% e 23,52% do alelo T, respectivamente. Os genotipos C/T, T/T e acombinacdo C/T+T/T
estavam associados com a malaria em ambos 0s grupos.

Um estudo realizado em Gana mostrou uma associacao entre a Ulcera de Buruli e o
polimorfismo no gene da iINOS. Além disso, a distribuicdo genotipica foi 85% para C/C, 14%
CI/T e 1% T/T. Individuos com o alelo T tinham um maior risco de desenvolver a doenga, pois
esse alelo esté associado com a diminuicdo da atividade da iNOS, assim causando a diminuicao
da producéo de oxido nitrico (BIBERT et al., 2017).

Em uma populacéo chinesa foi analisado a associacao do presente polimorfismo com o
vitiligo. A frequéncia dos genotipos para o grupo caso foi 76,6% para C/C; 21,5% para C/T e
1,9% para T/T e ndo foi encontrada associagcdo com o risco de desenvolver vitiligo (ZHANG et
al., 2011).

Uma pesquisa conduzida na Grécia com individuos que possuem osteoartrite ndo
encontrou nenhuma associacdo do polimorfismo estudado e também nenhum genétipo C/T e
T/T. Sugerindo que o alelo C € predominante na populacdo grega (LEONIDOU et al., 2020).
Semelhante resultado foi encontrado neste estudo, onde o gendtipo C/C e o alelo C foram
predominantes na populacdo alagoana. Na populacéo do continente americano a frequéncia do
alelo C €99,6% e do alelo T € 0,4% (NCBI, 2021b), a baixa frequéncia do alelo T pode explicar
a auséncia do gendtipo T/T nessa pesquisa.

No presente estudo, nenhum dos genoétipos analisados apresentou associacdo com a
infeccdo por dengue. Apesar de estudos mostrarem o envolvimento entre o 6xido nitrico e a
dengue, principalmente com os niveis dessa molécula, o papel dos polimorfismos ainda néo foi
elucidado. O poder estatistico foi considerado satisfatorio ndo sendo necesséario o aumento do
namero amostral dessa populacédo para este polimorfismo.

Vale a pena ressaltar que ndo ha estudos dos polimorfismos supracitados e o seu
envolvimento com a infec¢do por dengue, o que torna o presente trabalho uma pesquisa inédita.
Embora os resultados ndo apresentaram associacdo com a doenga, mesmo nos grupos que
obtiveram um poder estatistico acima de 80%, mais estudos devem ser realizados para melhor
compreender o seu papel na infeccdo pelo virus da dengue.

A maior limitagdo do presente estudo foi 0 recrutamento de pacientes, por este motivo,
obtivemos um pequeno numero amostral. Com os resultados desta pesquisa almeja-se
contribuir para uma melhor compreensao do papel da iNOS e IL6 na Dengue.

7. CONCLUSAO

1. Oalelo T e o gendtipo T/T foram os mais frequentes para 0 SNP IL6 T15A;
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N&o houve associacdo do SNP IL6 T15A com a infec¢do pelo virus da dengue e
progressao da doenca;

. Oalelo C e o genotipo C/C foram os mais frequentes para o SNP iNOS -1173 C/T;
N&o houve associacdo do SNP iNOS -1173 C/T com a infec¢éo pelo virus da dengue.
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ANEXO B — Termo de consentimento livre e esclarecido

Eu,

“’0O respeito devido a dignidade humana exige que toda pesquisa se processe com
consentimento livre e esclarecido dos participantes, individuos ou grupos que, por si
e/ou por seus representantes legais, manifestem a sua anuéncia a participacdo na
pesquisa. Entende-se por Processo de Consentimento Livre e Esclarecido todas as
etapas a serem necessariamente observadas para que o convidado a participar de uma
pesquisa possa se manifestar, de forma autbnoma, consciente, livre e esclarecida’’.
Resolucdo N° 466 de 12 de dezembro de 2012.

tendo sido convidado (a) a

participar como voluntario (a) do estudo:POLIMORFISMO GENETICO DOS PACIENTES COM
DENGUE NO ESTADO DE ALAGOAS E SUA RELACAO COM A INFECCAO E
PROGRESSAO DA DENGUE, recebi da Sr. Professora Adjunta Elaine Martins de Souza Figueiredo
do Departamento de Enfermagem da Universidade Federal de Alagoas — Campus Arapiraca, responsavel
por sua execucdo e da discente de mestrado Ana Caroline Melo dos Santos, as seguintes informacdes
gue me fizeram entender sem dificuldades e sem dlvidas os seguintes aspectos:

Que o estudo se destina a investigar padr@es genéticos na populagdo geral relacionados a
infeccéo e evolugdo da doenca dengue;

A importancia deste estudo é entender estes aspectos correlacionados a doenga da dengue e
gerar conhecimento para poder determinar a predisposicdo das pessoas em relacdo com a
dengue;

Esse estudo comegara em 2015 e terminara em 2016;

O estudo sera feito da seguinte maneira: Se vocé estiver com suspeita de dengue e for pedido a
realizacdo de exame soroldgico pelo seu médico e vocé autorizar participar do estudo, sera
solicitada a coleta de sangue em um dos bragos por pun¢do venosa (retirada de sangue pela veia
do braco com agulha) realizada com material descartavel por profissional treinado. Sera
retirado no maximo 10 ml de sangue. Este volume de sangue é cerca de trinta vezes menor do
que o volume de sangue normalmente doado quando um individuo doa sangue para bancos de
sangue. Caso a puncdo realizada ndo obtiver sucesso, uma amostra de saliva serd necessaria
através da coleta por uma escova (swab). Estas amostras serdo submetidas a andlise de
laboratério para estudos genéticos. Solicitamos também a sua autorizacdo para utilizar dados
do seu prontuario como idade, sexo, idade que iniciou a doenga, tempo de doenca e 0s
resultados dos Gltimos exames de rotina pedidos pelo seu médico;

Que eu participarei das seguintes etapas: doagao de material biologico (sangue ou saliva) e dessa
forma encerra-se a minha participacéo neste estudo;

Que os outros meios conhecidos para se obter o mesmo resultado s&o o0s seguintes: ndo existem
outros meios para se obter os mesmos resultados;

Que os incomodos que poderei sentir com a minha participagéo sdo os seguintes: o desconforto
da coleta de sangue é dor leve e passageira;

Os riscos a minha satde fisica e mental sdo minimos. No momento da coleta de sangue podera
haver alguma dor decorrente da puncdo da veia. Complicagdes de coleta de sangue rotineira
sdo raras e geralmente de pequeno porte. O acesso ao meu prontuario pode conter informacdes
pessoais e confidenciais, entretanto os pesquisadores envolvidos afirmam que os resultados da
pesquisa ndo terdo os entrevistados divulgados. Estou ciente de que serd mantido o sigilo e a
privacidade do meu nome na pesquisa;

Que eu ndo terei nenhuma despesa na participacéo da pesquisa;

Que os beneficios que deverei esperar com a minha participacdo, mesmo que ndo diretamente
sdo: a avaliacdo da predisposi¢édo da populacdo estudada para a infeccéo e evolugédo da dengue;
Que, sempre que eu desejar sera fornecido esclarecimentos sobre cada uma das etapas do estudo
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e Que eu poderei, a qualquer momento, recusar a continuar participando do estudo e também a
gue eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga nenhuma penalidade ou

prejuizo;

e Que a qualquer momento eu poderei recusar e continuar participando do estudo e, também, que
eu poderei retirar este meu consentimento, sem que isso me traga qualquer penalidade ou

prejuizo;

e Que as informagbes conseguidas através da minha participacdo no estudo ndo permitirdo a
identificacdo da minha pessoa, exceto pelos responsaveis, e que a divulgacdo das mencionadas
informacGes sé sera feita entre os profissionais estudiosos do assunto;

e Que eu receberei uma copia deste termo devidamente assinado por mim e pelos responsaveis

pela pesquisa;

e Que ndo havera ressarcimento de despesas, caso eu apresente algum custo na realizacdo desta
pesquisa e de que eu ndo serei indenizado por qualquer dano que venha a sofrer com a

participacdo na pesquisa.

e Que serei indenizado para alguma situacdo adversa decorrentes da minha participagdo no projeto

de pesquisa;

Finalmente, tendo eu compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha
participacdo no mencionado estudo estando consciente dos meus direitos, das minhas
responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participagédo implica, concordo em dele
participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA

SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Endereco do Comité de Etica:

Bairro: Cidade Universitaria
Fone: 32141041

Instituicio: Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas
Endereco: Prédio da Reitoria, sala do C.0.C, Campus A. C. Simdes
Cidade: Macei6
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