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Influéncia de polimorfismos de genes KIR e de seus ligantes HLA na

susceptibilidade ao dengue

RESUMO

Os genes KIR (killer cell immunoglobulin-like receptor) codificam moléculas ativadoras e
inibidoras da funcéo das células NK (natural killer) e possuem como ligantes moléculas HLA
(human leucocyte antigen) de classe I. A proposta deste estudo foi investigar a influéncia dos
genes KIR e de seus ligantes HLA de classe I, na susceptibilidade ao dengue em uma
populacdo da regido sul do Brasil, por meio de um estudo caso-controle. Participaram desta
pesquisa 95 individuos com diagndstico confirmado de dengue e um grupo controle de 172
individuos, cujo exame soroldgico para deteccdo de anticorpos IgG contra dengue resultou em
negativo. A genotipagem de HLA e KIR foi realizada pelas técnicas PCR-SSOP (polymerase
chain reaction - sequence specific of oligonucleotides probes) e PCR-SSP (polymerase chain
reaction - sequence specific primers), respectivamente. A andlise dos dados mostrou
diferencas significativas para os genes KIR2DS1 (55,8% vs 40,7%; P = 0,02), KIR2DS3
(47,4% vs 33,7%; P = 0,03), KIR2DS5 (50,5% vs 36,0%; P = 0,02) e KIR2DL5 (77,9% vs
56,4%; P = 0,0007). Em relacdo ao par KIR-ligante, associa¢fes positivas com o dengue
foram observadas nas interagdes KIR3DS1-Bw4 (38,9% vs 26,1%; P = 0,04), KIR2DL1-C2
(75,8% vs 62,2%; P = 0,03) KIR2DL1-C2 (42,1% vs 25,6%; P = 0,0081) e uma associacao
negativa para KIR2DL3-C1/C1 (16,8% vs 33,1%; P = 0,0066). A anélise dos haplétipos de
KIR revelou um possivel fator de protecdo contra dengue nos portadores do genotipo AA.
Estes resultados sugerem a existéncia de predisposicdo genética para o dengue classico na
populacgéo do sul do Brasil.

Palavras-chave: dengue - HLA - genes KIR - polimorfismo genético



Influence of KIR gene polymorphisms and their HLA ligands on susceptibility

to dengue

ABSTRACT

Killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR) genes encode activating and inhibitory
molecules present on natural killer (NK) cells and have as binding human leukocyte antigen
(HLA) class | molecules. The purpose of this study was to investigate the influence of KIR
genes and their class I HLA ligands in susceptibility to dengue fever in a population from
South Brazil through a case-control study. Ninety-five subjects with confirmed diagnoses of
dengue participated in this study, along with a control group of 172 individuals, whose
serologic tests for the detection of IgG antibodies against dengue were negative. HLA and KIR
genotyping was performed by polymerase chain reaction with sequence-specific
oligonucleotides probes (PCR-SSOP) and polymerase chain reaction with sequence-specific
primers (PCR-SSP) techniques, respectively. Data analysis showed significant differences for
KIR2DS1 (55.8% vs 40.7%, P = 0.02), KIR2DS3 (47.4% vs 33.7%, P = 0.03), KIR2DS5
(50.5% vs 36.0%, P = 0.02) and KIR2DLS5 (77.9% vs 56.4%, P = 0.0007) genes. With regard
to KIR-ligand pairs, positive associations with dengue were observed in KIR3DS1-Bw4
(38.9% vs 26.1%, P = 0.04), KIR2DL1-C2 (75.8% vs 62.2%, P = 0.03) and KIR2DS1-C2
(42.1% vs 25.6%, P = 0.0081) interactions, and a negative association in KIR2DL3-C1/C1
(16.8% vs 33.1%, P = 0.0066). The analysis of KIR haplotypes revealed a possible protective
factor against dengue fever in individuals with the AA genotype. These results suggest the
existence of genetic predisposition to dengue fever in the population from South Brazil.

Keywords: dengue - HLA - KIR genes - genetic polymorphisms
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CAPITULO |

INTRODUCAO

Dengue é uma doenca infecciosa de etiologia viral transmitida ao homem pela picada de
mosquitos infectados, principalmente do género Aedes, tais como 0 Aedes aegypti, e menos
frequentemente pelas espécies A. albopictus e A. scutellaris (Pinheiro & Rosa, 1996). A
incidéncia da febre do dengue (FD) e febre hemorrédgica do dengue (FHD) tem aumentado
significativamente nas Ultimas décadas. Estimativas apontam que, anualmente, cerca de 50-
100 milhdes de casos de dengue e 250.000-500.000 casos de dengue hemorragico ocorrem em
todo o mundo; além disso, cerca de 550 mil doentes necessitam de hospitalizacdo e 20 mil
morrem em consequéncia do dengue (World Health Organization [WHO], 1997; Gubler,
2006). Com isso, 0 dengue é considerado a mais importante e difundida arbovirose que
acomete o mundo em termos de morbidade e mortalidade (Guzman & Kouri, 2003).

O dengue, em suas variantes classica e hemorragica, tem sido considerado um problema
global de satde publica, uma vez que dois ter¢os da populacdo mundial, isto é, cerca de 2,5
bilhGes de pessoas, vivem em zonas infestadas por mosquitos transmissores desta virose
(Ferreira & Rocha, 2006). As areas de risco sdo constituidas, na grande maioria, de paises
tropicais e subtropicais em desenvolvimento, onde precarias condi¢fes sanitarias, econémicas
e médico-sociais sdo a regra. Presentemente, o virus do dengue se encontra amplamente
distribuido em quatro dos cinco continentes. A excecdo da Europa, o dengue classico ocorre
de forma endémica ou endemo-epidémica nos demais continentes, sendo mais incidente nos
paises asiaticos e nas Américas (Halstead, 1982; Guzman et al., 1984; Henchal & Putnak,
1990). As epidemias de dengue tém um impacto econdmico na comunidade da mesma ordem
de grandeza que a malaria e outras doencas infecciosas importantes (Gubler, 2006).

No Brasil, o dengue se tornou um grave problema de saude publica. A reintroducdo do
virus do dengue no pais ocorreu na década de 1980. Desde entdo, mais de 60% dos casos de
dengue notificados na regido das Américas ocorrem neste pais (Nogueira et al., 2007), onde a
doenca ja é registrada em todos os estados da Federacdo (Camara et al., 2007). Além das
condicBes climéticas favoraveis, a expansao das areas de ocorréncia de dengue no Brasil esta
associada tanto a urbanizacao, sem estrutura adequada de saneamento, quanto a globalizacéo
da economia que levou a um aumento acentuado no intercambio comercial entre multiplos

paises, aumentando o nimero de viagens aéreas, maritimas e fluviais. Tais fatores contribuem
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favorecendo o aumento do numero de criadouros, o desenvolvimento do vetor e também a
disseminacdo do virus (Depradine & Lovell, 2004).

A patogénese do dengue é multifatorial e depende tanto de fatores virais quanto do
hospedeiro. Uma compreensdo mais integrada da patogénese desta doenca se faz necessaria a
fim de aprimorar o desenvolvimento de ferramentas eficientes para o controle, diagndstico e
tratamento da doenga. No momento, ainda ndo existem vacinas ou medicamentos antivirais
disponiveis para combater o virus do dengue; a Unica forma realmente eficaz para evitar

epidemias desta doenca tem sido o controle do mosquito vetor, o Aedes aegypti.

DENGUE

Em 1780, Benjamin Rush fez a primeira descri¢do clinica dessa enfermidade, uma
epidemia de febre “quebra-ossos”, ocorrida na Filadélfia, na qual os doentes apresentavam
quadro febril, cefaléia, mialgia, artralgia, nauseas, vOmitos, astenia e manifestaces
hemorragicas. Em Madri, em 1801, ocorreu uma epidemia de sindrome semelhante,
denominada, a ocasido, dengue — palavra de origem espanhola que quer dizer “melindre”,
“manha” — fazendo referéncia ao estado de moleza e comportamento queixoso e lamentoso
dos doentes (Rocha & Borges, 2009).

Doenca febril aguda, caracterizada por um amplo espectro clinico que pode ser de curso
benigno ou grave, dependendo da forma como se apresenta: infeccdo inaparente, Dengue
Classico (DC), Febre Hemorréagica do Dengue (FHD), ou Sindrome do Choque do Dengue
(SCD) (Pontes & Ruffino-Netto, 1994; Malavige et al., 2004). Em decorréncia do crescente
namero de casos graves da doenca, atualmente € a mais importante arbovirose que afeta o ser
humano, e constitui-se em sério problema de satde publica no mundo. A doenga ocorre e
dissemina-se especialmente nos paises tropicais e subtropicais, onde as condic¢des climaticas
favorecem o desenvolvimento e a proliferacdo do Aedes aegypti, principal mosquito vetor.

S&o bem conhecidas sua etiologia e seus mecanismos de transmisséo (Tauil, 2002).

Etiologia

S&o conhecidos atualmente quatro sorotipos diferentes do virus do dengue (DENV),
todos classificados como arbovirus membro da familia Flaviviridae (do latim flavus, que

significa amarelo, referindo-se ao virus da febre amarela, considerado protétipo desta
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familia), subgénero Stegomyia, género Flavivirus (Figueiredo & Fonseca, 2002; Rocha &
Borges, 2009). E considerada a arbovirose mais comum que atinge o homem (Rodenhuis-
Zybert et al., 2010). As arboviroses representam um grupo de doencas causadas por diversos
virus ecologicamente bem definidos, os arbovirus (o termo arbovirus deriva da expressdo

inglesa “arthropod-borne virus” — virus oriundo dos artropodes).

Os arbovirus, segundo definicdo da OMS em seu Who Technical
Report Series n°® 719, de 1985, “sdo virus transmitidos em natureza,
mediante transmissdo bioldgica entre hospedeiros suscetiveis por meio de
artropodes hemat6fagos ou de hospedeiro artrépode a hospedeiro
artrépode, através da via transovariana e, possivelmente, da via venérea.
Sao repassados a novos vertebrados suscetiveis através da picada do
inseto, ap6s um periodo de incubagdo extrinseca” (Vasconcelos et al.,
2003).

A familia Flaviviridae é composta por mais de 70 membros e aproximadamente metade
deles podem causar doencas em humanos, algumas de grande relevancia epidemioldgica,
como é o caso do dengue, que hoje é um problema global de saide publica (Solomon &
Mallewa, 2001). O género Flavivirus inclui importantes patégenos humanos. Além do agente
etioldgico do dengue, estdo incluidos nesse grupo os agentes causadores da febre amarela,
encefalite japonesa, Rocio, entre outros. Assim como o virus da febre amarela, o virus do
dengue pertence ao grupo B dos arbovirus de acordo com a classificagdo de Casals, que se
baseia em critérios soroldgicos (Vasconcelos et al., 2003).

Os flavivirus séo relativamente pequenos (40-60 nm) e esféricos com um envoltorio
lipidico (Gubler, 1998). O genoma destes virus é composto por uma fita de RNA de cadeia
simples com comprimento de aproximadamente 11kb (kilobases) e possui polaridade positiva
(Chambers et al., 1990; Rodenhuis-Zybert et al., 2010) (Figura 1). Esse material genético
possui uma Unica regido codificante que expressa a sintese de trés proteinas estruturais,
antigénicas — PrM precursor da proteina M da membrana viral, proteina E do envelope viral
e proteina C do nucleocapsideo viral — e sete ndo-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a,
NS4b e NS5) (Figura 2) responsaveis pelas atividades reguladoras e de expressdo viral,
inclusive viruléncia, patogenicidade e replicacdo (Rocha & Borges, 2009). A sintese das
proteinas e do RNA viral ocorre predominantemente no citoplasma da célula hospedeira. A
replicacdo € lenta e comeca dentro de 15 horas apds a infeccdo. A replicacdo do virus do
dengue ndo parece afetar significativamente a fungdo metabdlica da célula do hospedeiro,
visto que a sintese protéica das celulas do hospedeiro infectado se mantém em niveis normais
(Noisakran & Perng, 2008).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Arbovirose
http://pt.wikipedia.org/wiki/Homem
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Figura 1. Estrutura do virus do dengue (disponivel em:
http://drashirleydecampos.com.br/noticias/23196).
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Figura 2. Genoma do virus causador do dengue
(Noisakran & Perng, 2008).

A etiologia viral do dengue foi determinada em 1906, quando Ashburn e Craig
encontraram um agente infeccioso filtravel em sangue humano. No mesmo ano, Bancroft
descreveu a transmissdo do dengue pelo Aedes aegypti. Posteriormente, Siler e col. (1926) e
Simmons e col. (1931) conseguiram transmitir a doenca em voluntarios (Pontes & Ruffino-
Netto, 1994). O isolamento do virus, por sua vez, s6 ocorreu na década de quarenta, em 1943
por Kimura, e em 1944 por Hotta, sendo a cepa denominada Moshizuki. Importantes
investigacOes realizadas por Sabin e Schlesinger, durante a Segunda Guerra Mundial,
resultaram no isolamento dos dois primeiros sorotipos do virus do dengue, os sorotipos 1 e 2.
Em 1945, Sabin e Schlesinger isolaram a cepa Havai e nesse mesmo ano Sabin havia isolado
outro virus em Nova Guiné. Observando que essas cepas possuiam caracteristicas diferentes,
passou-se a considerar a existéncia de sorotipos distintos do mesmo virus. Na década de 50,

Hammon e col. isolaram mais dois sorotipos (os sorotipos 3 e 4) quando estudavam a


http://drashirleydecampos.com.br/noticias/23196
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epidemia de dengue hemorrdgico ocorrida em Manila (Filipinas) na regido Sudeste do
continente Asiatico, em 1956. A partir destas descobertas, considerou-se que o complexo
virus do dengue ¢é formado por quatro sorotipos antigenicamente distintos (Pontes & Ruffino-
Netto, 1994; Teixeira e col., 1999).

O agente etiolégico do dengue é representado pelos seguintes sorotipos do virus:
Dengue-1 (DEN-1), Dengue-2 (DEN-2), Dengue-3 (DEN-3) e Dengue-4 (DEN-4), todos
causando a mesma sindrome clinica (Pontes & Ruffino-Netto, 1994). Estes sorotipos do virus
sdo fortemente relacionados, mas antigenicamente distintos. A comparacdo entre suas
sequéncias gendmicas revelou em torno de 67 a 75% de homologia na sequéncia de
aminoacidos (Zeng, 1996). Cada um desses sorotipos possui Varias cepas diferentes
difundidas na mesma regido ou em diversas partes do mundo (Pontes & Ruffino-Netto, 1994).

A infeccdo por um dos sorotipos do virus do dengue confere ao individuo uma protecédo
imunolégica completa contra aquele sorotipo, provavelmente pelo resto da vida, mas ndo ha
imunidade cruzada para 0s outros sorotipos, portanto, pessoas que vivem em areas endémicas
podem ser infectadas pelos quatro sorotipos do dengue ao longo de suas vidas (Gubler, 1998).
Outros autores ainda mencionam a possibilidade de imunidade cruzada entre os diferentes
sorotipos, mas de maneira transitoria, com duracdo de aproximadamente 12 semanas (Pontes
& Ruffino-Netto, 1994; Tauil, 2001; Noisakran & Perng, 2008).

Transmissdo do dengue e 0 agente vetor

As primeiras evidéncias do ciclo de transmissdo do dengue foram publicadas por
Bancroft em 1906, levantando a hipdtese de o Aedes aegypti ser o vetor da infeccdo, o que,
logo depois, foi confirmado por Agramonte e outros pesquisadores (Teixeira e cols., 1999).
Com isto, foi possivel estabelecer os elos epidemiologicos envolvidos no ciclo de transmissdo
do dengue, que inclui o homem doente, qualquer dos quatro sorotipos do virus do dengue, 0
mosquito vetor do género Aedes e o homem suscetivel (Pontes & Ruffino-Netto, 1994;
Teixeira e col., 1999).

A transmissdo do dengue ao homem se da pela picada de insetos — fémeas
hematofagas — do género Aedes spp. infectados pelo virus (Rocha & Borges, 2009). Por se
tratar de uma espécie fortemente relacionada com a habitacdo humana, o Aedes aegypti € o
mosquito vetor mais eficiente na transmisséo desta arbovirose. Contudo, surtos de dengue tém

sido atribuidos as espécies A. albopictus, A. polynesiensis e varias espécies do complexo A.



14

scutellaris. Cada uma dessas espécies tem sua distribuicdo geografica particular, embora
sejam vetores epidémicos menos eficientes que o A. aegypti (WHO, 1997).

Nas Américas, o Aedes aegypti € o Unico transmissor desses virus com importancia
epidemioldgica. Esta espécie de mosquito é originaria da Africa subsahariana, e acredita-se
que ela tenha sido introduzida no continente americano durante o periodo da colonizagéo, por
meio das embarcagBes que traziam escravos provenientes daquele continente. Da Africa, 0 A.
aegypti se dispersou para todo o hemisfério ocidental no seculo XVII, para o Mediterraneo no
século XVII1, para a Asia tropical no século XIX e para as llhas do Pacifico no final do século
XIX e inicio do século XX (Teixeira e col., 1999).

Distribui-se amplamente nas regiGes tropicais e subtropicais do globo terrestre,
principalmente entre os paralelos 45° de latitude norte e 35° de latitude sul, ndo se adaptando
bem a grandes altitudes. Trata-se de um mosquito de habitos essencialmente domésticos e
dotado de grande antropofilia, embora existam subespécies com alguma afinidade por
ambientes silvestres. Seu habitat estd intimamente ligado as condi¢es domiciliares e
peridomiciliares a ele ofertadas pelo modo de vida das populagdes humanas. Sua preferéncia
pelos depositos artificiais de agua como locais de oviposicdo (vasos de plantas, pneus de carro
e entulhos em geral) faz com que a concentracdo populacional advinda com a urbanizagéo, ao
lado da larga utilizagdo moderna de recipientes artificiais, sejam fatores determinantes na sua
crescente proliferacdo nos centros urbanos das regides tropicais e subtropicais do planeta.
Vérias outras caracteristicas bioldgicas do Aedes aegypti tém importancia na densidade
populacional desse vetor. Dentre as principais delas estd a influéncia favoravel das
temperaturas mais elevadas e das precipitacdes pluviométricas abundantes. Os ovos
constituem-se na principal forma de resisténcia do Aedes aegypti, eles podem permanecer
viaveis por cerca de um ano em ambiente seco e podem ser transportados por longas
distdncias, grudados nas bordas dos recipientes. Essa é uma das razdes para a dificil
erradicacdo do mosquito (Gadelha & Toda, 1985; Forattini, 2002).

O mosquito Aedes aegypti mede menos de um centimetro, apresenta cor preta e listras
brancas no corpo e nas pernas (Figura 3). A fémea coloca 0s ovos em condi¢des adequadas
para o desenvolvimento das fases imaturas e em 48 horas o embrido se desenvolve. Para
passar da fase do ovo até a fase adulta, o0 Aedes demora em média dez dias e 0 periodo de vida
do mosquito adulto é de poucas semanas, podendo chegar a 45 dias. Os mosquitos acasalam
no primeiro ou no segundo dia ap6s se tornarem adultos. Depois deste acasalamento, as
fémeas passam a se alimentar de sangue, que possui as proteinas necessarias para 0

desenvolvimento dos ovos. Apesar da vida curta, 0 Aedes € voraz: pode picar uma pessoa a
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cada 20 ou 30 minutos (Brasil, 2010). Além disso, ao contrario do que se pensava
anteriormente, o A. aegypti tem a capacidade de fazer ingestdes multiplas de sangue durante
um Unico ciclo gonadotrofico, o que amplia a sua possibilidade de infectar-se e de transmitir

os virus (Teixeira e col., 1999).

'..m_c'{;. &6 i
Figura 3. Aedes aegypti — vetor do dengue (disponivel em:
http://enfermagemparatodos.wordpress.com/2010/03/08/dengue/).

A transmissdo da doenca raramente ocorre em temperaturas abaixo de 16° C, sendo
gue a mais propicia gira em torno de 30° a 32° C. O mosquito costuma picar nas primeiras
horas da manha e nas Ultimas da tarde, evitando o sol forte, mas, mesmo nas horas quentes,
ele pode atacar a sombra, dentro ou fora de casa. Ha suspeitas de que alguns ataquem durante
a noite (Brasil, 2010).

Assim que um individuo susceptivel é picado por um mosquito infectado, o virus
passa por um periodo de incubacéo intrinseco que pode durar até 15 dias, com média variando
entre 4 e 7 dias, ap6s o qual a pessoa comeca a apresentar o inicio dos sintomas agudos. O
periodo de viremia no hospedeiro humano, quando o repasto sangliineo torna o mosquito
infectado, inicia-se um dia antes do aparecimento da febre e pode permanecer até o oitavo dia
da enfermidade. Se outros mosquitos A. aegypti picarem a pessoa doente durante esta fase
febril virémica, o virus passa por um periodo de incubagcdo no mosquito (incubacédo
extrinseca) que varia de 8 a 12 dias, onde se multiplica no intestino do inseto, passando para
as glandulas salivares e a partir do qual os mosquitos se tornam infectantes, assim
permanecendo pelo resto da vida podendo transmitir o virus a outras pessoas ndo infectadas
(Gubler & Rosen, 1976; WHO, 1997; Gubler, 1998; Pontes & Ruffino-Neto, 1994). Uma vez
que o periodo de transmissibilidade ou de viremia é longo, com duracdo de quase oito dias,
isso facilita a disseminag&o do virus pelo mosquito vetor (Gubler, 1998; Tauil, 2001).
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A circulagdo e a perpetuacdo do virus do dengue na natureza se devem ao hospedeiro
humano infectado e ao vetor da enfermidade, especialmente nos grandes centros urbanos onde
a doenca se mantém de forma endemo-epidémica (Pontes & Ruffino-Neto, 1994). Rodhain
(1991) cita os trabalhos de Rudnick e colaboradores, 0s quais sugeririam a existéncia de ciclo
silvestre do dengue entre macacos em florestas tropicais da Malésia e de paises do oeste
africano. Os macacos infectados representariam verdadeiros reservatorios naturais da doenca.
E possivel que a transmissdo vertical transovariana — quando o virus infecta 0 ovo ou o
ovulo — represente outra forma de manutencdo do virus do dengue em algumas situacdes
muito especificas em zonas rurais ou florestas, nos periodos inter-epidémicos ou de auséncia
de chuvas (Henchal & Putnak, 1990; Monath, 1994). O Aedes aegypti pode transmitir
verticalmente o virus do dengue por mais de dez geracdes (Rocha & Borges, 2009). Pelo
exposto acima, fica bem clara a importancia dos insetos na manutencdo, amplificacdo e
propagagdo do virus. Logo, deduz-se que uma das medidas mais relevantes no combate a
dengue esta no controle do vetor.

O A. aegypti foi erradicado do Mediterraneo, na década de 50, e de grande parte das
Américas, nos anos 50 e 60. No entanto, houve reinfestacdo na maioria das areas de onde
havia sido erradicado, sendo que, hoje, este vetor ja é considerado uma espécie
“cosmotropical”, uma vez que sua capacidade de adaptacdo em condi¢Ges consideradas
desfavoraveis esta se ampliando, pois em 1987 foi registrada a sua sobrevivéncia em areas
situadas a 1.200 metros acima do nivel do mar (Teixeira e col., 1999) e formas larvais do

inseto foram encontradas em aguas poluidas (Tauil, 2002).

EPIDEMIOLOGIA DO DENGUE

O registro mais antigo de relatos clinicos e epidemiologicos potencialmente compativeis
com dengue sdo encontrados em uma enciclopédia chinesa datada de 610 d.C. S&o descritos,
também, surtos de uma doenca febril aguda no oeste da India Francesa, em 1635, e no
Panamé, em 1699, que podem ter sido causados pelo virus do dengue. Contudo, os eventos de
melhor documentacdo na literatura, neste periodo anterior a identificacdo dos agentes da
doenca, sdo os da ilha de Java, em Jacarta na Indonésia, e os do Egito, ambos em 1779, além
da epidemia na Filadélfia (EUA) no ano seguinte (Pontes & Ruffino-Neto, 1994; Gubler,
1998; Teixeira e col., 1999). A ocorréncia quase simultanea de surtos da doenga em trés
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continentes indica que este virus e seu mosquito vetor ja estavam amplamente distribuidos na
regido dos tropicos hd mais de 200 anos (Gubler & Clark, 1995).

Durante muito tempo, o dengue foi considerado uma doenca benigna, ndo-fatal. Existem
algumas evidéncias de que no século XIX e primeiras décadas do século XX, quando os
meios de transporte ainda ndo eram tdo rdpidos, um Unico sorotipo do virus persistia
circulando em determinadas regides, por alguns anos, causando surtos epidémicos periodicos,
devido a alteragdes na coorte de susceptiveis. Geralmente, havia longos intervalos (10-40
anos) entre as grandes epidemias, iSSO porque 0 virus e seu vetor sO poderiam ser
transportados entre os centros de populacdo por meio de navios (Gubler & Clark, 1995;
Gubler, 1997).

Esse padrdo mudou drasticamente durante e depois da Il Guerra Mundial que criou as
condicdes ideais para 0 aumento da incidéncia de doencas transmitidas por mosquitos, e foi
nesse cenario que uma pandemia global de dengue comecgou. A disseminacdo do virus e do
vetor foi reforcada apds a guerra pelo rapido crescimento populacional e urbanizacdo sem
planejamentos. As péssimas condicBGes sanitarias das cidades asiaticas e a necessidade de
armazenamento de dgua doméstica favoreceram sobremaneira a reproducdo do A. Aegypti
(Monath, 1994). Além disso, o virus do dengue teve sua propagacdo grandemente facilitada
pelo aumento espetacular da intensidade e velocidade do trafego aéreo e terrestre.
Rapidamente, o virus € transportado de uma cidade a outra, de um pais a outro, de um
continente a outro, no sangue de pessoas portadoras da infec¢do (Gubler, 1997).

Estes fatores levaram ao estabelecimento do dengue na forma hiperendémica no sudeste
asiatico, um padrdo de surtos anuais causado pela co-circulacdo de multiplos sorotipos virais,
e uma crescente frequéncia de infecgbes sequenciais. E nesta configuracdo que ocorreram
surtos de uma febre hemorragica severa que, posteriormente, seria identificada como uma
forma do dengue. A primeira epidemia conhecida de dengue hemorragico ocorreu em Manila,
nas Filipinas, entre 1953 e 1954 (Martizez-Torres, 1990). De acordo com Gubler (1997), esta
forma clinica ja ocorria antes do século XX, pois, desde 1780, ha relatos de uma doenca
hemorragica associada a severas epidemias de dengue. Na Grécia, em 1927-28, por meio de
estudos retrospectivos, identificou-se a ocorréncia de uma grave epidemia de dengue
hemorragico de alta letalidade. A investigacdo de soros de sobreviventes indicou a circulacéo
dos virus DEN-1 e DEN-2 (Halstead, 1980).

O reconhecimento desta nova sindrome foi seguido por uma progressiva disseminagao
de casos semelhantes que envolveu muitas partes da Asia e do Pacifico, com uma média de

30.000 casos anuais. Na década de 1970, apo6s uma auséncia de mais de 25 anos, o0 virus do
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dengue foi reintroduzido nas ilhas do Pacifico, intensificando a atividade epidémica e se
dispersando para a regido das Ameéricas. Atualmente o dengue acomete a cada ano milhares
de pessoas nas regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Américas, Australia e Oceania
(Figura 4). Tem-se observado que novas regides e diversos paises, antes ndo atingidos, vém
apresentando atividade epidémica, com a circulacdo simultdnea ou sucessiva de Vvarios
sorotipos virais, indicando crescente disseminacdo do dengue no mundo (Halstead, 1990;
Rigau-Pérez et al. 1998).

DENGUE

g

C.. - Zonas Endé&micas /

Figura 4. Distribuicdo do dengue no mundo (disponivel em:
http://www.soma.conexaopitagoras.com.br/cf//salaaula/estudosp/biologia/
331_dengue/distribuicao.htm).

Dengue nas Ameéricas

O surgimento do dengue e dengue hemorragico como um grande problema de salde
publica tem sido mais dramatico na regido das Américas. Em um esfor¢o para evitar febre
amarela que também ¢ transmitida por A. aegypti, a Organizacdo Panamericana de Saude
organizou uma campanha que erradicou esta espécie de mosquito da maioria dos paises e sul-
americanos e da América Central na década de 1950 e 1960. Como resultado, a epidemia de
dengue ocorreu apenas esporadicamente em algumas ilhas do Caribe, durante este periodo. O
programa de erradicacdo do Aedes foi interrompido no inicio de 1970, com isso, 0S mosquitos
comecaram a re-infestar os paises de onde haviam sido erradicados. Em 1995, a distribuigéo
geogréfica do A. aegypti ja era similar a sua distribuicdo antes do programa de erradicacdo
(Gubler & Clark, 1995; Gubler, 1997).


http://www.soma.conexaopitagoras.com.br/cf/salaaula/estudosp/biologia/331_dengue/distribuicao.htm
http://www.soma.conexaopitagoras.com.br/cf/salaaula/estudosp/biologia/331_dengue/distribuicao.htm
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Até a década de 70 apenas os sorotipos DEN-2 e DEN-3 tinham circulado na regido
americana. O sorotipo | foi introduzido em 1977 na Jamaica, quando ocorreu uma pandemia
de grandes proporcdes em varios paises das Antilhas, com elevado numero de casos e extensa
area geografica envolvida. O sorotipo DEN-4 foi identificado pela primeira vez em 1981,
causando epidemias nas Antilhas, América Central continental, México e norte da América do
Sul. Contudo, o acontecimento epidemioldgico mais relevante na historia do dengue nas
Ameéricas foi a ocorréncia do primeiro processo epidémico de dengue hemorragico e sindrome
de choque do dengue em Cuba, no ano de 1981, quando foram notificados 344.203 casos,
com 116.143 hospitalizagdes. Dentre os 10.312 casos considerados graves, 158 resultaram em
Obitos e, destes, 101 foram em criangas. O virus DEN-2 ¢é associado a esta epidemia, que foi
precedida por outra, causada pelo virus DEN-1, em 1977 (Kouri, 1987; Pinheiro, 1989).
Finalmente, foram observadas epidemias de FHD/SCD na Venezuela em 1989-90 (WHO,
1990) e no Brasil, em 1990-91 (Nogueira et al., 2007).

Nas Gltimas duas décadas, a incidéncia de dengue nas Américas tem apresentado uma
tendéncia ascendente, com mais de 30 paises informando casos da doenca. Os picos
epidémicos tém sido cada vez maiores, em periodos que se repetem a cada 3-5 anos, quase de
maneira regular. Entre 2001 e 2005, foram notificados 2.879.926 casos de dengue na regido,
sendo 65.235 de dengue hemorragica, com 789 6bitos. As maiores incidéncias nesse periodo
foram reportadas pelo Brasil, Coldmbia, Venezuela, Costa Rica e Honduras (82% do total)
(Brasil, 2009).

Dengue no Brasil

Os primeiros casos de dengue no Brasil foram relatados, baseados em critérios
clinicos, em Niterdi, Rio de Janeiro, em 1923 (Teixeira e col., 1999). Durante quase 60 anos,
de 1923 a 1982, o Brasil ndo apresentou registro de casos de dengue em seu territdrio. E
possivel que a doenca tenha passado despercebida, mas o fato é que nesse periodo a luta
contra 0 mosquito foi intensa, particularmente com a finalidade de eliminar a forma urbana da
febre amarela, também transmitida por este inseto. Nas décadas de 1950 e 1960, o Brasil e
mais 17 paises das Américas conseguiram elimina-lo de seus territorios. Porém, a partir de
uns poucos paises que ndo obtiveram o mesmo éxito, o Brasil enfrentou centenas de re-
infestacdes, sendo que nos anos de 1976-77, foi detectada uma infestacdo que ndo pode ser

eliminada (Tauil, 2002). Assim, o alto nivel de atividade do virus do dengue no continente
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americano e a reinfestacdo do Brasil pelo vetor A. aegypti em 1977 contribuiram para a
reintroducéo do virus no pais na década de 1980 (Nogueira et al., 2007).

A primeira epidemia de dengue com confirmacéo laboratorial aconteceu em 1982, na
cidade de Boa Vista, capital do Estado de Roraima (regido norte da Amazonia Brasileira), na
qual foram isolados os sorotipos DEN-1 e o0 DEN-4. Estes agentes estavam circulando em
diversos paises do Caribe e no norte da América do Sul e sua introdugdo, possivelmente, se
deu por via terrestre, pela fronteira da Venezuela. Este surto foi contido por medidas de
controle vetorial local e com isso, ndo foram registrados novos eventos relacionados ao
dengue durante os préximos quatro anos no Brasil (Osanai, 1998). Entdo, no ano de 1986,
acontece uma nova epidemia de dengue, agora em uma regido de grande concentracdo
populacional, com graves problemas de infra-estrutura urbana, localizada no eixo de maior
concentracdo de atividades econdmicas e de fluxo populacional (tanto migratério como
turistico) do pais, a regido metropolitana do Rio de Janeiro. Iniciada em abril de 1986,
somente apresentou reducdo dos niveis de incidéncia a partir de julho de 1987, tendo sido
isolado naquela ocasido, o sorotipo DEN-1 (Schatzmayr et al., 1986; Nogueira et al., 1988).

A partir deste episddio, as infeccGes por dengue tornaram-se um problema de salde
publica de ambito nacional, com a disseminacdo do mesmo sorotipo viral para diversos
Estados brasileiros, como Alagoas, Ceara, Pernambuco, Sdo Paulo, Bahia e Minas Gerais
(Pontes & Ruffino-Neto, 1994). Desde entdo, a doenga vem ocorrendo no Brasil de forma
continuada, intercalando-se com a ocorréncia de epidemias, geralmente associadas com a
introducdo de novos sorotipos em areas anteriormente indenes ou alteracdo do sorotipo
predominante (Brasil, 2009).

Merece referéncia especial pelo seu significado epidemioldgico, o isolamento em
1990, pela primeira vez no Brasil, do sorotipo DEN-2, também no Estado do Rio de Janeiro.
A introducdo desse sorotipo provocou a primeira epidemia de dengue hemorragico no pais,
em 1990-91 (Nogueira et al., 2007), com 462 casos confirmados e oito Obitos. Nos anos
subsequentes, a circulacdo viral (DEN- 1 e DEN-2) se expande rapidamente para outras areas
do territdrio brasileiro (Teixeira e col., 1999).

Entre os anos de 1990 e 2000, varias epidemias foram registradas, sobretudo nos
grandes centros urbanos das regides Sudeste e Nordeste do Brasil, responsaveis pela maior
parte dos casos notificados. As regides Centro-Oeste e Norte foram acometidas mais
tardiamente, com epidemias registradas a partir da segunda metade da década de 90 (Brasil,
2009).
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A circulagdo do sorotipo DEN-3 foi identificada, pela primeira vez, em dezembro de
2000, novamente no Estado do Rio de Janeiro e, posteriormente, no Estado de Roraima, em
novembro de 2001. Em 2002, foi observada a maior incidéncia da doenca, quando foram
confirmados cerca de 697.000 casos, refletindo a introducdo deste sorotipo viral. Essa
epidemia levou a uma rapida dispersdo do DENV-3 para outros estados, sendo que, em 2004,
23 dos 27 estados do pais j& apresentavam a circulacdo simultanea dos sorotipos DEN-1,
DEN-2 e DEN-3 do virus do dengue (Nogueira et al., 2007).

Em 2007, o estado do Parana registrou uma das maiores taxas de incidéncia da doenca
no pais. Conforme informagBes dos municipios e regionais de salde deste estado, foram
notificados aproximadamente 50.000 casos suspeitos de dengue, dos quais foram confirmados
mais de 25.000 casos autoctones (casos cuja infeccdo aconteceu dentro do estado), sendo
Maringa um dos municipios mais afetados, com quase 6.000 casos confirmados (Parand,
2008). No ano seguinte, foram notificados 585.769 casos em todo o pais e novas epidemias
causadas pelo sorotipo DEN-2 ocorreram em diversos estados, marcando o pior cenario da
doenca no Brasil, em relacdo ao total de internacdes e 6bitos até 0 momento (Brasil, 2009).

Durante o primeiro semestre de 2010 ja foram notificados no Sistema Nacional de
Agravos de Notificacdo-SINAN, 942.153 casos suspeitos de dengue. Desse total, 482.284
(51,2%) foram confirmados e 306.771 (32,6%) permanecem em investigacdo. Os estados com
maior incidéncia da doenca durante esse periodo foram o Acre, Mato Grosso do Sul, Goias,
Rondoénia, Roraima, Mato Grosso, S&o Paulo e Minas Gerais, concentrando 75% dos casos. O
nimero de casos de dengue registrados nesse primeiro semestre revelou que 20 das 27
unidades federadas apresentaram aumento no total de casos quando comparados a0 mesmo
periodo de 2009. Nessa comparacdo, a variacao total para o Brasil foi de 158,7% (Brasil,
2010). As altas temperaturas, grande volume de chuvas e o retorno do sorotipo 1 do virus
explicam parte desta epidemia. Com isso, pode-se constatar que nos ultimos 20 anos, o pais
enfrentou quatro grandes epidemias: 1998 (sorotipo 1), 2002 (sorotipo 3), 2008 (sorotipo 2), e
a mais recente neste ano de 2010 (sorotipo 1), todas associadas & mudanca do sorotipo viral
predominante.

O dengue encontra-se hoje presente em todas as Unidades da Federacdo, distribuida por
quase 4.000 municipios, sendo responsavel por cerca de 60% das notificacdes nas Américas
(Camara, 2007). O quadro epidemioldgico atual caracteriza-se pela ampla distribuicdo do
Aedes aegypti em todas as regides, com uma complexa dindmica de dispersdo do virus,
circulacdo simultdnea de trés sorotipos virais (DEN-1, DEN-2 e DEN-3) e grande

preocupacdo com a reintroducédo do sorotipo DEN-4 que esteve ausente no pais por 29 anos e
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para o qual a maioria da populagdo ndo possui imunidade, podendo ocasionar uma grande
epidemia da doenca nos proximos anos. Na auséncia de uma vacina eficaz, o controle da
transmissdo do virus requer o esforco conjunto de toda a sociedade no combate ao mosquito

vetor.

MANIFESTACOES CLINICAS

O virus do dengue pode causar infeccBes na forma assintomatica, representando a
maioria dos casos, ou pode resultar em um amplo espectro de sintomas clinicos, que véo
desde uma leve sindrome gripal (Febre do Dengue [DF] ou dengue classico) até as formas
mais graves da doenca, que sdo caracterizadas por coagulopatia e aumento da permeabilidade
e fragilidade vascular (Febre Hemorrdgica do Dengue [FHD]). Este ultimo quadro de
sintomas pode evoluir para choque hipovolémico (Sindrome de Choque do Dengue [SCD]) e
levar o paciente a ébito (Martina et al., 2009). A infeccdo por qualquer um dos quatro
sorotipos causa uma sindrome clinica similar que pode variar em grau de gravidade,
dependendo de uma série de fatores de risco relacionados as caracteristicas da cepa viral e
fatores individuais do hospedeiro (Gubler, 1998). O periodo de incubacdo da doenca costuma
ser de 4 a 7 dias embora possa variar de 2 a 15 dias (Rocha & Borges, 2009). Os casos tipicos
da doenca podem ser agrupados em duas categorias principais: febre do dengue ou dengue

classico e febre hemorragica do dengue/sindrome de choque do dengue.

Dengue classico

A febre do dengue se manifesta como uma doenca incapacitante em criangas maiores,
adolescentes e adultos. Caracteriza-se pelo inicio subito de febre alta em combinagdo com
uma variedade de sintomas, incluindo cefaléia intensa, dor retro-orbital, dores no corpo e nas
articulagdes, nauseas e vomitos, fraqueza e desconforto gastrointestinal. A constipacao
intestinal € relatada ocasionalmente, diarréia e sintomas respiratérios sdo frequentemente
relatados e podem ser devido a infec¢bes simultaneas. Apos 3 ou 4 dias de doenca e com 0
término da febre, pode ocorrer exantema maculopapular, frequentemente pruriginoso, que
assume aspecto escarlatiniforme nas areas de confluéncia. Posteriormente, a medida que o
exantema vai desaparecendo ou descamando, podem surgir fenémenos hemorragicos leves —

petéquias e pdrpura sdo 0s mais comuns, juntamente com sangramento gengival, epistaxe e
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em alguns casos hemorragia gastrointestinal — ocorrendo nova elevacao da temperatura, com
recrudescéncia dos sintomas, 0 que caracteriza o padrdo bifasico da doenca (Gubler, 1998;
Rocha & Borges, 2009).

No exame fisico, chamam a atencdo a prostracdo, a astenia e a adinamia do paciente.
O hemograma mostra leucopenia e neutropenia na fase inicial, seguida por uma linfocitose,
muitas vezes marcada por linfdcitos atipicos. Trombocitopenia ocasionalmente pode ser
observada no dengue classico especialmente naqueles com manifestacdes hemorragicas. As
enzimas hepaticas podem estar discretamente elevadas (Rocha & Borges, 2009).

Esta forma da doenca é geralmente auto-limitada e raramente é fatal. A fase aguda dura
em média 6 ou 7 dias, mas o periodo de convalescenga pode ser prolongado por semanas,
podendo persistir a astenia e a depressdo (Gubler, 1998).

Quanto ao diagnostico, a confirmacdo laboratorial dos casos suspeitos é feita por
métodos viroldgicos e soroldgicos. Os métodos virolégicos, que identificam o sorotipo viral,
devem ser realizados durante o periodo de viremia e compreendem o isolamento viral e a
deteccdo de antigenos virais e/ou &cido nucléico viral no sangue, soro ou fragmento de 6rgéo,
sendo realizado por meio de cultura de células e tecnologias de PCR (RT-PCR) e hibridacéo
molecular. Os testes soroldgicos tém como objetivo detectar a presenca de anticorpos
especificos contra o virus no sangue periférico. O teste imunoenzimatico de captura de IgM
(MAC-ELISA) é altamente especifico, demonstrando a infeccdo recente ou ativa, pois
anticorpos da classe IgM sdo detectaveis a partir do sexto dia de doenca e perduram por até 90
dias. Ja os anticorpos IgG sdo menos especificos, sendo produzidos tanto na infec¢do primaria
quanto na secundaria. Porém, seus niveis sdo mais altos na secundaria, quando inclusive
podem ser detectados nos primeiros dias de doenca, persistindo por varios anos apés a
infeccdo (Rocha & Borges, 2009).

Nao existe medicamento eficaz contra o virus do dengue. Assim, nos casos de dengue
classico, deve-se proceder ao tratamento sintomatico, ambulatorial, com recomendacdes de
repouso e hidratacdo oral. Para o controle da febre e da dor devem ser utilizados analgésicos,
antitérmicos, preferencialmente a base de paracetamol, mas nos casos de pouca resposta
terapéutica podem ser usados dipirona, tramadal e até morfina. Salicilatos sdo contra-
indicados devido ao risco de potencializar a tendéncia hemorragica do dengue. Além disso, €
importante a orientacdo para reconhecer os sinais de alarme que podem preceder os quadros
de dengue hemorragico, como dor abdominal, vomitos persistentes e sangramentos (Branco,
2003; Rocha & Borges, 2009) .
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Febre hemorragica do dengue e Sindrome de choque do dengue

Trata-se das formas mais graves do dengue que acomete principalmente criancas,
embora no Brasil ocorra com mais frequéncia em adultos de todas as idades. A febre
hemorréagica do dengue se distingue da febre do dengue ndo por fenbmenos hemorrégicos
como sugere o nome, mas pelo aumento da permeabilidade vascular com extravasamento
plasmatico podendo evoluir insidiosa ou rapidamente para a sindrome de choque do dengue.
Os sintomas iniciais sdo idénticos aos que ocorrem no dengue classico, porém no segundo ou
terceiro dia de doenca surgem os fendbmenos hemorrégicos, inicialmente leves, com a
presenca de petéquias na face, nas axilas e extremidades. A prova do lagco (torniquete) é
positiva (indicando aumento da fragilidade capilar) e podem surgir hemorragias mais
significativas em superficies mucosas, no trato digestivo e nos locais de puncdo venosa. Em
alguns pacientes, grandes lesfes equimdticas desenvolvem-se no tronco e extremidades
(Rocha & Borges, 2009).

O exame fisico revela hepatomegalia discreta e dolorosa e, eventualmente,
esplenomegalia. Prova do torniquete positiva, trombocitopenia (nimero de plaquetas igual ou
menor que 100.000/mm®) e hemoconcentracéo (aumento de 20% ou mais no hematdcrito) sio
achados laboratoriais caracteristicos dos quadros de FHD/SCD (Pontes & Ruffino-Netto,
1994).

O periodo critico ocorre entre 3 e 7 dias de doenca, quando concomitantemente ao
desaparecimento da febre podem surgir as manifestacbes hemorragicas espontaneas ou
provocadas, e derrames cavitarios, seguidos de instabilidade hemodindmica e choque (Rigau-
Pérez et al., 1998; Halstead, 2007). Um terco dos pacientes com FHD pode evoluir para o
quadro de choque e o risco de desenvolver chogue nas primeiras 24 horas apés o término da
febre € de 4 a 5 vezes maior que durante o periodo febril (Rocha & Borges, 2009).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) preconiza uma série de critérios
clinico/laboratoriais para o diagndstico da FHD/SCD, e, tomando por base esses critérios,
estabelece diferentes estagios de gravidade que corresponderiam a graus evolutivos da doenca
— dengue hemorragico grau I, II, 11l e IVV. DH graus | e Il representam casos relativamente
simples, sem choques, enquanto que Grau Ill e IV sdo casos mais graves e acompanhados de
choque (Pontes & Ruffino-Netto, 1994; Martina et al., 2009).

A FHD pode ou ndo se associar a sindrome de choque do dengue. O choque nessa
situacdo é consequéncia do grande aumento da permeabilidade vascular com extravasamento

de plasma. Em alguns casos a SCD ocorre antes ou mesmo sem a instalacdo dos fenémenos
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hemorréagicos. Consideram-se como sinais e sintomas preditores de SCD a dor abdominal
continua, vémitos persistentes, hepatomegalia dolorosa, presenca de derrames cavitérios,
sangramentos importantes e elevagdo subita do hematocrito (> 20% no periodo de 24 horas).
A insuficiéncia circulatoria manifesta-se pela presenca de agitacdo ou letargia, taquicardia,
pulso rapido e fraco (< 20mmHg) ou hipotensdo arterial, com pele fria e pegajosa, além de
sudorese profusa, caracterizando a fase inicial de choque (grau Ill). Nesta situacdo, Se 0s
pacientes ndo recebem tratamento rapido e adequado, um quadro grave de choque profundo
pode se instalar, no qual ocorre auséncia de pulso e a pressao arterial torna-se indetectavel
(grau 1V). Podem instalar-se acidose metabdlica e coagulagdo intravascular disseminada. Se o
tratamento ndo for iniciado prontamente o 6bito ocorre em 4 a 6 horas. Entretanto, quando o
choque é superado, a recuperacao do paciente ocorre em 2 a 3 dias (WHO, 1997; Serufo et al.,
2000; Martina et al., 2009).

Nos casos de FHD/SCD o diagnostico laboratorial é feito atraveés de uma série de
exames. S8o necessarios hemograma, gasometria, ionograma, funcao renal, funcdo hepatica e
coagulograma. Além disso, os derrames abdominais, pericardicos e pleurais acima de 600ml
podem ser evidenciados nos raios X. A ultra-sonografia abdominal também tem ajudado a
detectar essas alteragfes, mais precocemente (Branco, 2003; Rocha & Borges, 2009).

Com relagdo ao tratamento, pacientes com sinais e sintomas de dengue grave,
especialmente nauseas, vomitos, diarréia e sangramentos devem ser tratados em hospitais,
uma vez que poderdo ser necessarias internacdo em unidades de tratamento intensivo e
hemotransfusdes. A saida de fluidos do leito vascular para os espacos intersticiais e cavidades
serosas resulta na diminuicdo do volume plasmatico, e ndo havendo reposicdo imediata desse
volume ocorrera evolugéo para o choque. Por isso, ndo se deve esperar a internagdo hospitalar
para iniciar o tratamento, a hidratacdo venosa deve ser iniciada de imediato (Rocha & Borges,
2009). Vale a pena ressaltar que alcancar sucesso no tratamento do dengue depende néo so da
atencdo medica, mas também da organizacéo dos servicos de saude.

Ha na literatura uma controvérsia a respeito dos mecanismos patogénicos que
determinariam a evolugdo do dengue na direcdo da forma cléssica ou da sindrome
hemorragica/choque. Estes mecanismos ainda ndo foram completamente elucidados e por
isso, muitas hipoteses tém sido propostas. Estudos epidemiologicos tém mostrado que a
maioria dos casos de FHD/SCD ocorre ap0s segunda infeccdo por sorotipo viral diferente da
primeira infeccdo, especialmente se houver intervalo menor que cinco anos entre os dois
episodios da doenca (Rocha & Borges, 2009). Assim, infec¢des sequenciais de dengue foram

muito bem definidas como importantes fatores de risco para as formas graves da doenca
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(Sangkawibha et al., 1984; Thein et al., 1997). Contudo, manifesta¢cdes de FHD pode ocorrer
em infeccOes primarias, e além disso, a maioria das infecgdes secundarias ndo resultam em

casos graves de dengue, indicando a importancia de outros fatores na evolugdo desta virose.

PATOGENIA E RESPOSTA IMUNE

Apés a inoculacdo do virus do dengue pela picada do mosquito, durante dois a trés
dias, os virus multiplicam-se nos linfonodos locais e a seguir, disseminam-se por todos 0s
tecidos por via hematogénica. A viremia dura em média cinco dias e tem a febre como
correspondente clinico. O virus tem grande tropismo pelo tecido muscular, instalando-se nas
células musculares estriadas, lisas e em fibroblastos, onde se multiplica, causando mialgia,
muitas vezes acompanhadas de elevacdo dos niveis séricos de creatinofosfoquinase. O
comprometimento do musculo oculomotor € responsavel pela dor retrocular (Rocha &
Borges, 2009). Os virus podem circular livres, no plasma ou no interior de
monaocitos/macrofagos. Essas células fagocitarias representam grandes sitios de replicacéo
viral. Os sintomas gripais e 0 mal-estar geral provavelmente refletem a resposta imunocelular,
com niveis séricos elevados de citocinas e de fatores da inflamacéao liberados por macréfagos
ao interagirem com linfocitos T (LT) auxiliares ativados. Observam-se altos teores séricos de
interleucina-2 (IL-2), interferon-y (IFN-y), interferon-a (IFN-a) que se mantém elevado até a
convalescenga, fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-13 (IL-1B) e o fator de
ativacdo de plaquetas (PAF) (Figueiredo, 1999). O comprometimento da medula 6ssea que se
traduz pelas citopenias periféricas e pelas dores musculoesqueléticas, inclusive a dor lombar,
também, relacionam-se aos altos teores de citocinas macrofagicas (Kurane & Ennis, 1992). O
exantema encontra correspondéncia em uma vasculite dérmica (Rocha & Borges, 2009).

Acredita-se que existam duas formas opostas de resposta imune ao dengue. A primeira
controla a infeccdo e promove a recuperacdo do individuo. A segunda relaciona-se a
imunopatologia do dengue hemorragico.

A febre do dengue, nas formas indiferenciada e classica € auto-limitada e o
desaparecimento da doenga coincide com o aparecimento de vigorosa resposta imune. Os
anticorpos, principalmente os que se ligam a epitopos da proteina E, promovem lise do
envelope ou bloqueio de seus receptores com conseqiiente neutralizacdo viral. A proteina E é
fundamental para a ligacdo viral ao receptor de membrana e possui 0s mais importantes

dominios antigénicos desses microorganismos. Anticorpos, produzidos contra NSI,
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promovem lise viral fixando o complemento. Tais anticorpos atuam como mediadores de
fendmenos de citotoxidade por linfocitos, atraves de seus receptores para a porgdo Fc de
imunoglobulinas. A NS3 também possui capacidade imunogénica. A presenca de NS3
estimula a destruicdo das células infectadas por LT citotoxicos. LT auxiliares e citotdxicos de
pacientes com dengue apresentam capacidade de reconhecer epitopos de E, NS1 e NS3
(Kurane & Ennis, 1992; Barbosa, 1996; Henchal et al., 1998).

Nos pacientes com dengue, a resposta humoral, produzida por plasmdcitos resultantes
da ativacdo de linfécitos B costuma ser vigorosa. Os anticorpos IgM especificos sdo
detectaveis a partir do quarto dia, ap6s o inicio dos sintomas, atingindo 0s niveis mais
elevados por volta do sétimo ou oitavo dia e declinando lentamente, passando a ndo ser
detectaveis apos alguns meses. As 1gG especificas sdo observadas, em niveis baixos, a partir
do quarto dia ap6s o inicio dos sintomas, elevam-se gradualmente, atingindo altos teores em
duas semanas e mantém-se detectaveis por varios anos, conferindo imunidade contra o tipo
infectante, provavelmente, por toda a vida. Infecgdes por dengue, em individuos que ja
tiveram contato com outros sorotipos do virus ou, mesmo, outros Flavivirus (como 0s
vacinados contra a febre amarela), podem alterar o perfil da resposta imune, que passa a ser
do tipo anamnéstico ou de infeccdo secundaria (reinfeccdo), com baixa producdo de IgM e
liberacdo intensa e precoce de IgG (Figueiredo, 1989).

A resposta imune celular citotéxica mediada por LT ocorre sob estimulo das proteinas
NS1, NS3 e E dos virus do dengue (Chambers et al., 1990) . Linfocitos T auxiliares (CDA4)
atuam na presenca das células infectadas com dengue que expressam na superficie receptores
HLA de classe Il, produzindo IFN-y, IL-2 e o fator estimulador de colénias de macréfagos e
granuldcitos. Os linfocitos T citotoxicos (CD8) agridem diretamente as células infectadas pelo
virus do dengue, que expressam receptores HLA de classe I, provocando a lise celular.
Portanto, as células T participam ativamente na resposta imune, reduzindo o nimero de
celulas infectadas com o virus, e conferindo protecéo contra reinfeccdo (Figueiredo, 1999).

A segunda forma de resposta imune aos virus do dengue é paradoxal, ou seja,
prejudica o hospedeiro infectado e € responsavel pela imunopatologia do dengue
hemorragico/sindrome de choque do dengue (Figueiredo, 1999).

Halstead propds, em 1970, uma teoria para tentar explicar a imunopatogénese da
FHD/SCD, chamada Teoria das Infeccdes Sequenciais. Esta teoria propfe que a primeira
infeccdo causada por um sorotipo do virus gera o aparecimento de anticorpos neutralizantes
capazes de reagéo cruzada com outros sorotipos. Assim, quando ocorre uma segunda infecgédo

por um sorotipo heterélogo, aumenta-se o risco de desenvolver as formas graves da doenca.
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Os anticorpos heterdlogos preexistentes reconhecem o segundo sorotipo viral, formando com
ele, imunocomplexos que se acoplam a receptores Fc presentes na membrana celular de
macrofagos, invadindo estas células. Como os anticorpos sdo heterdlogos, o virus nao é
neutralizado, passando entdo a replicar-se livremente no meio intracelular. Este fenbmeno é
conhecido como “exacerbagdo mediada por anticorpos” (Antibody-Dependent Enhacement -
ADE), pois as imunoglobulinas facilitam a entrada do virus nas células mononucleadas que
sdo ativadas, passando a produzir citocinas e mediadores da inflamagdo, como TNF-a, IL-1,
IL-2, IL-6 e fator ativador de plaguetas que causam aumento da permeabilidade vascular, com
a consequente efusdo de plasma para o espaco extra-vascular, levando a hipovolemia e ao
choque (Rhotman & Ennis, 1999; Martina et al., 2009).

A infeccdo viral macica dos macréfagos induz ativacdo de linfécitos T auxiliares, a qual
também resulta na producéo de diversas citocinas (INF-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10)
e linfotoxinas. A cascata do complemento € ativada, e as fracfes C3a e C5a parecem ter papel
relevante no processo. Desta forma, o virus desencadeia uma complexa inducdo de citocinas e
de outros mediadores quimicos que atuam sinergicamente no aumento da permeabilidade
vascular, consequente a disfuncdo endotelial, e no consumo dos fatores de coagulacdo que
geram coagulacdo intravascular disseminada, resultando nos quadros hemorréagicos (Ferreira
& Rocha, 2006).

Os mecanismos imunoldgicos envolvidos na evolucdo da infeccdo pelo virus do
dengue aos quadros de FHD/SCD, sem davida, ndo operam sozinhos. Dados de epidemiologia
molecular fornecem uma evidéncia crescente de que as diferencas entre as cepas virais sao
importantes na determinacdo da incidéncia global do dengue hemorragico (Rhotman & Ennis,
1999). Foi sugerido que diferengas estruturais nas cepas virais levam a diferengas na
capacidade de infectar diferentes tipos celulares e causar a doenca em suas formas mais
severas (Whitehorn & Farrar, 2010).

Rosen (1986) considera que a evolugédo desfavoravel resultaria da infeccdo por cepas
mais virulentas do virus do dengue. Tais cepas teriam origem em circunstancias de
hiperendemicidade e circulagdo concomitante de mdaltiplos sorotipos virais, de mutacGes
génicas decorrentes de sucessivas replicacbes em hospedeiros filogeneticamente tdo distintos
como o homem e o artropode vetor (ou mesmo, em reservatorios silvestres residuais,
representados por macacos). Outra possibilidade seria a ocorréncia de recombinagdo génica,
resultante de infecgdes simultaneas por sorotipos virais diferentes, tanto no hospedeiro

humano como no vetor. Segundo esta hipdtese, ndo seria necessaria a infecgdo prévia para



29

desenvolver o DH/SCD, como mostra os exemplos de casos isolados e epidemias de dengue
hemorréagico em populagdes primoinfectadas (Pontes & Ruffino-Netto, 1994).

Contudo, dado que apenas uma pequena percentagem de doentes infectados com
dengue evoluem para os casos graves da doenca, é evidente que os fatores do hospedeiro
desempenham um importante papel a na patogénese do dengue. Muitas das caracteristicas
clinicas da infecgdo por dengue se devem a resposta imune do paciente (Whitehorn & Farrar,
2010) que é extremamente variavel entre os individuos.

A patogénese do dengue é complexa e multifatorial. Nenhuma hipétese isoladamente é
suficiente para explicar o desenvolvimento da doenca grave. E a interacdo entre fatores virais
e fatores geneticamente determinados do hospedeiro que véo interferir na evolucdo da doenca

em cada individuo.

FATORES DO HOSPEDEIRO E SUA INFLUENCIA NO DENGUE

A interacdo entre o vetor, o virus e o hospedeiro em um adequado ecossistema e
contexto epidemiolégico pode determinar a incidéncia e a gravidade das infeccbes por
dengue.

Entre os fatores individuais de risco para a ocorréncia das formas graves do dengue
estdo: género feminino, raca branca, estado nutricional, presenca de anticorpos contra dengue
de infeccdo anterior, intensidade da resposta imunoldgica e a co-existéncia de doencas
crénicas como diabetes melitus, asma bronquica, doencas do tecido conjuntivo e hipertensdo
arterial (Rocha & Borges, 2009). Além disso, fatores genéticos do hospedeiro parecem ter
importancia na manifestagdo da doenca, pois mesmo em areas endémicas somente uma
pequena proporcao de pessoas desenvolve os sintomas clinicos da virose ou evoluem para as
formas mais graves.

No evento “Dia D contra a Dengue” realizado em 31 de mar¢o de 2008 na UFRJ
(Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil) o professor Malouri Cabral, do Instituto de
Microbiologia da UFRJ, afirmou que o dengue é uma doenga de cunho genético. Segundo
palavras dele: “s6 tem dengue quem pode”. Muitos individuos podem ser picados a vida
inteira pelo vetor transmissor do virus, mas nunca desenvolverdo a doenca. O professor ainda
comentou que existem estimativas de que a cada dez pessoas picadas, apenas uma ou duas
desenvolvem a enfermidade (Carvalho, 2008), evidenciando a interferéncia de caracteristicas

individuais na predisposicéo a infeccao.
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Nesse sentido, muitos fatores genéticos tém sido estudados, buscando seu envolvimento
no curso das infec¢bes pelo virus do dengue, além de outras doengas, pois um maior
entendimento sobre a contribuicdo destes fatores no desenvolvimento da doenca poderia
ajudar a definir mais claramente as populacGes de risco. Os pesquisadores ja identificaram
uma série de genes que podem predispor ou proteger um individuo de desenvolver FHD/SCD.
A maioria dessas pesquisas envolve os genes que codificam moléculas HLA (do inglés,
Human Leucocyte Antigen) e genes polimdrficos ndo-HLA, como genes reguladores de
citocinas.

A presenca de certos alelos em regifes reguladoras de citocinas tem mostrado
associacdo no curso de infeccGes virais (Ribeiro et al., 2007) e micobacterianas (Franceschi et
al., 2009). Fernandez-Mestre et al. (2004) sugeriram a presenca do alelo -308 A para 0 gene
TNF como possivel fator de risco para as manifestacbes hemorragicas em pacientes com
dengue. Esse mesmo tipo de associacdo foi observado estudando polimorfismos no gene do
receptor da vitamina D (VDR) e no gene da lectina de ligacdo a manose (MBL) (Acioli-
Santos et al., 2008). O genétipo IL6™"*GC se apresentou como um marcador de resisténcia ao
dengue classico em uma populacdo do Norte do Parana (Moreira et al., 2008).

Muitos estudos tém investigado se genes de resisténcia ou susceptibidade as doencas
pertecem ao complexo génico HLA, que codifica moléculas HLA de classe | e Il, as quais
participam efetivamente na inducdo da resposta imune promovendo a interacdo entre epitopos
de um dado patdgeno e o repertorio de células T (linfocitos T CD4 e CD8) do hospedeiro.
Desta forma, as respostas geradas para um mesmo antigeno se diferenciam entre 0s
individuos, dependendo das moléculas HLA que estdo sendo expressas em suas células.

As moléculas HLA sdo codificadas por genes do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (CPH). A identificacio do CPH humano ocorreu na década de 50,
guando pesquisadores descobriram que alguns anticorpos, presentes no soro de individuos
politransfundidos, eram reativos a antigenos presentes em leucocitos. Estudos genéticos
relacionados a esses aloantigenos, permitiram a identificaco de varios locos génicos
polimérficos e polialélicos situados em uma regido do brago curto do cromossomo 6, na
banda 6p21.31 (Figura 5). Estes genes codificam aloantigenos expressos na superficie de
leucdcitos, e na espécie humana receberam a designacdo HLA (Bell, 1989; Christansen et al.,
1994; Abbas et al., 2003).

Os genes do CPH humano estéo reunidos em trés grupos, denominados genes de classe
I, 11 e Ill. Os genes de classe | codificam as moléculas classicas de histocompatibilidade
HLA-A, B e C, os de classe Il as moléculas classicas HLA-DR, DQ e DP. Os genes de classe
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I1l, embora estejam incluidos dentro do CPH, ndo codificam moléculas de
histocompatibilidade, e sim outras moléculas, algumas delas fazendo parte do sistema imune
outras nao (Fernandes et al., 2003).
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Figura 5. Estrutura génica do Complexo Principal de Histocompatibilidade humano
(Fernandes et al., 2003).

O CPH é o conjunto de genes mais polimorfico entre os mamiferos. E possivel que o
polimorfismo exista para garantir a sobrevivéncia das espécies, sendo que a heranca de um
hapldtipo materno e paterno em co-dominéncia faz com que cada individuo possa expressar
em suas celulas diferentes moléculas HLA, o que confere a vantagem de apresentar mais
peptideos antigénicos as células T, podendo assim, combater um numero maior de infecces.
Quanto maior o polimorfismo HLA em uma populacdo, maior sera a possibilidade de herdar
hapl6tipos diferentes e, portanto, ser heterozigoto para todos os locos (Turner, 2004).

A susceptibilidade a doencas infecciosas pode acontecer devido a falhas em alguns
estagios da resposta imunoldgica. As moléculas HLA especificas de individuo podem
provocar uma ligacéo inadequada ao peptideo ou o complexo HLA-peptideo pode gerar uma
resposta ineficaz de linfocitos, levando a uma baixa resisténcia do individuo a invaséo do
agente infeccioso (Klein, 2000). Por outro lado, pacientes cujas moléculas HLA conferem
protecdo contra uma determinada doenca, possuem genes que provavelmente estimulam a
multiplicacdo de linfocitos T que eliminam o agente invasor através da producdo de citocinas
inflamatdrias, ou destruindo diretamente as celulas infectadas (Mack et al., 1999).

A importancia do sistema HLA na susceptibilidade a doencas ja esta bem determinada.
Moléculas HLA de classe I e Il tém sido associadas a mais de 100 doencas, principalmente as
de natureza infecciosa (Thio et al., 2002; Paranjape, 2005) e auto-imune (Fernandes et al.,

2003), sendo que um ou mais alelos encontram-se aumentados ou diminuidos em pacientes
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em relacdo a um grupo controle, formado por individuos saudaveis (Shiina, 2004; Alves,
2005).

Com relacdo a doencas causadas por virus, o alelo HLA-B*35 foi associado a
progressdo da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Enquanto os alelos HLA-
B*27, B*57, B*14 e C*04 foram identificados como fatores de protecéo a infeccéo pelo HIV
(Gao, 2001; Paranjape, 2005). Outros estudos revelaram que os varios estagios da evolucao da
hepatite C podem estar associados com determinados alelos HLA (Kryczka, 2001; Thio et al.,
2002; McKiernan et al., 2004).

No caso da influéncia exercida pelos genes HLA na infeccdo pelo virus do dengue,
resultados relevantes também j& foram observados. Nishimura et al. (1991) sugeriram um
papel imunossupressor de HLA-DQ1 na resposta imune ao virus do dengue, enquanto LaFleur
et al. (2002) sugeriram que HLA-DRB1*04 poderia ser um fator protetor contra o dengue
hemorragico. No Brasil, em um estudo realizado na regido Norte/Nordeste do Parana, Polizel
et al. (2004) encontraram forte associacdo de genes HLA-DQ1 em pacientes que tiveram
dengue classico em uma epidemia ocorrida em 1995 caracterizada pela presenca do sorotipo
DEN-1. Contudo, apesar dos inimeros trabalhos que vém sendo realizados nessa area, 0S
resultados ainda se apresentam bastante variados e algumas vezes incompletos devido as
limitacOes desse tipo de estudo. Por isso, mais pesquisas devem ser feitas a fim de elucidar
questdes referentes a influéncia deste e de outros genes de resposta imune em doencas virais
como o dengue.

Atualmente, novos genes de resposta imune ja estdo sendo estudados no intuito de
esclarecer sua possivel participacdo na ocorréncia ou gravidade de uma doenga. Dentre eles,
chama a atencédo dos pesquisadores o polimorfismo dos genes que codificam receptores KIR
(do inglés, Killer cell Immunoglobulin-like Receptor) das células Natural Killer (NK).

As células NK sdo derivadas de precursores da medula Gssea e apresentam-se como
grandes linfocitos com numerosos granulos citoplasmaticos. Essas células tém funcéo crucial
na resposta imune inata, especialmente contra infecgdes virais e células tumorais, pela sua
capacidade de lise celular, sem sensibilizacdo prévia, e pela produgdo de citocinas e
guimiocinas que mediam a resposta inflamatdria. As células NK sdo expandidas e ativadas
pelas citocinas da imunidade inata, tais como IL-12 e a IL-15 (Abbas et al., 2003).

Para uma acéo efetiva sobre as células-alvo, células infectadas, tumorais e alogénicas, as
células NK dependem de sua habilidade em reconhecer a expressdo anormal (diminuic¢éo ou
auséncia) de moléculas HLA na superficie dessas células, diferenciando-as das células

normais ou proprias do organismo que expressam normalmente as moléculas HLA. Esse



33

mecanismo é conhecido como teoria do missing self (reconhecimento do préprio) e depende
dos receptores de células NK, capazes de detectar a variabilidade de expressdo das moléculas
HLA (Lanier, 2005; Vivier & Romagne, 2007).

As células NK possuem varios tipos de receptores em sua superficie, entre os quais
estdo os receptores KIR, glicoproteinas pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas,
sendo encontrados também em algumas subpopulagdes de células T (Rajagopalan & Long,
2005). Os receptores KIR foram primeiramente identificados por sua habilidade de conferir
alguma especificidade na citolise mediada por células NK (Harel-Bellan et al., 1986; Moretta
et al., 1990). Esta especificidade se da através da interacdo dos receptores KIR das células NK
com moléculas HLA de classe I, que estdo presentes em todas as células nucleadas do
organismo. Para que as células NK consigam distinguir alvos desprovidos ou ndo de
moléculas HLA de classe 1, é necessaria a ligacdo simultanea nestes receptores. Essa interacao
protege células saudaveis da destruicdo espontanea causada pela citélise mediada por células
NK. Entretanto, alguns repertorios de KIR podem estimular esta atividade (Carrington &
Norman, 2003).

Analises de clones NK revelaram que células clones expressam diferentes grupos de
KIR, havendo uma selecdo combinatdria de receptores a serem expressos por uma célula e
seus clones, entretanto cada clone expressa pelo menos um receptor inibidor (Moretta et al.,
2003; Vivier & Anfossi, 2004). Portanto, em um individuo, os clones de células NK séo
distinguidos pela combinacdo de genes KIR que expressam, sendo que esses padrbes sdo
estabelecidos durante o desenvolvimento da célula NK e permanecem estaveis (Parham,
2004).

O grupo de genes KIR compreende uma regido de aproximadamente 150Kb localizada
no braco longo do cromossomo 19 humano (19913.4), em um complexo génico de 1Mb
denominado Complexo de Receptores Leucocitarios (LRC - Leukocyte Receptor Complex).
Atualmente, 15 genes e dois pseudogenes KIR foram identificados: KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4,
KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR3DS1, KIR2DP1 e KIR3DP1 (Figura 6). Até
janeiro de 2009 foram descritos 335 alelos distribuidos nos diferentes locus (Rudnick, et al.,

2010), evidenciando o extenso polimorfismo dos genes KIR.
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Figura 6. Complexo de Receptores Leucocitarios e os genes KIR localizados no
braco longo do cromossomo 19 humano (19913.4) (disponivel em:
http://ecologia.ib.usp.br/bie5782/doku.php?id=bie5782:01_curso_atual:alunos:traba
Iho_final:mariahtmaia:start).

Dependendo da composicao e estrutura das moléculas codificadas por esses genes, 0s
receptores KIR podem ser ativadores ou inibidores da funcdo das células NK. As moléculas
podem ter dois ou trés dominios semelhantes a imunoglobulina, sendo que aquelas com cauda
citoplasmatica longa (2DL e 3DL) sdo do tipo inibidoras em virtude da presenca de ITIMs
(Motivos Inibidores baseados em Tirosina) responsaveis pela transducdo de sinais para
inibicdo de funcdes efetoras. As moléculas com cauda citoplasmatica curta (2DS e 3DS)
possuem um aminoacido na regido transmembrana que permite associacdo com uma
determinada proteina (DAP12) que libera sinais ativadores por meio de ITAMs (Motivos
Ativadores baseados em Tirosina). A molécula KIR2DL4 contém sequéncias de ambos
receptores ativadores e inibidores (Carrington & Norman, 2003).

Com base no conteudo dos genes, dois tipos de haplotipos KIR foram descritos e sdo
designados A e B. A principal distingdo entre eles € o nimero de genes que codificam
receptores ativadores presentes. O haplétipo A € definido pela presenca dos genes inibidores
KIR2DL1, 2DL3, 2DL4, 3DL1, 3DL2, 3DL3 e apenas um gene ativador, o KIR2DS4, além de
dois pseudogenes. Este haplotipo ndo varia em conteudo de genes, mas tém grande variagdo
no nivel alélico. Por outro lado, o haplotipo B possui uma grande variabilidade no nimero e
combinacBes de genes KIR, mas possui polimorfismo alélico apenas moderado. Apresenta
mais genes que o do grupo A, incluindo o KIR2DL5 e possui de um a cinco KIR ativadores
(Uhrberg et al., 2002). KIR3DL3, KIR3DL2, KIR3DP1 e KIR2DL4 estdo presentes em todos

os haplotipos e sdo chamados frameworks (Vilches et al., 2002).
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A composicdo desses receptores confere alta especificidade a determinadas moléculas
HLA de classe I. Alguns desses pares KIR-ligantes foram identificados. KIR2DL1 e
KIR2DS1 se ligam a moléculas HLA-C do grupo 2 (HLA-C2), as quais incluem HLA-C*02,
C*04, C*05, C*06, C*15 e C*17. KIR2DL2, KIR2DL3 e KIR2DS2 se ligam a moléculas
HLA-C do grupo 1 (HLA-C1), ou seja, HLA-C*01, C*03, C*07, C*08, C*12, C*13, C*14 e
C*16. As moléculas HLA-C1 e HLA-C2 distinguem-se por um dimorfismo na posi¢éo 80 da
hélice al de HLA-C. KIR3DL1 interage com HLA-B do grupo de Bw4, e incluem HLA-
B*13, B*27, B*44, B*51, B*52, B*53, B*57 e B*58. KIR3DL2 interage com HLA-A3 e
HLA-A1l. Enquanto KIR2DL4 se liga ao HLA-G, uma molécula HLA de classe | néo-
classica, com pouco polimorfismo. Ligantes para KIR2DL5, KIR2DS3, KIR2DS5 e
KIR3DL3 permanecem indefinidos (Carrington & Norman, 2003; Boyton & Altmann, 2007)
(Figura 7).
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50N HLA-C2 | HLABwa |
Cwi 80K | Bwa-sol | | Bwa-soT |
cw3 cw2 B*51
Cw7 Cw4 B*52 B*13
Cw8 Cw5s B*53 B*27
Cw12 Cwé B*57 B*37
Cw13 Cw15 B*58 B*44
Cw14 Ccw17 HLA-G A*24 HLA-A3, A11
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Figura 7. Especificidades KIR-ligante HLA de classe I. Os receptores de ativacdo KIR2DS2,
KIR2DS1 e KIR3DS1 exibem especificidades similares as contrapartes inibidoras
correspondentes, embora suas interagfes sejam muito mais fracas (descrito como setas
vermelhas pontilhadas). A interagdo de KIR3DL1 com Bw4 80l (seta azul escura) é
provavelmente mais forte do que aquela com Bw4 80T (seta azul clara) (Kulkarni et al.,
2008).

Algumas pesquisas demonstraram o envolvimento de determinados receptores KIR e
seus ligantes HLA no curso clinico de uma série de doengas como processos inflamatérios,
doencgas auto-imunes e infecgdes virais (Khakoo & Carrington, 2006). Martin et al. (2002)
observaram que a interacdo entre KIR3DS1 e HLA-Bw4 leva a uma progressao tardia da
AIDS em pacientes soropositivos, evidenciando como o polimorfismo na molécula HLA-B

pode mudar a especificidade de ligacdo nos receptores KIR e com isso influenciar na
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evolugdo da infeccéo pelo virus HIV. Lopez-Vazquéz et al. (2005), em um estudo realizado
com individuos portadores de HIV na Z&mbia, encontraram que a presenca KIR3DL1 em
combinacdo com alelos de HLA-B*57 confere um efeito protetor contra a progressao da
doenca. Ainda com relacdo a AIDS, no estudo de Guadieri et al. (2005), a presenca de
KIR2DS2 foi associada especificamente com o declinio mais rapido na contagem de células T
CD4 e consequente progresséo da AIDS.

Com relacdo a infeccdo pelo HCV, virus causador da hepatite C, a ligacdo
KIR3DS1/HLA-Bw4 promove protecdo contra a evolucao da hepatite-C e, consequentemente,
contra o possivel desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (Lopéz-Vazquéz et al., 2005).
Kakhoo et al. (2004) encontraram o gene KIR2DL3 com seu ligante HLA-C1 influenciando
diretamente a resolucdo da infeccdo pelo HCV, sugerindo que a inibicdo das células NK é
importante na determinacdo da imunidade antiviral e que respostas inibidoras diminuidas
podem conferir protecdo contra a doenca. A esse respeito, Bashirova et al. (2006)
comentaram que afinidade de ligagcdo do receptor KIR2DL3 por al6tipos HLA-C1 é menor do
que a do 2DL2 e 2DL1 para seus respectivos ligantes, resultando na transmissdo de sinais
inibidores mais fracos a célula efetora que pode ser ativada para combater células infectadas.
Em pacientes com hepatite C persistente, Montes-Cano et al. (2005), demonstraram uma
diminuicéo significativa da frequéncia do gene KIR2DL2 e do gen6tipo KIR2DL2/KIR2DL2 e
um aumento de KIR2DL3 em relagéo a pacientes que apresentavam resolucao da infecgéo.

Além destas patologias citadas, a interacdo KIR/HLA e o polimorfismo de ambas,
podem influenciar no desenvolvimento de uma série de outras enfermidades como:
reumatoide vascular, escleroderma, diabetes melitus insulino-dependente, cancer cervical,
leucemia mieloide crénica, infeccdo por citomegalovirus e até em aborto espontaneo
recorrente, além de muitas outras doencas (Rajagopalan & Long et al., 2005).

Teoricamente, a ativacdo de celulas NK e células T pode ser regulada por um dos dois
mecanismos seguintes: a presenca de sinalizacdo através dos receptores de ativacdo em uma
grande proporcdo de células efetoras (por exemplo, haplotipos KIR que contém muitos
receptores ativadores) ou presenca da combinacgdo receptor inibidor-ligante que emite sinais
inibidores relativamente fracos. Os receptores KIR fornecem sinais de ativagdo ou inibicéo
que regulam a funcéo das células NK e células T. Desse modo, possuem um papel importante
na imunidade antiviral e anti-tumoral (Vilches et al., 2002).

Embora a protecdo contra parasitos intracelulares, como o virus do dengue, seja
dependente da fungdo das células NK, em estdgios iniciais da resposta imune contra a

infeccdo, ndo existem relatos na literatura consultada demonstrando a participacdo de KIR no
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desenvolvimento do dengue. Desta forma, este estudo tem por objetivo investigar a influéncia
de genes KIR e de seus ligantes HLA na susceptibilidade e/ou resisténcia ao dengue, em uma

populacéo da regido sul do Brasil.

JUSTIFICATIVA

A caracterizacdo genética do polimorfismo de KIR e de seus ligantes HLA de classe |
em uma populacdo que desenvolveu dengue em comparagdo com um grupo controle
(individuos saudaveis) permitird investigar a influéncia destes genes na susceptibilidade ou
resisténcia a doenca. Muitas das caracteristicas clinicas da infec¢do pelo virus do dengue se
devem a resposta imune do paciente que é extremamente variavel entre os individuos. Assim,
este estudo justifica-se pelo fato de que os genes KIR e HLA podem interferir no curso da
resposta imune do hospedeiro frente a infeccdo por este virus.

A patogénese do dengue é complexa e multifatorial. Contudo, visto que mesmo em
areas endémicas apenas uma pequena proporcdo de individuos desenvolve os sintomas
clinicos da virose ou evoluem para as formas mais graves da doenca, € evidente que fatores
relativos ao hospedeiro desempenham um importante papel na patogénese desta doenca.
Existem estimativas de que a cada dez pessoas picadas pelo mosquito infectado, apenas uma
ou duas desenvolvem a enfermidade, fortalecendo as evidéncias da interferéncia de
caracteristicas individuais na predisposicdo a infeccdo. Desta forma, este estudo podera servir
de referéncia para futuras investigacdes da resposta imunoldgica em casos de dengue
hemorréagico e sindrome de choque do dengue, pois um maior entendimento sobre a
contribuicdo destes fatores genéticos no desenvolvimento da doenca poderia ajudar a definir

mais claramente as populacgdes de risco.

OBJETIVO GERAL

Este estudo tem por objetivo investigar a influéncia de genes KIR e seus ligantes HLA

na susceptibilidade e/ou resisténcia ao dengue, numa populacdo da regido sul do Brasil.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Identificar grupos alélicos de HLA-A, HLA-B, HLA-C que sdo ligantes de receptores KIR e
determinar as frequéncias de 15 genes KIR: KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DS1,
KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DL4, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DS1, KIR3DL3,
KIR2DL5, KIR2DP1 e KIR2DS5, em uma populagdo de individuos que teve diagndstico
confirmado de dengue e em uma populacgéo de individuos cujo exame sorologico resultou em

negativo para esta infeccdo, todos provenientes da regido sul do Brasil;

2) Estimar as frequéncias génicas e genotipicas para estes genes polimorficos nestas

populacdes;

3) Verificar a conformidade das propor¢des genotipicas, com respeito as expectativas em
equilibrio de Hardy-Weinberg,

4) Avaliar, por meio de uma andlise estatistica adequada, possiveis associacdes entre estes

genes e o desenvolvimento do dengue.
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INFLUENCIA DE GENES KIR E SEUS LIGANTES HLA NA SUSCEPTIBILIDADE AO DENGUE EM
UMA POPULAQAO DA REGIAO SUL DO BRASIL
Leticia M. Beltrame - Samaia L. Clementino - Daniela M. Cardozo - Marcia M.O. Dalalio - Ricardo A.

Moliterno * Udelysses J.V. Fonzar - Jeane E.L. Visentainer

Resumo: Os genes KIR (killer cell immunoglobulin-like receptor) codificam moléculas ativadoras e inibidoras
da funcdo das células NK (natural killer) e possuem como ligantes moléculas HLA (human leucocyte antigen)
de classe I. A proposta deste estudo foi investigar a influéncia dos genes KIR e de seus ligantes HLA de classe I,
na susceptibilidade ao dengue em uma populagéo da regido sul do Brasil, por meio de um estudo caso-controle.
Participaram desta pesquisa 95 individuos com diagnéstico confirmado de dengue e um grupo controle de 172
individuos, cujo exame soroldgico para detec¢do de anticorpos 1gG contra dengue resultou em negativo. A
genotipagem de HLA e KIR foi realizada pelas técnicas PCR-SSOP (polymerase chain reaction - sequence
specific of oligonucleotides probes) e PCR-SSP (polymerase chain reaction - sequence specific primers),
respectivamente. A andlise dos dados mostrou diferencas significativas para os genes KIR2DS1 (55,8% vs
40,7%; P = 0,02), KIR2DS3 (47,4% vs 33,7%; P = 0,03), KIR2DS5 (50,5% vs 36,0%; P = 0,02) e KIR2DL5
(77,9% vs 56,4%; P = 0,0007). Em relagdo ao par KIR-ligante, associa¢fes positivas com o dengue foram
observadas nas interacdes KIR3DS1-Bw4 (38,9% vs 26,1%; P = 0,04), KIR2DL1-C2 (75,8% vs 62,2%; P = 0,03)
KIR2DL1-C2 (42,1% vs 25,6%; P = 0,0081) e uma associa¢do negativa para KIR2DL3-C1/C1 (16,8% vs 33,1%);
P = 0,0066). A andlise dos haplotipos de KIR revelou um possivel fator de protecdo contra dengue nos
portadores do genotipo AA. Estes resultados sugerem a existéncia de predisposicdo genética para o dengue
classico na populagéo do sul do Brasil.

Palavras-chave: dengue - HLA - genes KIR - polimorfismo genético

Abstract: Killer cell immunoglobulin-like receptor (KIR) genes encode activating and inhibitory molecules
present on natural killer (NK) cells and have as binding human leukocyte antigen (HLA) class | molecules. The
purpose of this study was to investigate the influence of KIR genes and their class | HLA ligands in susceptibility
to dengue fever in a population from South Brazil through a case-control study. Ninety-five subjects with
confirmed diagnoses of dengue participated in this study, along with a control group of 172 individuals, whose
serologic tests for the detection of IgG antibodies against dengue were negative. HLA and KIR genotyping was

performed by polymerase chain reaction with sequence-specific oligonucleotides probes (PCR-SSOP) and
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polymerase chain reaction with sequence-specific primers (PCR-SSP) techniques, respectively. Data analysis
showed significant differences for KIR2DS1 (55.8% vs 40.7%, P = 0.02), KIR2DS3 (47.4% vs 33.7%, P = 0.03),
KIR2DS5 (50.5% vs 36.0%, P = 0.02) and KIR2DL5 (77.9% vs 56.4%, P = 0.0007) genes. With regard to KIR-
ligand pairs, positive associations with dengue were observed in KIR3DS1-Bw4 (38.9% vs 26.1%, P = 0.04),
KIR2DL1-C2 (75.8% vs 62.2%, P = 0.03) and KIR2DS1-C2 (42.1% vs 25.6%, P = 0.0081) interactions, and a
negative association in KIR2DL3-C1/C1 (16.8% vs 33.1%, P = 0.0066). The analysis of KIR haplotypes revealed
a possible protective factor against dengue fever in individuals with the AA genotype. These results suggest the
existence of genetic predisposition to dengue fever in the population from South Brazil.

Keywords: dengue - HLA - KIR genes - genetic polymorphisms
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Introducédo

Dengue é uma doenca infecciosa que preocupa as autoridades sanitarias do mundo todo, devido ao aumento
significativo de suas taxas de incidéncia nas Ultimas décadas (Guzman and Kouri 2003). A Organiza¢do Mundial
da Saude (OMS) estima que ocorram entre 50 e 100 milhdes de casos de dengue por ano e que, cerca de 500.000
individuos evoluam para as formas mais graves da doenca (WHO 2008).

O virus causador do dengue pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus e é transmitido para os seres
humanos atraves da picada de mosquitos do género Aedes, principalmente o Aedes aegypti. O agente etioldgico
do dengue pode ser representado por um complexo de quatro sorotipos distintos, mas geneticamente
relacionados: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4 (Figueiredo and Fonseca 2002; Martina et al. 2009). A infec¢éo
por um determinado sorotipo do dengue estimula a imunidade humoral contra o virus, com produgdo de IgM
especifica na fase aguda da doenca. 1gG especifica aparece em niveis baixos no inicio dos sintomas e em niveis
mais altos apds duas semanas, conferindo imunidade completa contra o sorotipo infectante provavelmente por
toda a vida (Pontes and Netto 1994; Silva and Richtmann 2006).

Nos Gltimos 20 anos, o Brasil enfrentou quatro grandes epidemias: 1998 (DEN-1), 2002 (DEN- 3), 2008
(DEN-2), e a mais recente em 2010 (DEN-1), todas associadas a mudancga do sorotipo viral predominante. Em
2007, ainda sob forte presenca do DEN-3, o estado do Parand registrou uma das maiores taxas de incidéncia da
doenca no pais: foram notificados, aproximadamente, 50.000 casos suspeitos de dengue (Disponivel em:
http://www.saude.pr.gov.br/arquivos/File/boletimdengue/BoletimDenguel2_2008.pdf).

A infeccdo por qualquer um dos sorotipos virais do dengue pode resultar em um amplo espectro clinico. A
maioria dos individuos infectados manifesta a virose na sua forma assintomatica ou como uma doenga febril
inespecifica (Schatzmayr 2000). No entanto, o dengue pode se apresentar com sintomas tipicos (dengue classico)
ou ainda nas suas formas mais graves, que sdo caracterizadas por coagulopatia e aumento da permeabilidade
vascular, a febre hemorragica do dengue (FHD), podendo evoluir para o choque hipovolémico, conhecido como
sindrome de choque do dengue (SCD) e levar o paciente a 6bito (Martina et al. 2009).

Os mecanismos que levam a ocorréncia das formas graves do dengue ainda ndo foram completamente
esclarecidos. Enquanto, Halstead (1970) associou a ocorréncia destas formas clinicas a infecgdes sequenciais por
diferentes sorotipos do virus, Rosen (1986) relacionou as formas graves a maior viruléncia de determinadas
cepas dos virus. Contudo, visto que apenas uma porcentagem dos individuos infectados manifestam os sintomas
tipicos do dengue ou evoluem para os quadros mais severos da doenca, é evidente que fatores do hospedeiro

desempenham um importante papel na patogénese do dengue (Whitehorn and Farrar 2010).
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Alguns estudos demonstraram a influéncia de genes KIR (do inglés, killer cell immunoglobulin-like receptor)
e de seus ligantes HLA (do inglés, human leucocyte antigen) na susceptibilidade e resisténcia do hospedeiro a
uma série de doencas infecciosas, como é o caso da AIDS (Martin et al. 2002; Alter et al. 2007), hepatite C
(Kakhoo et al. 2004; Lépez-Vazquéz et al. 2005; Montes-Cano et al. 2005), tuberculose (Méndez et al. 2006) e
hanseniase (Franceschi et al. 2008).

Os genes KIR fazem parte do complexo de receptores leucocitarios (do inglés, LRC - leukocyte receptor
complex), que se localiza no cromossomo 19g13.4 (Suto et al. 1996). Esses genes codificam receptores das
células NK (do inglés, natural killer) e apresentam alto polimorfismo, o qual pode contribuir para a ocorréncia
de diferentes respostas imunoldgicas e clinicas a uma mesma doenga numa populacdo (Green et al. 1999).
Dependendo da composigéo e estrutura dos receptores KIR, eles podem ser inibidores ou ativadores da funcéo
das células NK, as quais desempenham um papel essencial na resposta imune inata, lisando células tumorais,
infectadas por virus ou alogénicas (Vilches and Parham 2002).

Até o momento, 15 genes funcionais, além de dois pseudogenes KIR foram identificados: KIR2DL1,
KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5A, KIR2DL5B, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5,
KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR3DS1, KIR2DP1, and KIR3DP1. De acordo com Parham (2004), o
repertério KIR de um individuo depende diretamente dos genes herdados. Dois grupos basicos de haplétipos KIR
foram definidos e sdo chamados de hapl6tipos A e B, os quais diferem entre si pela organizacéo e variabilidade
do numero e tipo de genes que possuem. O hapldtipo A contém os genes: KIR3DL3, KIR2DL3, KIR2DP1,
KIR2DL1, KIR3DP1, KIR2DL4, KIR3DL1, KIR2DS4, and KIR3DL2. Entre esses genes, somente o KIR2DS4 é
ativador e o conteido génico deste haplétipo é uniforme, apresentando elevada variabilidade alélica. O haplétipo
B, por sua vez, apresenta grande variagdo no contetido génico, especialmente em relacdo aos genes ativadores,
mas o polimorfismo alélico é moderado. Os genes KIR3DL3, KIR3DL2, KIR3DP1 e KIR2DL4 sgo chamados de
“frameworks” e estdo presentes em todos os haplotipos (Uhrberg et al. 2002; Carrington and Norman 2003).

A acdo efetiva das células NK sobre as células-alvo é regulada pela ligacdo de seus receptores KIR com
moléculas HLA presentes na superficie das células-alvo, representadas pelas moléculas HLA de classe | (HLA-
A, -B e -Cw) que sdo codificadas por genes do Complexo Principal de Histocompatibilidade (CPH) (Long and
Rajagopalan 2000; Vales-Gomez et al. 2000).

Alguns ligantes especificos de determinados receptores KIR foram identificados. KIR2DL1 e KIR2DS1 se
ligam a moléculas HLA do grupo C2, que incluem as especificidades HLA-C*02, *04, *05, *06, *07, *15 e *17.

KIR2DL2, KIR2DL3 e KIR2DS2 interagem com moléculas HLA do grupo C1, entre elas estdo HLA-C*01, *03,
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*07, *08, *12, *13, *14 e *16. As moléculas HLA do grupo C1 e C2 distinguem-se por um dimorfismo na
posicdo 80 da hélice al da molécula HLA-C. KIR3DL1 e KIR3DS1 reconhecem epitopos de HLA-Bw4,
enquanto KIR2DL4 ¢ especifico para moléculas HLA-G (Carrington and Norman 2003; Kulkarni et al. 2008).
Os receptores KIR exercem um importante papel na resposta imune e devido a sua especificidade de
interacdo com determinados alelos HLA de classe |, é concebivel que variagBes nesses genes influenciem na
resisténcia e na suscetibilidade a patogenia de uma série de doengas (Bashirova et al. 2006). Porém, ndo existem
relatos na literatura consultada demonstrando a influéncia de tais intera¢fes no desenvolvimento do dengue.
Desta forma, este estudo tem por objetivo investigar a influéncia de genes KIR e de seus ligantes HLA na

susceptibilidade e/ou resisténcia ao dengue, em uma populagéo da regido sul do Brasil.

Materiais e métodos
Este estudo caso-controle foi conduzido de acordo com as normas preconizadas pelo Comité Permanente de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Maringa (COPEP-UEM), conforme

Parecer 018/2007.

Pacientes e controles

O grupo de pacientes foi constituido por 95 individuos ndo aparentados (49 homens e 46 mulheres, com idade
média de 33,8 + 14,9 anos), que desenvolveram dengue durante a epidemia de 2007 em Maringé e regido
(Parand, Brasil), caracterizada pela forte presenga do DEN-3.

O grupo controle foi composto por 172 individuos ndo aparentados da mesma regido e grupo étnico dos
pacientes (79 homens e 93 mulheres, com idade média de 29,0 + 13,4 anos). Somente individuos que
apresentaram exames soroldgicos negativos para dengue foram incluidos nesse grupo. Pacientes e controles
foram classificados como uma populacdo de grupo étnico misto, levando em consideracdo a composicdo da
populacdo do Parand que é predominantemente de origem europeia (80,6%), com uma contribuicdo genética

pequena, mas significativa de Africanos (12,5%) e Amerindios (7,0%) (Probst et al. 2000).

Obtencdo de amostras
Apos a separacdo do soro para realizacdo de exames soroldgicos, 0 sangue total coagulado das amostras

coletadas sem anticoagulante, foi congelado a -20°C em tubos do tipo Falcon. Ja, as amostras obtidas com



52

anticoagulante (EDTA) foram centrifugadas por 10 minutos a 1600xg para obtencdo da camada leucocitaria que

foi congelada a -80°C.

Sorologia para dengue

O diagnoéstico da infeccdo pelo virus do dengue no grupo dos pacientes foi determinado pela pesquisa de
anticorpos da classe IgM especificos para o virus, em amostras de soro desses individuos, durante o periodo das
coletas, em 2007, com o kit comercial Dengue IgM Capture ELISA (PanBio, Brishane, Australia), empregando-
se 0 método imunoenzimatico ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay).

O teste soroldgico também foi realizado com as amostras do grupo controle, utilizando-se o kit comercial
Dengue 1gG ELISA (Bioeasy, Kyonggi-do, Korea) que detecta de maneira qualitativa anticorpos da classe 1gG
contra 0s sorotipos virais do dengue, os quais podem ser detectados mesmo apos varios anos da ocorréncia da
infeccdo. A leitura das microplacas foi realizada em equipamento semi-automatizado (ASYS Expert Plus,

Cambrige, UK).

Genotipagem HLA e KIR

As amostras de sangue coagulado foram tratadas com choque térmico para se obter a dissolugdo dos coéagulos
(Cardozo et al. 2009). Posteriormente, 0 DNA de todas as amostras foi extraido por meio de uma adaptacéo do
método caseiro salting out descrito por John et al. (1990) e modificado por Lahiri and Nurnberger (1991). A
concentragdo do DNA foi verificada por meio do fluordbmetro Qubit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Para a genotipagem de grupos alélicos HLA-A, HLA-B e HLA-C dos pacientes e controles, utilizou-se a
técnica de PCR-SSOP (polymerase chain reaction - sequence specific of oligonucleotides probes) reversa, com a
tecnologia Luminex XMAP (One Lambda Inc., Canoga Park, CA, USA). Nesta técnica, os fragmentos de DNA
amplificados foram hibridizados com microesferas fluorescentes (beads) ligadas a oligonucleotideos especificos
para 0s grupos alélicos. A hibridizacéo foi verificada por meio de um citdmetro de fluxo LABScan™ 100 flow
analyzer e os dados foram interpretados por um programa computacional.

Para a genotipagem KIR, foi utilizada a técnica PCR-SSP (polymerase chain reaction - sequence specific
primers), descrita por Martin (2004), com modifica¢fes (Rudnick et al., 2010) para a tipagem de 14 genes e um
pseudogene: KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4,

KIR2DS5, KIR3DL1, KIR3DL2, KIR3DL3, KIR3DS1 e KIR2DP1. Os fragmentos de DNA amplificados foram
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separados por eletroforese em gel de agarose a 2,0% e visualizados pela coloracdo com Sybr Green (Invitrogen,

Carlshad, CA, USA).

Analise estatistica

As frequéncias génicas e genotipicas foram obtidas por contagem direta e o equilibrio de Hardy-Weinberg foi

verificado pelo programa Arlequin versdo 3.1 (http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/). As comparagdes das
frequéncias de genes KIR e HLA entre pacientes e controles foram realizadas pelo teste do qui-quadrado com
correcdo de Yates ou Teste Exato de Fisher com o programa Graph Pad (San Diego, CA, USA)

(http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingencyl.cfm). O risco dos individuos portadores de determinados

genes KIR e HLA desenvolver dengue foi calculado por meio da determinagdo de OR (Odds Ratio) e do intervalo

de confianca (IC - 95%), usando-se o programa SISA (http://home.clara.net/sisa/). Os valores de P < 0,05 foram

considerados estatisticamente significativos, apés correcdo de Bonferroni para multiplas comparacgdes, em que o

valor de P é multiplicado pelo nimero de comparacdes feitas (15 genes KIR).

Resultados

A investigagdo da influéncia dos genes KIR e HLA no desenvolvimento do dengue em uma populagdo do sul do
Brasil foi realizada pela comparacéo das frequéncias desses genes entre um grupo de individuos que desenvolveu
a doenga e um grupo controle composto por individuos com sorologia negativa para dengue.

A distribuicdo das frequéncias desses genes nas populagdes estudadas encontra-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg. As frequéncias dos genes KIR em pacientes com dengue e controles sdo apresentadas na Tabela 1.
Diferencas significativas entre os grupos foram encontradas para os genes ativadores KIR2DS1, KIR2DS3 e
KIR2DS5, além do inibidor KIR2DL5. As frequéncias dos genes KIR2DS1 (55,8% vs 40,7%; P = 0,0251; OR =
1,84; 1IC =1,11 - 3,05; Pc = 0,3765), KIR2DS3 (47,4% vs 33,7%; P = 0,0392; OR =1,77; IC = 1,06 — 2,95; Pc =
0,588), KIR2DS5 (50,5% vs 36,0%; P = 0,0299; OR = 1,81; IC = 1,09 — 3,01; Pc = 0,4485) e KIR2DL5 (77,9%
vs 56,4%; P = 0,0007; OR = 2,72; IC = 1,54 — 4,82; Pc = 0,0105) foram mais elevadas no grupo de pacientes.
Contudo, apés a corregdo de Bonferroni para maltiplas comparaces, apenas o valor de P encontrado para o gene
KIR2DL5 se manteve significativo.

A Tabela 2 mostra os dados da distribuicdo das frequéncias dos grupos alélicos HLA de classe I, que
codificam moléculas ligantes dos receptores KIR. Houve frequéncia significativamente aumentada das

especificidades HLA-C2 nos pacientes (76,8% vs 62,2%; P = 0,0211; OR = 2,02; IC = 1,14 — 3,56). A


http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/
http://www.graphpad.com/quickcalcs/contingency1.cfm
http://home.clara.net/sisa/

54

homozigozidade para especificidades do grupo C1 (C1/C1) foi mais frequente no grupo controle (23,1% vs
37,8%; P = 0,0211; OR = 0,50; IC = 0,28 — 0,88). Os demais ligantes ndo apresentaram diferencas significativas
na comparacao entre 0s dois grupos de individuos.

A Tabela 3 apresenta as frequéncias dos pares KIR-HLA. Nos pacientes, o gene ativador KIR2DS1 manteve
sua frequéncia aumentada quando analisado na presenca do seu respectivo ligante HLA-C do grupo 2 (42,1% vs
25,6%; P = 0,0081; OR = 2,12; IC = 1,24 — 3,60). Os pacientes também exibiram frequéncias mais elevadas dos
pares KIR3DS1-Bw4 (38,9% vs 26,1%; P = 0,0424; OR = 1,80; IC = 1,05 — 3,07) e KIR2DL1-C2 (75,8% vs
62,2%; P = 0,0337; OR =1,90; IC = 1,08 — 3,33). Por outro lado, o gene inibidor KIR2DL3, na presenca do seu
ligante em homozigozidade (KIR2DL3-C1/C1), foi observado com maior frequéncia no grupo controle (16,8%
vs 33,1%; P = 0,0066; OR = 0,41; IC = 0,22 — 0,76).

Com relacdo aos gendtipos KIR, entre os pacientes, verificou-se uma frequéncia de 14,7% do gendtipo AA,
contra 85,3% dos gendtipos AB/BB. Nos controles, o gen6tipo AA apareceu em 29,7% dos individuos e AB/BB
em 70,3%. Esse perfil genético distinto entre os dois grupos foi estatisticamente significativo para o genétipo
AA (P =0,0102; OR =0,41; IC = 0,21 - 0,79) e também para os gendtipos AB/BB (P = 0,0102; OR =2,44; IC =
1,27 — 4,69). Estes resultados estdo descritos na Tabela 4 e as frequéncias de todos os gendétipos encontrados em

pacientes e controles sdo apresentadas na Figura 1.

Discussao
Varios estudos ja constataram a participacdo de genes KIR e seus ligantes em doencas infecciosas, tais como a
AIDS, maléria, hepatite C, tuberculose e hanseniase (Martin et al. 2002; Artavanis-Tsakonas et al. 2003; Kakhoo
et al. 2004; Méndez et al. 2006; Franceschi et al. 2008), doengas auto-imunes ou inflamatdrias como a psoriase,
escleroderma e vasculite reumatoide (Luszczek et al. 2004; Momot et al. 2004; Yen et al. 2001) e ainda em
muitos tipos de céncer, entre eles, os melanomas, leucemias, linfomas e cancer cervical (Naumova et al. 2005;
Verheyden et al. 2004; Carrington et al. 2005). Os receptores KIR exercem sua influéncia na susceptibilidade ou
na protecdo a determinadas doengas por meio de um balango entre os sinais de ativacdo ou inibicdo que regula a
funcdo das células NK, as quais interagem com as células-alvo que apresentam moléculas HLA de classe |
ligantes de KIR.

O presente estudo revela que quatro genes KIR apresentaram frequéncias mais elevadas nos pacientes com
dengue em relacdo ao grupo controle. Trés genes ativadores, sendo eles o0 KIR2DS1 (55,8% vs 40,7%), KIR2DS3

(47,4% vs 33,7%) e o KIR2DS5 (50,5% vs 36,0%), e ainda um gene inibidor, 0 KIR2DL5 (77,9% vs 56,4%). Por
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estarem presentes em maior nimero no grupo dos individuos que contrairam a doenga, estes dados sugerem que
os referidos genes representam possiveis fatores de susceptibilidade a infeccdo pelo virus do dengue. Contudo,
apos a correcdo de Bonferroni para maltiplas comparacdes, apenas o valor de P encontrado para o gene
KIR2DL5 (Pc = 0,0105) se manteve significativo, havendo a necessidade de estudos mais amplos para confirmar
essas observacoes.

O estudo de Wauquier et al. (2010) aponta que os genes ativadores KIR2DS1 e KIR2DS3 estdo associados a
casos fatais de individuos infectados com o virus Ebola (Zaire ebolavirus), causador de uma severa febre
hemorragica em humanos e primatas. De maneira semelhante, o gene KIR2DS1 foi relacionado com a
susceptibilidade a psoriase vulgar, doenca de etiologia auto-imune, mas também foi encontrado exercendo um
efeito protetor contra o aborto espontaneo e o desenvolvimento de Linfoma de Hodgkin (Luszczek et al. 2004;
Hiby et al. 2008; Besson et al. , 2007). Ainda no que se refere & psoriase, autores japoneses relataram que além
do gene KIR2DS1, a presencga do gene inibidor KIR2DL5 pode também estar envolvida com o desenvolvimento
desta doenca (Suzuki et al. 2004). Sobre o gene KIR2DS3, sua frequéncia encontra-se significativamente
diminuida entre os pacientes com poliangeite microscopica, uma forma de vasculite sistémica de pequenos vasos
(Miyashita et al. 2006).

Estes mesmos genes podem ainda ter alguma relagdo com a susceptibilidade ou protecéo ao virus da hepatite
B. Zhi-Ming et al. (2007) sugeriram que o gene KIR2DS3 favorece a infecgéo pelo virus, induzindo uma reagéo
inflamatoria persistente e hepatite crbnica. Por outro lado, os genes KIR2DS1 e KIR2DL5 podem estar
contribuindo de alguma forma na protecdo contra o virus causador da hepatite B. O extenso polimorfismo dos
genes KIR pode sugerir a possibilidade de efeitos pleiotrdpicos em diferentes doencas, isto €, um gene KIR que
confere prote¢do contra uma doenca pode predispor a outra (Carrington and Norman 2003).

Receptores KIR ativadores que estimulam secrecdo a de citocinas e lise das células-alvo pelas células NK,
geralmente, sdo benéficos na resposta as doencas infecciosas e tumores. No entanto, estas doencas tém uma
variedade de etiologias e, a ativacdo imune ndo € necessariamente benéfica em todas as fases do processo da
doenga. Gendtipos KIR que conferem forte ativacdo podem aumentar o risco de desenvolver tumores associados
com inflamac&o localizada, como € o caso do cancer cervical, e também estdo relacionados a patogénese das
doencas auto-imunes (Bashirova et al. 2006). No dengue, essa forte ativacdo poderia levar ao desenvolvimento
das formas mais graves, pois a resposta imunoldgica gerada contra o virus desencadeia uma complexa inducéo
de citocinas e de outros mediadores quimicos que atuam sinergicamente no aumento da permeabilidade vascular

e no consumo dos fatores de coagulacgdo, resultando nos quadros hemorragicos.
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Os genes KIR também foram analisados simultaneamente na presenca dos seus respectivos ligantes HLA,
pois, os genes HLA de classe | estdo localizados no cromossomo 6, desvinculados dos genes KIR que se
encontram no cromossomo 19. Isso significa que a heranca e expressdo desses dois grupos de genes sao
fisicamente independentes um do outro. Somando-se a isso, a alta especificidade de KIR por determinados
alétipos HLA pode aumentar a possibilidade de um individuo expressar moléculas KIR para as quais o ligante
ndo esta presente ou vice-versa, resultando em uma situacdo funcionalmente nula, ou seja, a falta de sinalizagao
(Kulkarni et al. 2008). Neste estudo, o gene ativador KIR2DS1, que isoladamente teve sua frequéncia aumentada
em relacdo aos controles, manteve esta diferenca quando analisado na presenca de seu ligante HLA-C do grupo 2
(42,1% vs 25,6%), fortalecendo a possibilidade do seu envolvimento no curso da infeccdo por dengue. Os
ligantes de KIR2DS3, KIR2DS5 e KIR2DL5, cujos genes também tiveram suas frequéncias aumentadas entre os
pacientes, ainda ndo foram identificados.

A interac8o do gene ativador KIR3DS1 com moléculas HLA-Bw4 também demonstrou associagéo positiva
com o dengue, exibindo maior frequéncia no grupo de pacientes (38,9 vs 26,1%). KIR3DL1 e KIR3DS1
segregam como alelos do mesmo locus e compartilham cerca de 97% de similaridade na sequéncia de seus
dominios extracelulares, sugerindo que os receptores codificados por estes genes tenham ligantes semelhantes.
Moléculas HLA-Bw4 foram identificadas como ligantes para receptores KIR3DL1 (Carr et al. 2005). Por este
motivo, o gene KIR3DS1 também foi analisado na presenca de HLA-Bw4.

Bashirova et al. (2006) relataram que o receptor ativador KIR3DS1 foi encontrado com uma frequéncia
significativamente maior nos casos de cancer cervical, um tumor fortemente relacionado ao virus do papiloma
humano (HPV), em comparagdo com controles saudaveis. Estes autores acreditam que 0s gendtipos com um
perfil de ativacdo estejam associados com um risco aumentado de desenvolvimento do cancer de colo do Utero,
em consequéncia da vigorosa resposta imune gerada contra a infeccdo pelo HPV, mediada pelas células NK
ativadas. Por outro lado, a presenca de KIR ativadores tém se mostrado benéfica em uma série de doencas
infecciosas (Martin et al. 2002; Kakhoo et al. 2004; Ldpez-Vazquéz et al. 2005), pois as células NK ativadas
atuam no sentido de combater as células infectadas. O par KIR3DS1-Bw4 gera efeitos como a progressao tardia
da infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e a resolugdo da infeccdo pelo virus da hepatite C
(HCV).

Os genes inibidores KIR2DL1 e KIR2DL3 apresentaram diferencas significativas entre os grupos. KIR2DL1 é
de alta frequéncia na populacdo com descendéncia europeia e estava presente em mais de 98% dos individuos

que participaram deste estudo. Desta forma, a presenca ou auséncia dos seus ligantes HLA-C do grupo 2 é que
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determina o significado funcional desses receptores KIR nesses individuos. Esse grupo de ligantes mostrou uma
frequéncia significativamente maior nos individuos que desenvolveram dengue (76,8% vs 62,2%), sugerindo
associacdo positiva com o dengue (Tabela 2). A respeito dessa interacdo, um relato de caso (nico sugere que a
forte inibicdo exercida pelo par KIR2DL1-C2, quando toda a populacdo de células NK expressa esse receptor,
pode estar ligada a casos de infeccdo recorrente pelo citomegalovirus (CMV), um virus pertencente a familia do
herpesvirus. Neste caso, o sinal inibidor atua incapacitando a atividade das células NK e impedindo as células de
montarem uma resposta protetora ao citomegalovirus (Gazit et al. 2004).

A homozigozidade para alelos do grupo C1 na presenca do gene inibidor KIR2DL3 (KIR2DL3-C1/C1)
mostrou maior frequéncia no grupo controle (16,8% vs 33,1%), indicando uma associagdo negativa com o
dengue. Essa mesma interacdo foi observada favorecendo a resolugéo da infecgdo nos portadores de hepatite C
(Kakhoo et al. 2004). De acordo com Vilches and Parham (2002), a ativacéo das células NK e células T pode ser
regulada por um desses dois mecanismos: a presenca de sinalizacdo através dos receptores de ativagdo em uma
grande proporc¢do de células efetoras (por exemplo, haplotipos KIR que contém muitos receptores ativadores) ou
presenca da combinacdo receptor inibidor-ligante que emite sinais inibidores relativamente fracos.
Complementando, Bashirova et al. (2006) relataram que a afinidade de ligagdo do KIR2DL3 por aldtipos HLA-
C1 é menor do que a do KIR2DL2 e KIR2DL1 para seus respectivos ligantes, resultando na transmissdo de
sinais inibidores mais fracos a célula efetora, sugerindo que a inibicdo das células NK é importante na
determinacdo da imunidade antiviral e que respostas inibidoras diminuidas podem conferir protecdo contra a
doenca.

Os haplotipos KIR associam-se aleatoriamente para formar os genotipos KIR que sdo herdados geneticamente
(Uhrberg et al. 1997). Quanto aos genotipos de KIR, foram observadas frequéncias significativamente
aumentadas do gendtipo AA no grupo dos controles (14,7% vs 29,7%) e dos genétipos AB/BB no grupo de
pacientes (85,3% vs 70,3%). Estes dados corroboram com os achados do estudo de Wauquier et al. (2010), no
qual o perfil AA foi mais frequente no grupo dos sobreviventes e dos controles quando comparados aos casos
fatais em consequéncia da infeccdo pelo Ebola. Baseado nesses fatos, um repertério de KIR inibidor,
representado aqui pelo gendtipo AA, pode estar conferindo ao individuo um efeito protetor contra tais infecges.

Muitas das caracteristicas clinicas da infec¢do por dengue se devem a resposta imune do paciente gerada na
tentativa de combater a doenca, a qual é extremamente variavel entre os individuos. Desse modo, um individuo
portador de um repertério KIR primordialmente ativador, ou seja, haplétipo B, possivelmente ira desenvolver

uma resposta inflamatdria mais agressiva, podendo entdo desenvolver a doenca em suas variadas formas clinicas.
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Outra observagdo pertinente diz respeito a diferenga significativa encontrada na frequéncia do gene inibidor
KIR2DLS5 entre pacientes e controles. Este gene encontra-se presente apenas no haplétipo B, pois o haplétipo A é
fixo em termos de conteldo genético, o qual ndo inclui o KIR2DL5. Portanto, é possivel que a frequéncia
aumentada deste gene nos pacientes ocorra devido a maior quantidade de hapl6tipos B dentro desse grupo, ndo

apresentando, necessariamente, algum tipo de associagdo com a doenca.

Concluséo

Os resultados obtidos nesse estudo sugerem a existéncia de predisposi¢do genética para o dengue classico na
populacdo do sul do Brasil, devido a observacdo de associagdes positivas de determinados genes KIR e seus
ligantes HLA de classe | com o desenvolvimento do dengue. Apesar da patogénese do dengue ser complexa e
multifatorial, um maior entendimento dos fatores genéticos que contribuem para desenvolvimento da doenca
poderia ajudar a definir mais claramente as popula¢@es de risco a doenca e as formas mais graves do dengue.
Assim, sugerimos futuros estudos envolvendo a andlise da gravidade da imunopatogénese do dengue com

relacdo aos genes KIR e seus ligantes.
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Tabela 1. Comparacdo das frequéncias de genes KIR entre 95 pacientes com dengue e 172 controles de uma

populacédo da regido sul do Brasil

Pacientes Controles
Genes N =95 N =172 P OR IC (95%)
n (%) n (%)
KIR2DL1 94 (98,9) 170 (98,3)
KIR2DL2 66 (69,5) 97 (56,4)
KIR2DL3 80 (84,2) 150 (87,2)
KIR2DL4 95 (100) 172 (100)
KIR2DL5 74 (77,9) 97 (56,4) 0,0007? 2,72 1,54 — 4,82
KIR3DL1 90 (94,7) 158 (91,9)
KIR3DL2 95 (100) 172 (100)
KIR3DL3 95 (100) 172 (100)
KIR2DS1 53 (55,8) 70 (40,7) 0,0251° 1,84 1,11 -3,05
KIR2DS2 65 (68,4) 96 (55,8)
KIR2DS3 45 (47,4) 58 (33,7) 0,0392° 1,77 1,06 - 2,95
KIR2DS4 90 (94,7) 156 (90,7)
KIR2DS5 48 (50,5) 62 (36,0) 0,0299° 1,81 1,09 -3,01
KIR3DS1 50 (52,6) 71 (41,3)
KIR2DP1 94 (98,9) 169 (98,2)

P = Probabilidade do erro; OR = Odds Ratio, IC = Intervalo de confian¢a, N = nimero total de individuos,
n = ndmero de genes. *Pc = 0,0105; "Pc = 0,3765; °Pc = 0,588 e "Pc = 0,4485.



65

Tabela 2. Comparagdo das frequéncias dos ligantes HLA de classe | entre 95 pacientes com dengue e 172

controles de uma populacéo da regido sul do Brasil

Pacientes Controles
Ligante N =95 N =172 P OR IC (95%)
n (%) n (%)
A3 elou All 33(34,7) 44 (25,6)
Bw4 66 (69,5) 106 (61,6)
c1 70 (73,7) 144 (83,7)
C2 73 (76,8) 107 (62,2) 0,0211 2,02 1,14 - 3,56
Ccl/c1 22 (23,1) 65 (37,8) 0,0211 0,50 0,28 -0,88
C2/C2 25 (26,3) 28 (16,3)

P = probabilidade do erro, OR = Odds Ratio, IC = Intervalo de confianca, N = nimero total de individuos,
n = namero de ligantes.

Bw4 = HLA-B*13, *17, *27, *37, *38, *44, * 47, *49, *51, *52, *53, *57, *58

Grupo C1 = HLA-C*01, *03, *07, *08, *12, *13, *14, *16

Grupo C2 = HLA-C*02, *04, *05, *06, *15, *17, *18
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Tabela 3. Comparagéo das frequéncias dos genes KIR na presencga dos seus respectivos ligantes HLA entre 95

pacientes com dengue e 172 controles de uma populagéo da regido sul do Brasil

Pacientes Controles
KIR-ligante N =95 N =172 P OR IC (95%)
n (%) n (%)
2DL1-C2 72 (75,8) 107 (62,2) 0,0337 1,90 1,08 - 3,33
2DL1 - C2/C2 25 (26,3) 28 (16,3)
2DL2 - C1 50 (52,3) 81 (47,1)
2DL2 - C1/C1 18 (18,9) 37 (21,5)
2DL3-C1 58 (61,0) 126 (73,2)
2DL3-Cl/C1 16 (16,8) 57 (33,1) 0,0066 0,41 0,22 -0,76
3DL2 — A3/11 33(34,7) 44 (25,6)
3DL1 - Bw4 63 (66,3) 97 (56,4)
2DS1 - C2 40 (42,1) 44 (25,6) 0,0081 2,12 1,24 - 3,60
2DS2 - C1 50 (52,3) 79 (45,9)
3DS1 - Bw4 37 (38,9) 45 (26,1) 0,0424 1,80 1,05 - 3,07

P = probabilidade do erro, OR = Odds Ratio, IC = Intervalo de confianca, N = nimero total de individuos,
n = namero de KIR-ligantes.

Bw4 = HLA-B*13, *17, *27, *37, *38, *44, *47, *49, *51, *52, *53, *57, *58

Grupo C1 = HLA-C*01, *03, *07, *08, *12 *13, *14, *16

Grupo C2 = HLA-C*02, *04, *05, *06, *15, *17, *18



Tabela 4. Comparacéo das frequéncias dos genétipos KIR entre 95 pacientes com dengue e 172 controles de

uma populacéo da regido sul do Brasil

Pacientes Controles
Gendtipos N =95 N =172 P OR IC (95%)
n (%) n (%)
AA 14 (14,7) 51 (29,7) 0,0102 0,41 0,21-0,79
AB/BB 81 (85,3) 121 (70,3) 0,0102 2,44 1,27 — 4,69

P = probabilidade do erro, OR = Odds Ratio, IC = Intervalo de confianca, N = nimero total de individuos,
n = namero de genétipos.
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Pacientes Controles
) Genes KIR (N=95) (N=172)
GENOTIPO
2DL1 | 2DL2 | 2DL3 | 2DL4 | 2DL5 | 3DL1 | 3DL2 | 3DL3 | 2DS1 | 2DS2 | 2DS3 | 2DS4 | 2DS5 | 3DS1 | 2DP1 n % n %
1 AA 14 14.7% 51 29.6%
2 15 15.7% 21 12.2%
3 12 12.6% 13 7.6%
4 9 9.4% 9 5.2%
5 11 11.5% 8 4.6%
6 6 6.3% 22 12.8%
7 4 4.2% 7 4.1%
8 4 4.2% 0 0%
9 0 0% 1 0.6%
10 1 1% 0 0%
11 0 0% 1 0.6%
12 0 0% 1 0.6%
13 1 1% 2 1.2%
14 0 0% 1 0.6%
15 0 0% 1 0.6%
16 4 4.2% 4 2.4%
17 | AB/BB 6 6.3% 7 4.1%
18 2 2.1% 5 2.9%
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1% 0.6%
1% 1.7%
1% 1.2%
1% 0%

0% 0.6%
0% 0%

1% 1.2%
1% 0.6%
0% 0.6%
0% 0.6%
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0% 0.6%
0% 0.6%
0% 0.6%
0% 0.6%

Figura 1. Gen6tipos KIR e suas frequéncias em 95 pacientes com dengue e 172 controles da regido sul do Brasil. Os retangulos preenchidos representam a presenca do gene.

N = ndmero total de individuos; n = nimero de determinado genétipo.
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CAPITULO Il

CONCLUSOES

Neste estudo, as comparacGes das frequéncias de genes KIR e de seus ligantes HLA de
classe | entre um grupo de individuos que desenvolveu dengue e um grupo controle

permitiram algumas conclusdes:

v' Uma possivel associacdo positiva dos genes KIR2DL5 e KIR2DS1 com o

desenvolvimento do dengue;

v Associacdo positiva das interacdes entre KIR3DL1/3DS1 com ligantes HLA-B do
grupo de alelos Bw4;

v Associacdo positiva do gene ativador KIR2DS1 na presenca do ligante HLA-C2;

v Associacdo negativa do gene inibidor KIR2DL3-C1/C1 com o dengue, representando

um possivel fator de resisténcia a infecgdo pelo virus do dengue;

v' Com relagdo aos gendtipos de KIR, uma associacdo negativa com o dengue foi
observada na distribuicdo da frequéncia do genétipo AA entre os grupos estudados,
sugerindo um possivel fator de resisténcia contra a evolu¢do do dengue em suas

formas mais graves.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo avaliou a influéncia de genes KIR e de seus ligantes HLA de classe | na
susceptibilidade ou resisténcia a infeccdo pelo virus do dengue em uma populacédo da regido
sul do Brasil. A perspectiva se traduz na continuidade de pesquisas nessa area com o0
recrutamento de um maior nimero de individuos para formar os grupos de pacientes e
controles, a fim de que se possa confirmar ou redefinir os resultados obtidos nesse estudo.

Que este estudo possa servir de referéncia para futuras investigacbes da resposta
imunoldgica em casos de dengue hemorragico e sindrome de choque do dengue, pois um
maior entendimento sobre a contribuicdo destes fatores genéticos no desenvolvimento da
doenca poderia ajudar a definir mais claramente as populagdes de risco.

Além disso, a genotipagem HLA de alta resolugdo do locus C permitira definir melhor a
influéncia dos ligantes de receptores KIR na ativacdo e/ou inibicdo das células NK no

desenvolvimento da resposta imune do hospedeiro.
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/ Universidade Estadual de Maringa
w/\ Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao

»)\ Comité Permanente de Fitica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos
Registrado na CONEP em 10/02/1998

PRO N.° 0113-03

PARECER N." ¢18/2007

Wesquisador(a} Responsivel: feane Eliete Laguila Visentainer

I Centro/Departamento: Centro de Ciéncias da Saide/Departamento de Analises Clinicas

Tituto do projeto: Influéncia de polimorfismos de citocinas na susceptibilidade ao dengue.

Consideragdes:

O projeto aprovado: neste comité cm outubro de 2003 (parecer |13/2003-COPEP), quando o pesquisador
pretendia trabalhar com 300 sujeitos, 100 que desenvolveram dengue entre 1995 e 2003 e 200 sauddveis. O
objetivo geral era investigar a influéncia de alelos de genes reguladores de citocinas na susceptibilidade e/ou
resisténcia ao dengue, na nossa regido. Em dezembro de 2006 a pesquisadora encaminha a este comité cmenda
ao projeto acima, solicitando- alteragdo do titulo, que passaria a ser: “Influéncia de polimorfismo de gencs de
resposta imune na susceptibilidade ao dengue”; Alteragéio do nimero de sujeitos de 100 para 300 e
aumentando o nGmero de genes a serem tipados.

Uina nova folha de rosto foi encaminhada, pertence ao modelo antigo (anterior ao sistema SISNEP). com um
nimero de sujeitos igual a 300. Entretanto a nova versio da metodologia encaminhada apresenta um nimero
de 400 sujeitos, sendo 200 que desenvolveram dengue entre 1995 ¢ 2003 (mesmo periodo do anterior) ¢ 200
sujeitos saudaveis para controle.

Uma nova versio do termo de consentimento foi encaminhada. descrita conforme as recomendagdes da
Resolugio 196/96-CNS/MS item 1V, com excegdo do item assisténcia, onde foi definida a “Universidade
Estadual de Maringd™ como responsavel pela assisténcia aos riscos relacionados & coleta de sangue. Também
foi encaminhado um novo cronoegrama. onde se observou que a duragdo do projeto serd de 24 meses,
comeganda em jutho de 2006 ¢ um periodo de coleta de amostras previsto para Janeiro ¢ tevereire do presente
ano.

Em refaciio a0s gastos com o auniento do nimero de sujeitos nada toi mencionado ja que uma novi planilha
orgamentaria ndo toi apresentada.

O atraso para o inicio do projeto foi justificado pela “dificuldade em conseguir as amostras de sangue dos

pacientes”.

Parecer:

De acordo com o acima exposto somos de parecer pela aprovagio da emenda ao projeto acima intitulado desde
que o pesquisador nos encaminhe as seguintes adequagdes:

1) Esclarecimento em relagdo ao namero de sujeitos envolvidos na coleta;

2) Esclarecimentos em relagdo a assisténcia a ser executada pela UEM no caso de problemas durante a coleta
sanguinea:

3) Apresentagio da nova planitha orcamentaria.

Siuagdo: APROVADO COM RECOMENDACAO

rCONEP: ( X ) para registro () para analise ¢ parecer Data: 16/02/2007

[ O pesquisador devera apresentar Relatorio Final para este Comité em: 30/08/2008

A emenda a0 protocolo foi apreciada de acordo

com a Resolugdo n°. 196:96 ¢ complementares do s )
CNS/MS. na 128 reunifio do COPEP  em e e -
16022007 ‘ Prot". D' feda Flarunti Hi
LI P RARA i1 "
Presidente do COPLEL

[0 SUAs COMURISACACs CON esse Comite cite o numcro de reisto doen CAA
Bloco 10 sala 01 Avenida ¢ olombo, 37000 ¢ 1P 87020900 Nariea PR
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FICHA CADASTRAL

Projeto de Pesquisa: INFLUENCIA DE POLIMORFISMOS DE GENES DE RESPOSTA
IMUNE NA SUSCEPTIBILIDADE AO DENGUE

Dados cadastrais

1[0TSR URTURRTRIN
Data de Nascimento:.........c.ccooevvvevererennnne Cidade/Estado onde nasceu:.............ccovnen. Lo,
ENJEreCo:. .. oo I L Cidade:.......ocovveeveieenn, Estado:...............
CEP:uoc e COMPIEMENTO:.....uiciceciece et eas
Telefone (residencial):........cccoceeviiiiiiiiiiii e, Telefone (trabalho):.........ccceveviviiiiiiicecee,
Telefone de contato (ViziNho OU PATENTE):.......ceiieiiiie ettt st s te e e

Grupo étnico (assinale um quadro abaixo):

[l Branco [ Negro 1 Mulato (Branco x Negro) [ Oriental "1 Oriental x Branco

7 Indio T OULTOS: cvoeeeveeee ettt s et s st s s st en st en s et s st e sa e st anansntansnsenes
Atividade profissional:...........ccccooeieiiiiencic e EMPresa:.....ccoovevvivsveie e
Principais atividades desenvolvidas N0S UItIMOS @N0S:.........ccccirrireiiririeeiieeseees s
H Fumante ...................... H Dlabenco ...................... T Hlstonco fam”l a r d e D I abetes .............................
Dados clinicos

(o] g F- W [T T W 0 [0 o ST SS
Data do diagn6stico da doenca:.........coevveeeveeeerennnn

Data do inicio do tratamento:..........ccccecvrvrvennnnnn. MediCamentos:.......cvvveieereeee e
Exames utlizados o diagnGstico ca A0eng & 02 FOTMS ClNCAS:...e
MEEICO ESPONSAVEL ..o
Responsavel pelo preenchimento da ficha cadastral:............c.cccovviiiiciiiiie e



75

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO
NO ESTUDO:

“INFLUENCIA DE POLIMORFISMOS DE GENES DE RESPOSTA IMUNE NA
SUSCEPTIBILIDADE AO DENGUE”

Justificativas, objetivos e procedimentos:

O objetivo principal deste estudo é definir se determinados gendétipos HLA, citocinas, KIR, MICA e
MICB poderiam influenciar na ocorréncia do dengue em nossa regido. Podera servir também para
prever quem desenvolvera a forma mais grave da doenca.

Este estudo sera realizado com uma técnica de Biologia Molecular usando o material contido em
células do sangue. Desta forma, uma amostra de 10 mL (pouco mais de duas colheres de sopa) de

sangue sera obtida por punc¢do da veia do brago.

Desconforto e riscos:
O desconforto se relaciona somente a picada da agulha, que pode gerar um leve ardor no local da
coleta. A coleta serd feita com agulha e seringa descartaveis, sem risco de contaminacdo para o

participante.

Beneficios esperados:
Se for confirmado que determinados genes de citocinas influenciam no desenvolvimento do

dengue, este exame poderé ser usado para o diagnostico e/ou progndstico desta doenga.

Métodos alternativos existentes:
Né&o existem outros métodos de realizacdo de genotipagem de citocinas disponiveis.

Assisténcia:
N&o existem riscos para o participante deste estudo, pois a coleta de sangue é simples e sera

realizada por um técnico de laborat6rio e/ou bioquimico responsavel.

Privacidade:
O coordenador do projeto garante que os dados do participante serdo mantidos em segredo e 0 seu

nome n&o seré exposto nas conclusdes ou publicagdes do estudo.
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Formas de ressarcimento e Indenizagéao:
O participante ndo terd despesas na realizacdo deste exame e a sua participacao serd voluntaria, ou

seja, ndo havera pagamento para o participante ou seu familiar.

Liberdade de recusar ou retirar o consentimento:
O participante ou seu responsavel tem a liberdade de recusar ou retirar 0 consentimento a qualquer

momento sem prejuizo ao seu cuidado.

Destino das amostras:
As amostras restantes serdo armazenadas no laboratério e, para utilizagao futura, um novo termo de

consentimento sera solicitado ao participante apds aprovagéo pelo Comité de Etica.

Esclarecimentos:

Qualquer esclarecimento sobre a pesquisa podera ser dado pela coordenadora deste projeto (Dra.
Jeane E. L. Visentainer - Universidade Estadual de Maringd — Departamento de Analises
Clinicas - Laboratério de Imunogenética — Bloco 190 sala 102, Telefone: 44-3261-4847).

Estando ciente e de acordo com o contido neste documento:

Eu, , (responsavel pelo menor,

se for o caso) apds ter lido e entendido as informagdes e esclarecido todas as minhas duvidas
referentes a este estudo com o Prof. Dr. ,
CONCORDO VOLUNTARIAMENTE, em participar do estudo (ou que o meu filho, se for o caso)

participe do mesmo.

Data: / /

Assinatura (do participante ou seu responsavel)
Eu, Jeane Eliete Laguila Visentainer, responsavel pelo projeto de pesquisa, declaro que
prestei todas as informagdes aos responsaveis e comprometo-me a conduzir todas as atividades

deste estudo de acordo com as normas da Resolugéo 196/96 CNS e complementares.

Maringa, de de

Assinatura:




