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RESUMO

A dengue é a infeccdo transmitida por vetor artropode mais prevalente no mundo. A
patologia ¢é atualmente classificada em dengue sem sinais de alarme (DSSA), dengue com
sinais de alarme (DCSA) e dengue severa (DS). A variedade de manifestaces clinicas
resulta da sua complexa patogénese, que apresenta influéncia de fatores virais, ambientais e
do hospedeiro. A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina anti-inflamatoria envolvida com a
resposta imune do hospedeiro durante o curso da dengue. Polimorfismos de Nucleotideo
Unico (SNPs) descritos para o seu gene codificante, tais como -819 C/T (rs1800871) e -1082
AJ/G (rs1800896), tém exibido diferentes perfis de associacdo com a doenca na literatura.
Considerando a heterogeneidade desses achados, o presente estudo objetivou investigar a
prevaléncia e a influéncia dos polimorfismos em individuos sintomaticos, assintomaticos e
controles para dengue na populacdo de Parnaiba-PlI, relacionando-o0s com o desenvolvimento
das formas clinicas da doenca. Os polimorfismos foram investigados por Reacdo em Cadeia
da Polimerase em Tempo Real (QPCR). As frequéncias genotipicas foram testadas quanto
ao equilibrio de Hardy-Weinberg. A associacdo com a dengue foi estimada pelo Teste do
Qui-quadrado (x2) ou Teste Exato de Fisher e Odds Ratio. A anélise dos dados foi realizada
no BioEstat 5.0, sendo adotado um nivel de significancia de p<0,05. As anélises haplotipicas
e do desequilibrio de ligacdo foram executadas no Haploview 4.2. As frequéncias
genotipicas e alélicas do SNP -819 C/T ndo mostraram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos estudados. Ao analisar o SNP -1082 A/G observou-se
significancia estatistica apenas em relacdo ao grupo assintomatico. O genétipo A/G foi
associado com susceptibilidade a dengue (p= 0,01, OR=2,17), a DSSA (p= 0,02, OR=2,13)
ea DCSA (p=0,03, OR=2,34). O genotipo G/G foi associado com susceptibilidade a dengue
(p= 0,01, OR= 3,98) e a DCSA (p= 0,02, OR= 4,90). A combinacdo de genottipos A/G +
G/G foi associada com susceptibilidade a dengue (p= 0,002, OR= 2,37), a DSSA (p= 0,01,
OR=2,23) e a DCSA (p= 0,01, OR= 2,63). Todas as frequéncias genotipicas se encontraram
em equilibrio de Hardy-Weinberg. O alelo G foi associado com susceptibilidade a dengue
(p= 0,002, OR= 1,96), a DSSA (p= 0,01, OR=1,81) e a DCSA (p= 0,006, OR= 2,14). Nas
analises haplotipicas do gene IL-10, o haplotipo C-G foi associado com a dengue (p=
0,0031), a DSSA (p= 0,0195) e a DCSA (p= 0,0045) também em relacdo ao grupo
assintomatico, enquanto que o hapl6tipo C-A foi associado com a dengue assintomatica (p=
0,0265) em relacdo ao grupo DCSA. A analise do desequilibrio de ligacdo evidenciou forte
desequilibrio entre os SNPs do gene IL-10. Com relacdo a modulacdo das manifestacdes
clinicas da dengue, apenas os portadores T do SNP -819 C/T apresentaram associacdo
significativa de susceptibilidade a cefaleia (p*= 0,0264) e de protecdo contra edemas (p*=
0,0323) e calafrios (p*= 0,0478). A frequéncia dos alelos T e G dos respectivos SNPs -819
C/T e -1082 A/G deste estudo diferiu significativamente da encontrada em algumas
populacdes do mundo. Em sintese, os dados desta pesquisa sugerem uma possivel influéncia
do SNP rs1800896 sobre o fen6tipo da dengue sintoméatica em uma amostra populacional da
Regido Nordeste do Brasil, sendo encontrado panorama semelhante quando este foi
combinado com o SNP rs1800871, corroborando as evidéncias da literatura acerca do efeito
aditivo de polimorfismos.

Palavras-chave: Resposta imune, Citocina anti-inflamatoria, I1L-10, Polimorfismo genético,
Dengue virus.



ABSTRACT

Dengue is the most prevalent arthropod vector-borne infection in the world. The pathology
is currently classified as dengue without warning signs (DSSA), dengue with warning signs
(DCSA) and severe dengue (DS). The variety of clinical manifestations results from its
complex pathogenesis, which is influenced by viral, environmental and host factors.
Interleukin 10 (IL-10) is an anti-inflammatory cytokine involved with the immune response
of the host during the course of dengue. Single nucleotide polymorphisms (SNPs) described
for their coding gene, such as -819 C/T (rs1800871) and -1082 A/G (rs1800896), have
exhibited different profiles of association with the disease in the literature. Considering the
heterogeneity of these findings, the present study aimed to investigate the prevalence and
influence of polymorphisms in symptomatic, asymptomatic and dengue control individuals
of Parnaiba-P1 population, relating them to the development of clinical forms of the disease.
SNPs were investigated by Real-Time Polymerase Chain Reaction (QPCR). Genotypic
frequencies were tested for Hardy-Weinberg equilibrium. The association with dengue was
estimated by the Chi-square Test (x2) or Fisher's Exact Test and Odds Ratio. Data analysis
was performed in BioEstat 5.0, and a significance level of p<0.05 was adopted. The
haplotype and linkage disequilibrium analyzes were performed in Haploview 4.2. The
genotypic and allelic frequencies of the -819 C/T SNP did not show statistically significant
differences between the studied groups. When analyzing -1082 A/G SNP, statistical
significance was only observed in relation to the asymptomatic group. The A/G genotype
was associated with susceptibility to dengue (p= 0,01, OR= 2,17), DSSA (p= 0,02, OR=
2,13) and DCSA (p= 0,03, OR=2,34). The G/G genotype was associated with susceptibility
to dengue (p= 0,01, OR= 3,98) and DCSA (p= 0,01, OR= 2,63). The combination of A/G +
G/G genotypes was associated with susceptibility to dengue (p= 0,002, OR= 2,37), DSSA
(p=10,01, OR=2,23), and DCSA (p=0.01, OR= 2.63). All genotypic frequencies were found
in Hardy-Weinberg equilibrium. The G allele was associated with susceptibility to dengue
(p= 0,002, OR=1,96), DSSA (p= 0,01, OR=1,81) and DCSA (p= 0,006, OR= 2,14). In the
haplotypic analyzes of the IL-10 gene, C-G haplotype was associated with dengue (p=
0.0031), DSSA (p= 0.0195) and DCSA (p= 0.0045) also in relation to the asymptomatic
group, whereas C-A haplotype was associated with asymptomatic dengue (p= 0.0265) in
relation to the DCSA group. The analysis of the binding disequilibrium demostrated a strong
imbalance between the SNPs of the IL-10 gene. Regarding to modulation of the clinical
manifestations of dengue, only the T-carriers of the -819 C/T SNP had significant association
of susceptibility to headache (p*= 0.0264) and protection against edema (p*= 0.0323) and
chills (p*= 0.0478). The frequency of the T and G alleles of the respective SNPs -819 C/T
and -1082 A/G of this study differed significantly from that found in some populations of
the world. In summary, data from this research suggest a possible influence of the SNP
rs1800896 on phenotype of symptomatic dengue in a population sample from the Northeast
Region of Brazil. A similar scenario was found when this was combined with the SNP
rs1800871, corroborating the literature evidence about the additive effect of polymorphisms.

Keywords: Immune response, Anti-inflammatory cytokine, IL-10, Genetic polymorphism,
Dengue virus.
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1 INTRODUCAO

O Dengue virus (DENV) é um virus envelopado, de genoma constituido por RNA de
fita simples com polaridade positiva, e que possui quatro sorotipos virais antigenicamente
distintos (DENV 1 - 4), os quais sdo transmitidos aos seres humanos e a outros hospedeiros
vertebrados por meio da picada de fémeas de mosquitos do género Aedes, principalmente o
Aedes aegypti e Aedes albopictus (WILDER-SMITH; SCHWARTZ, 2005). Este virus é o
agente etiologico da dengue, que se caracteriza como uma doenca infecciosa febril aguda,
de carater emergente, que causa significativa morbimortalidade em regides tropicais e
subtropicais do mundo (JALILY; PAVANI; NANDESHWAR, 2017; SIERRA et al., 2017).

As infeccdes causadas pelo DENV possuem um amplo espectro de manifestacdes
clinicas, que vao desde infecgdes assintomaticas a sintomaticas graves. Segundo a antiga
classificacdo definida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as formas clinicas
sintomaticas podem manifestar-se sob duas formas principais: febre da dengue (FD) e febre
hemorrégica da dengue (FHD), com ou sem sindrome do choque da dengue (SCD) (WHO,
1997). A nova classificacdo proposta pela OMS dispde as infec¢bes sintomaticas em trés
categorias: dengue sem sinais de alarme (DSSA), dengue com sinais de alarme (DCSA) e
dengue severa (DS) ou grave (WHO, 2009).

Diante da heterogeneidade das manifestacdes clinicas da dengue, diversos estudos
apontam a influéncia da interacdo entre fatores relacionados ao virus, ao ambiente e ao
hospedeiro na modulacdo do desenvolvimento da doenca e na determinacdo da sua
gravidade. Fatores como sorotipos, genotipos e linhagens do DENV aliados as condicdes
ambientais (distribuicdo vetorial, competéncia vetorial e mudancas climéaticas) podem
moldar a severidade da infeccdo. Do mesmo modo, as caracteristicas da resposta imune do
hospedeiro (inata e adaptativa) e a presenca de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP,
do inglés Single Nucleotide Polymorphism) em genes candidatos sdo categoricos durante o
curso da patologia (COFFEY et al., 2009; WHITEHORN; SIMMONS, 2011; HERRERO et
al., 2013).

Evidéncias epidemiolégicas indicam que a resposta imune humana desenvolvida
durante a infec¢do pelo DENV tem se mostrado ser o principal contribuinte na patogénese
da doenca (ALAGARASU et al., 2015). Citocinas pro- e anti-inflamatdrias tém sido
identificadas como alvos primordiais no processo que leva a sua progressdo (SANTOS et
al., 2016). Estudos tém mostrado que polimorfismos em genes de citocinas podem afetar a

transcricdo genética, modificando os niveis e/ou a funcionalidade desses mediadores e,



consequentemente, contribuir no desfecho da patologia (PEREZ et al., 2010; XAVIER-
CARVALHO etal., 2010; FERNANDO et al., 2015).

Os polimorfismos -819 C/T (rs1800871) e -1082 A/G (rs1800896) na regido
promotora do gene da interleucina 10 (IL-10) caracterizam-se como exemplos de fatores
genéticos intrinsecos do hospedeiro, que estando envolvidos com a dindmica da dengue,
podem associar-se a progressao da doenca para as suas formas mais graves. Alguns dos
estudos realizados com os referidos polimorfismos descreveram que estas variantes se
relacionam com a susceptibilidade/predisposicdo genética a dengue, enquanto outras
pesquisas as apontam como fatores de protecdo, ou ainda ndo encontram associagdo com a
doenca (FERNANDEZ-MESTRE et al., 2004; MOREIRA et al., 2008; ALAGARASU et
al., 2015; SAM et al., 2015; CANSANCAO et al., 2016; FEITOSA et al., 2016).

Diante destes resultados discordantes, o presente estudo buscou conhecer a
prevaléncia e a influéncia dos polimorfismos rs1800871 e rs1800896 em populagdo
sintomética, assintomética e controle para dengue da cidade de Parnaiba-Pl, a fim de
compreender melhor a constituicdo genotipica do hospedeiro e os efeitos dos polimorfismos
sobre a patogénese e modulacdo dos sintomas clinicos da dengue. Os resultados desta
pesquisa poderdo contribuir com a elucidagdo de mecanismos complexos envolvendo a
patogénese viral e na identificacdo de grupos de risco dentro da populagdo em estudo exposta
ao virus. Além disso, poderdo auxiliar na procura por marcadores genéticos e imunoldgicos
especialmente em regides onde as populacdes se encontram mais susceptiveis a infeccao

pela arbovirose.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Arboviroses

Arboviroses sdo doencas causadas por um grupo heterogéneo de virus,
ecologicamente chamados de arbovirus, transmitidos aos seres humanos e a outros animais
por meio da picada de fémeas de vetores artropodes hematofagos (SOUTO; SOUTO, 2012;
LIANG et al.,, 2015; ALVA-URCIA et al., 2017), tais como mosquitos e carrapatos
(PFEFFER; DOBLER, 2010; BICHAUD et al., 2014; ANDRADE et al., 2017). Apresentam
distribuicdo mundial, com predominancia nas regides tropicais e subtropicais, uma vez que
estas oferecem condicOes propicias para a manutencédo do ciclo viral (LOPES et al., 2014).

A multiplicidade dos arbovirus conhecidos foi determinada inicialmente nas regides
tropicais da Africa e América do Sul, e em menor nimero na Asia (GOULD; SALOMON,
2008). Contudo, devido a fatores que vao desde a epidemiologia a genética viral, 0s quais
sdo influentes na distribuicdo dos vetores e hospedeiros reservatorios da doenca, a expansdo
geogréfica e a constancia de surtos epidémicos por arbovirus aumentou exponencialmente
em todo o mundo (GUBLER, 1996; GUBLER, 2001).

A dinamica das epidemias causadas por arboviroses € multifatorial, refletindo
mudancas na genética dos microorganismos, na dindmica da populacdo de hospedeiros e
vetores ou nas condi¢cdes ambientais antropogénicas. Varios fatores tém sido determinantes
para a emergéncia/reemergéncia das arboviroses ao longo do tempo, como a evolucgéo viral,
a adaptacdo de vetores, o impacto das mudancas climaticas, a urbanizacdo crescente, a
globalizag¢do do comércio, o transporte moderno, a deficiéncia nas medidas de controle de
vetores, dentre outros (GOULD; HIGGS, 2009; GUBLER, 2011; REZZA, 2014;
DONALISIO et al., 2017; GOULD et al., 2017; MARINHO et al., 2017).

Segundo o catalogo internacional de arbovirus, ha mais de 545 espécies registradas,
das quais, mais de 150 s&o associadas a doencas envolvendo seres humanos e animais, sendo
a maioria listada como zoonoses (KARABATSOS, 1985; LANCIOTTI, 1999; PFEFFE;
DOBLER, 2010). No Brasil, mais de 200 espécies diferentes de arbovirus foram isoladas,
com aproximadamente 40 delas podendo causar infecgdes em humanos de forma esporadica,
endémica e/ou epidémica (ROSA et al., 1998; VASCONCELOS et al., 2001).

Os arbovirus causadores de doengas em humanos e animais pertencem as familias
virais: Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (LOPES et al.,
2014; TABACHNICK, 2016). O Brasil, situado em territério predominantemente tropical,



apresenta condicOes ideais para a existéncia dos vetores da doenga e, portanto, para a
manutencgéo e emergéncia de ciclos das arboviroses (FIGUEIREDO, 2000; FIGUEIREDO;
FIGUEIREDO, 2014). Os principais arbovirus circulantes endémicos pertencem as familias
Flaviviridae (género Flavivirus), Togaviridae (género Alphavirus) e Bunyaviridae (géneros
Orthobunyavirus e Phlebovirus) (ZHANG et al., 2003; FIGUEIREDO, 2015).

No género Flavivirus, estdo inclusas espécies de arbovirus causadoras de uma
grande variedade de doencas, incluindo febres, encefalites e febres hemorrégicas,
destacando-se neste grupo: Yellow fever virus (YFV), Dengue virus (DENV), Zika virus
(ZIKV), West Nile virus (WNV) e Saint Louis encefalite virus (SLEV) (BATISTA et al.,
2011; CLETON et al., 2012). Além deste, os arbovirus dos géneros Alphavirus e
Orthobunyavirus, como as espécies Chikungunya virus (CHIKV) e Mayaro virus (MAYYV),
e o Oropouche virus (OROV), respectivamente, apresentam grande importancia
epidemioldgica (BRONZONI et al., 2005; CASSEB et al., 2013; FORMENT]I, 2015).

2.2 Aspectos Histdricos e Perfil Epidemioldgico da Dengue no Mundo, no Brasil e no
Piaui

A dengue é uma importante arbovirose e grave problema de saide publica global,
sendo endémica em paises do Mediterraneo Oriental, das Américas, do Sudeste Asiatico, e
em regides do Pacifico Ocidental e Africa, com casos esporadicos ocorrendo e se espalhando
para areas ndo endémicas nos Estados Unidos e na Europa (BHATT et al., 2013; GUZMAN
et al., 2016).

Nas Ultimas décadas, a taxa de incidéncia da doenca aumentou rapidamente (mais de
30 vezes nos Ultimos 50 anos). Cerca de 3,9 bilhdes de pessoas vivem em areas potenciais
de risco para a infec¢do (WHO, 2013) e 390 milhGes de casos ocorrem anualmente no mundo
(GUZMAN; HARRIS, 2015), sendo 96 milhdes de infecgdes clinicamente aparentes
(BHATT, 2013; NEDJADI et al., 2015) e 2 milhdes de casos graves (GUZMAN; HARRIS,
2015), com 550 mil hospitaliza¢Ges e 25 mil mortes anuais (VIANA; IGNOTTI, 2013;
LOPES et al., 2014) (Figura 1).
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Figura 1 - Risco de diferentes regibes do mundo para a transmissdo do Dengue virus.
As evidéncias da doenga sdo mostradas na imagem com variagdo entre completa auséncia (verde escuro)
e completa presencga (vermelho escuro) dos 4 sorotipos da dengue. (Fonte: GUZMAN et al., 2016 -
Adaptado).

Grandes epidemias de doenga febril ocorreram nos continentes asiatico, africano e
americano no século XVIII, durante os anos 1779 — 1780. Contudo, o registro mais antigo
de uma doencga clinicamente compativel com a dengue estd em uma enciclopédia chinesa
datada de 610 d.C, na qual a doencga foi mencionada como “doenca da dgua” associada a
insetos voadores (NOBUCHI, 1979; GUZMAN; ISTURIS, 2010; MURRAY et al., 2013).
Surtos epidémicos de doenca febril aguda nas Indias Ocidentais (1635) e no Panama (1699)
foram remetidos a dengue, porém sem consenso certo quanto ao real agente etiologico
responsavel pelos casos (GUBLER, 1997; HALSTEAD, 2008). Em 1779, epidemias foram
relatadas na ilha de Java (Jacarta) e em Cairo (Egito), porém também sendo incerta a sua
relacdo com a doenga. Apenas no ano seguinte surgiram as ocorréncias melhor
documentadas sobre a dengue, durante epidemia ocorrida na Filadélfia (1780) (RUSH, 1789;
MARTINEZ-TORRES, 1990; GUBLER, 1997; 1998; BARRETO; TEIXEIRA, 2008).

No decorrer dos trés ultimos seculos houve o registro de oito pandemias e/ou surtos
isolados de dengue ao redor do mundo, tendo duracéo de trés a sete anos, nas Ameéricas,
Africa, Asia, Europa e Australia, entre os anos 1779 — 1916 (HOWE, 1997; BARRETO;
TEIXEIRA, 2008). Esta doenga foi considerada benigna durante muito tempo. Entretanto,
apos a Segunda Guerra Mundial, ganhou uma nova viséo, devido ao acelerado crescimento

urbano e econdmico, que levou ao aumento da frequéncia e magnitude das epidemias,



facilitando a dispersdo dos sorotipos da dengue e o surgimento de infeccOes graves
(HALSTEAD, 1980; MARTINEZ-TORRES, 1990; GUBLER, 1997).

No Brasil, a dengue estd presente desde 1845, quando a primeira epidemia foi
relatada no Estado do Rio de Janeiro (DROLL; SCHNEIDER, 2001). Contudo, as primeiras
mencdes da doenca na literatura cientifica datam do periodo de 1916-1923, nas cidades de
Sdo Paulo e Niteroi, respectivamente (MEIRA, 1916; PEDRO, 1923; BARRETO;
TEIXEIRA, 2008). Nos anos seguintes ndo houve registro de casos da doenca, devido ao
programa de controle de mosquitos para prevencdo da febre amarela urbana, coordenado
pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), que funcionou com sucesso para
manter o Brasil livre do Aedes aegypti até 1976 (SIQUEIRA et al., 2005; TEIXEIRA et al.,
2013; MARINHO et al., 2017).

A primeira evidéncia de epidemia da dengue no pais confirmada clinica e
laboratorialmente foi registrada em 1981, na cidade de Boa Vista, Roraima, e segundo o
inquérito sorolégico realizado por Osanai e colaboradores (1984), onze mil pessoas foram
infectadas pelo virus nessa ocasifo (SIQUEIRA et al., 2005; CAMARA et al., 2007). Esta
ocorréncia correspondeu a aproximadamente uma incidéncia de 22,6%, e foram isolados
dois sorotipos do virus: DENV-1 e DENV-4 (OSANAI et al., 1984). No entanto, essa
epidemia foi contida em passo acelerado, uma vez que o vetor da doenca, o Aedes aegypti,
ainda ndo havia se dispersado por todo o territério brasileiro, e 0 seu combate promoveu a
sua eliminac&o quase que por completo na cidade (DONALISIO, 1995).

A dengue reapareceu no Brasil em 1986, no Rio de Janeiro, se tornando um problema
de saude publica de ambito nacional com a introducdo do sorotipo DENV-1 no Estado
(NOGUEIRA et al., 2000; DICK et al., 2012). Mais de um milhdo de individuos foram
infectados pelo DENV-1 (TEIXEIRA et al., 2009). A seguir, a virose difundiu-se por varios
Estados do pais (Ceara, Alagoas, Pernambuco, Sdo Paulo, Bahia e Minas Gerais)
(TEIXEIRA et al., 1999; BARRETO; TEIXEIRA, 2008). Na sequéncia, um periodo de dois
anos com baixa endemicidade da doenca foi observado. Nos anos 1990-1991, a dengue
ressurgiu no Rio de Janeiro com o aumento da transmisséo do DENV-1 e a introducdo do
DENV-2, 0 que promoveu as primeiras ocorréncias de dengue hemorragica, com relatos
inclusive de dbitos (TEIXEIRA et al., 1999).

Na década de 1990, nos dois primeiros anos, a dengue permaneceu restrita as cidades
dos Estados do Rio de Janeiro, Ceara, Alagoas e Pernambuco, tendo poucas notificacdes de

casos em outros locais. Nos anos seguintes, a circulagdo dos DENV-1 e -2 e do seu mosquito



transmissor aumentou ligeiramente em outras areas do territério brasileiro, com movimento
simultaneo de ambos os sorotipos (TEIXEIRA et al., 2005). Em 2000, a entrada do DENV-
3 no pais foi confirmada. Este sorotipo foi responsavel por causar a epidemia de 2002 no
Brasil, onde foram notificados cerca de 800 mil casos da doenca (NOGUEIRA et al., 2005)
(Figura 2).

1845 - Rio de Janeiro 1981 - Roraima 1990 - Rio de Janeiro
Ano histarico para a DENV - 1 e DENV -4 DEMNV - 2
acorréncia da dengue
r\_y“l,ﬂfb N
A ’

2000 - Rio de Janeiro 2010 - Raraima
DENV - 3 DENV - 4 (reemergéncia)

I Estado onde o sorotipo da dengue foi primariamente identificado

Figura 2 - Introducdo dos sorotipos da Dengue no Brasil. (Fonte: FARES et al., 2015 — Adaptado).

Uma queda da incidéncia de notificacdo de casos de dengue aconteceu apds o0 ano
2000, retornando a tendéncia de crescimento em 2005. Em 2008, segundo dados registrados
pelo Ministério da Saude, houve mais de 700 mil casos e mais de 45 mil hospitalizacdes por
dengue (TEIXEIRA et al., 2008). O DENV-4 foi isolado posteriormente de casos da doenca
nos Estados do Amazonas, Amapa e Para, S&o Paulo e Rio de Janeiro (SOUZA et al., 2011).

A regido Nordeste do Brasil compde uma area turistica que abrange sete Estados ao
longo da costa brasileira e tem sido uma das mais afetadas pela doenca, com ocorréncia de
epidemias anuais. Durante o final da década de 1990, esta regido foi responsavel pelo maior
numero de notificacbes de dengue (NOGUEIRA et al., 2007). No Estado do Piaui, a presenga
do vetor da doenca, 0 Aedes Aegypti, foi determinada em 1986. Os primeiros casos de dengue
no Estado foram notificados neste ano, e a primeira epidemia confirmada em 1996. Os
primeiros testes de diagndéstico foram realizados a partir do ano 2000, quando foi confirmada
a circulacdo do sorotipo DENV-1. Em 2001, foi detectado o sorotipo DENV-2
(FIGUEIREDO, 1996; MONTEIRO et al., 2009). No ano seguinte, confirmou-se a
circulacdo dos trés sorotipos virais: DENV-1, DENV-2 e DENV-3 (CASTRO et al., 2003).



No Piaui, com base em um levantamento epidemioldgico de casos suspeitos de
dengue notificados entre os anos de 2006 a 2011, realizado na plataforma do Sistema de
Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN), observou-se casos de coinfeccéo viral e
uma possivel cocirculacdo dos quatro sorotipos da dengue em 2011, com a introducdo do
DENV-4 (SANTOS, 2013). Durante os anos de 2011 a 2015, analises experimentais de
amostras suspeitas da doenca confirmaram a cocirculagdo dos 4 sorotipos do DENV,
refletindo a situacdo de hiperendemicidade do Estado (VALE, 2015; GARCES, 2016).
Barros (2018), investigando a dindmica da circulacdo dos arbovirus Dengue virus,
Chikungunya virus e Mayaro virus entre os anos de 2016 e 2017, detectou 0s sorotipos
DENV-2 e DENV-4, além de caso de coinfec¢do pelo DENV-1 e CHIKV no Estado.

Segundo dados do Boletim Epidemiol6gico da Secretaria de Vigilancia em Saude
(SVS) do Ministério da Saude, em 2018, até a Semana Epidemioldgica (SE) 21 (31/12/2017
a 26/05/2018), foram registrados 149.630 casos provaveis de dengue no Brasil. Destes,
64.341 casos foram confirmados e outros 81.734 casos suspeitos foram descartados. A regido
Centro-oeste registrou 0 maior nimero de casos provaveis (56.676 casos; 37.9%) em relacao
ao total do pais, seguida das regides Sudeste (46.522 casos; 31.1%), Nordeste (33.473 casos;
22.4%), Norte (10.545 casos; 7.0%) e Sul (2.414 casos; 1.6%). A andlise da taxa de
incidéncia de casos provaveis de dengue, segundo regibes geograficas, evidenciou que as
regides Centro-Oeste (357.0 casos/100 mil habitantes) e Norte (58.8 casos/100 mil
habitantes) apresentaram as maiores taxas de incidéncia (BRASIL, 2018).

Ainda no Brasil, em 2018, até a SE 21, foram confirmados 124 casos de DS e 1.336
casos de DCSA. A regido Centro-Oeste registrou 0 maior nimero de casos confirmados de
DS e DCSA, com 59 e 918 casos, respectivamente. Um total de 57 dbitos por dengue foram
confirmados. Existem ainda em investigacdo 356 casos de DS e DCSA e 174 06bitos que
podem ser confirmados ou descartados. Conforme o citado boletim, no Piaui foram
registrados 1.029 casos provaveis de dengue em 2018, e a taxa de incidéncia de casos
provaveis da doenca no Estado foi de 32.0/100 mil habitantes até a SE 21 (BRASIL, 2018).

O Brasil é considerado um pais tropical, de clima quente e dmido, com diferencas
em suas zonas climaticas e na dinamica das chuvas em areas da faixa costeira, 0 que
proporciona um ambiente acolhedor e bastante favoravel para a proliferacdo do mosquito
vetor da dengue, o Aedes aegypti (FARES et al., 2015). A atividade do DENV ocorre ao
longo do ano, porém a maior parte dos surtos e os altos niveis de infestagdo vetorial exibem

um padréo sazonal tipico, ocorrido durante a estacdo chuvosa, entre os meses de dezembro



a maio, os quais sdo os mais quentes do ano (SIQUEIRA et al., 2005). Diante disto,
investimentos continuos na qualificacdo das agdes de vigilancia epidemioldgica, viroldgica
e vetorial sdo necessarias para o estabelecimento de métodos de controle e prevencdo da
doenca no pais (LIMA-CAMARA, 2016; DONALISIO et al., 2017).

2.3 Caracterizagdo Molecular do Dengue virus

A dengue é uma doenca viral infecciosa que possui como agente etiologico o DENV.
Este virus pertence ao género Flavivirus, familia Flaviviridae, e trata-se de uma particula
esférica de aproximadamente 50 nm de didmetro - segundo analises por microscopia
eletrbnica e microscopia de forca atbmica, com genoma protegido por um nucleocapsideo
proteico (C) de simetria icosaédrica (30 nm), envolto por uma membrana chamada de
envelope lipidico. Este envelope ancora proteinas de membrana (M) e do envelope (E) em
sua superficie (Figura 3) (LINDENBACH; RICE, 2003; FERREIRA et al., 2008;
ALCARAZ-ESTRADA et al., 2010; GUZMAN et al., 2010; LOPES et al., 2014). Tais
proteinas formam uma camada externa protetora que controla a entrada do virus em células
humanas (NATURE, 2018).

Protgina M

Proteina E

R \_»4"‘/(;_‘47,./-/ " RNA Genémico

Figura 3 - Estrutura da particula viral do Dengue virus. (Fonte: ViralZone 2016 - Adaptado).

O genoma do virus é constituido por RNA de fita simples, polaridade positiva, com
tamanho de aproximadamente 11 kb. Possui uma Unica sequéncia de leitura aberta (ORF, do
inglés Open Reading Frame), flanqueada por duas regides nao traduzidas (5" UTR/ 3'UTR,
do inglés Untranslated Region), que contém os elementos estruturais e funcionais
necessarios para a replicacdo e a traducdo do genoma. A ORF codifica uma longa

poliproteina que, apds o seu processamento por proteases celulares e virais, produz dez
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proteinas virais maduras. A extremidade N-terminal da poliproteina codifica trés proteinas
estruturais: proteina do capsideo (C), proteina de membrana (M) - que € produzida durante
a maturacdo de particulas virais nascentes a partir de um pequeno fragmento proteolitico da
proteina precursora de membrana — prM, e proteina do envelope (E). Seguidamente, codifica
sete proteinas ndo-estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 (CHANG, 1997;
LINDENBACH; RICE, 2003; ROTHMAN, 2004) (Figura 4).

5"UTR

NS2A NS4A
f
NS l NS5

NS2B NS48 3 UTR

Figura 4 - Organizagdo do genoma do Dengue virus. (Fonte: GUZMAN et al., 2010).

A proteina do capsideo (C), uma proteina altamente basica com afinidade pelo RNA,
encontra-se associada ao genoma e € essencial para a montagem dos virions. A proteina de
membrana (M), produzida a partir da proteina precursora de membrana (prM), funciona
como chaperona durante a maturagédo da particula viral. A proteina de envelope (E) contém
a maior parte dos determinantes antigénicos do DENV e tem por funcdo facilitar a entrada
viral nas células hospedeiras ligando-se a receptores celulares, além de mediar a fusdo das
membranas viral e celular (ZHANG et al., 2004; LINDENBACH et al., 2007). As proteinas
ndo-estruturais estdo envolvidas com a replicacdo e morfogénese viral, processos que estao
intimamente ligados ao reticulo endoplasmatico do hospedeiro e a funcéo da via secretora,
além de atuar na regulacdo da transcricdo do genoma viral (MACKENZIE et al., 1998;
ROSS, 2010; GUZMAN et al., 2016).

2.3.1 Sorotipos e Genotipos

O DENV compreende quatro sorotipos relacionados genética e antigenicamente (1 —
4) (GONCALVES et al., 2015), com cada um deles agrupados em genotipos e linhagens
diferentes, conforme suas variagdes nucleotidicas. Um provavel quinto sorotipo viral
(DENV-5) foi descrito recentemente nas florestas do Sudeste Asiatico, o qual foi associado
a quadros severos da doenca em humanos (VASILAKIS, 2013; MUSTAFA et al., 2015;
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POZZETTO et al., 2015). Tais sorotipos apresentam cerca de 65-70% de sequéncias
homdlogas (GREEN; ROTHMAN, 2006). Essa ampla variabilidade genética tem
implicacdes na aptiddo diferencial dos virus e na sua viruléncia, no agravamento da doenca
(progressdo da viremia), na variedade de manifestacGes clinicas, e no aparecimento de
epidemias e/ou surtos (GUZMAN; KOURI, 2002; FRIED et al., 2010; OHAINLE et al.,
2011).

Os sorotipos do DENV possuem, cada um, de cinco a seis genotipos reconhecidos
(YAMASHITA et al., 2013). O DENV-1 é composto por cinco genotipos (I-V), com
evidéncia de apenas o gendétipo V circulando no Brasil (GONCALVEZ et al., 2002;
SANTOS et al., 2002; CARNEIRO et al., 2012). O DENV-2 possui 6 gendtipos delineados
(asiatico-americano, asiatico |, asiatico Il, cosmopolita, silvestre e americano), sendo o
asiatico-americano o que circula no pais (ANEZ et al., 2011; FARIA et al., 2012; SIM;
HIBBERD, 2016). O DENV-3 apresenta cinco gendtipos (I-V), com o 111 circulando no pais
(LANCIOTTI et al., 1994; WITTKE et al., 2002). E o DENV-4 apresenta cinco gendtipos
(1, HA, 1B, 111 e silvestre), com o 1l circulando no pais (LANCIOTTI; GUBLER; TRENT,
1997; ABUBAKAR; WONG; CHAN, 2002).

2.4 Vetor e Ciclo de Transmissao Viral

Os mosquitos do género Aedes (subgénero Stegomyia) sdo 0s transmissores da
dengue, sendo o A. aegypti o principal vetor da doenca no mundo e no Brasil (LUPI et al.,
2007). O A. aegypti é encontrado em grande quantidade nos locais de risco para a doenga,
povoando areas geograficamente diversas (SINGHI et al., 2007). O vetor é adaptado ao
ambiente peridoméstico, onde se alimenta do sangue de seres humanos e animais
domeésticos, e pde ovos em uma variedade de recipientes de retencdo natural e artificial de
agua (FARES et al., 2015). Além deste, outras espécies de mosquitos podem atuar como
vetores para a doenca: Aedes albopictus, Aedes polynesiensis e Aedes scutellaris (GUBLER,
1997; MARTINS et al., 2012).

O DENV possui dois ciclos de transmissdo: um silvestre e outro urbano. O primeiro
envolve primatas ndo humanos e mosquitos Aedes nas florestas tropicais da Asia e da Africa
(GUBLER, 1998; 2014). Embora esse ciclo ainda exista, sua relevancia para a satde publica

ainda é duvidosa. O segundo ciclo constitui-se o principal, envolvendo seres humanos e
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mosquitos, nos grandes centros urbanos tropicais (LOPES et al., 2014; GUZMAN et al.,
2016).

No ciclo urbano (Figura 5), a transmissdo do DENV se d& por meio da picada do
mosquito fémea infectado, apos este se alimentar do sangue de individuos que se encontram
na fase febril aguda da doenca (fase virémica). Durante o periodo de incubacéo extrinseco
(8-10 dias), o virus inicialmente infecta as células do intestino médio do mosquito e,
posteriormente, dissemina-se para outros tecidos, infectando as glandulas salivares 5-12 dias
mais tarde. Uma vez infectadas, 0 mosquito se encontra apto a transmitir o virus durante o
resto de sua vida (WHO, 2002). Apo6s o individuo ser picado pelo inseto, inicia-se o periodo
de incubacdo intrinseca, que dura em média de 3-14 dias, e logo mais o0s sinais clinicos e
sintomas da doenca comecam a aparecer (SILER et al., 1926; GUBLER, 2014; LOUIS et
al., 2014; TUKASAN et al., 2017). A transmissao vertical, na qual o mosquito transmite o
virus através dos ovos para a sua prole, pode ocorrer. Porém, a importancia deste modo de
transmissdo € duvidosa (GUBLER, 2014; GUZMAN et al., 2016).

Ciclo silvestre Ciclo urbano
anatasm ) Q) H““JRDOSJ{ .\l
J S

Aedes | \Iosqmto

Figura 5 - Ciclos de transmissdo do Dengue virus. (Fonte: WHITEHEAD et al., 2007 - Adaptado).

2.5 Ciclo de Multiplicacao Viral

Ap0s o virus ser introduzido no hospedeiro humano, a sua ligagdo e penetracdo nas
células alvo ocorre por endocitose mediada por receptores de superficie celular para
proteinas do envelope viral. O virus se liga com maior frequéncia as células dendriticas
(DCs, do inglés Dendritics Cells), e utiliza a molécula ndo integrina captora da molécula de
adesdo intracelular 3 especifica de células dendriticas (DC-SIGN, do inglés Dendritic-Cell-
Especific ICAM3-Grabbing No-integrin) como principal receptor, que € expressa na
superficie das DCs (PASTORINO et al., 2010; DIAMOND; PIERSON, 2015).
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Ap0s o virus ser internalizado por endocitose, as particulas virais transitam para o
endossomo, onde 0 ambiente acido desencadeia grandes alteragdes estruturais importantes
na proteina E, que induzem a fusdo da membrana celular viral e hospedeira. Posteriormente
a fusdo, o nucleocapsideo é liberado para o citoplasma, o0 RNA viral se dissocia, e entdo €
iniciada a replicacdo do genoma viral e a montagem das particulas virais (KIMURA;
OHYAMA, 1988; PASTORINO et al., 2010; FLIPSE; WISCHUT; SMIT, 2013) (Figura 6).

O RNA viral é traduzido em associacdo com membranas do reticulo endoplasmatico.
Iniciado o processo de traducdo do genoma viral, ocorre a sintese de um genoma de sentido
negativo (3°-5) intermedidrio, o qual ira servir como molde para a sintese de multiplas
copias de RNA viral de sentido positivo (5°-3”). Ciclos consecutivos de tradugdo produzem
copias das proteinas estruturais e nao estruturais (CHAMBERS et al., 1990; PASTORINO
etal., 2010; DIAMOND; PIERSON, 2015).

Apo6s a multiplicacdo viral, particulas imaturas sdo formadas no lumen do reticulo
endoplasmatico. Essas particulas contém proteinas E, prM, membrana lipidica e
nucleocapsideo, e ndo podem induzir a fusdo da celula hospedeira, 0 que as torna nao
infecciosas. Elas séo transportadas pela via secretéria do complexo de Golgi, onde a prM é
clivada por uma protease do hospedeiro, adotando a sua forma madura (M). A clivagem
ocorre na rede trans-Golgi e é importante para o potencial de infectividade do virus, onde
cria particulas maduras e infecciosas. Estas sao liberadas da célula hospedeira por exocitose,
e ja podem infectar outras células (MUKHOPADHYAY; KUHN, ROSSMANN, 2005;
FERNANDEZ-GARCIA et al., 2009; PASTORINO et al., 2010; DIAMOND, PIERSON,
2015).

@ Ligag30 a recaptor

Figura 6 - Ciclo de multiplicacdo do Dengue virus. (Fonte: PASTORINO et al., 2010 —
Adaptado).
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2.6 Imunopatogénese da Dengue

Durante o repasto sanguineo dos mosquitos em humanos, o virus é inoculado na
corrente sanguinea, com transbordamento para a epiderme e a derme, 0 que resulta na
infeccdo de células do sistema imune, como as células de Langerhans, as células dendriticas
intersticiais e as células fagociticas mononucleares (LIBRATY et al., 2001; LIMON-
FLORES et al., 2005; MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS, 2009; GUZMAN et al., 2016;
CASTILLO-MACIAS et al., 2017). Tais células se deslocam do seu sitio inicial para os
vasos linfaticos, e culminam com o recrutamento de macro6fagos e mondcitos para conter a
infeccdo, mas estes acabam tornando-se alvos do DENV (TAVARES; MARINHO, 2005).
Com isto, a infeccdo é ampliada e ocorre sua disseminacdo por todo o sistema linfatico,
atingindo células da linhagem mononuclear, além de células do bago, da medula dssea,
hepatocitos e fibroblastos (MALAVIGE; FERNANDO et al., 2004; BOONNAK et al.,
2008).

A resposta imune inata do hospedeiro constitui a primeira linha de defesa contra a
invasdo pelo DENV, e acredita-se que esta seja responsavel por articular o resultado da
infeccdo (HERRERO et al., 2013). Os seus componentes [células natural Killer (NK),
mastécitos, células fagociticas — mondcitos, neutréfilos, macréfagos e células dendriticas]
estdo intimamente relacionados com a resposta inflamatéria desencadeada durante a doenca
(NAVARRO-SANCHEZ et al., 2005; HERRERO et al., 2013). A imunidade adaptativa do
hospedeiro exerce um papel fundamental na resposta imune ao virus, provendo protecao
mediada por anticorpos dirigidos contra a proteina E viral, e ainda com a depurac¢éo viral por
linfocitos T (MURPHY; WHITEHEAD, 2011). No entanto, esta Gltima imunidade pode
contribuir também com o desenvolvimento das formas graves da doenca, devido a
potencializacdo da infec¢do viral mediada por anticorpos ou a producéo de citocinas, pelas
respostas mediadas por linfécitos T (T helper — Thl e Th2) (MATHEW; ROTHMAN, 2008).

O surgimento dos sintomas mais comuns da dengue no hospedeiro humano, como
febre e mal-estar, ocorre ap6s um periodo de incubacdo de 2-7 dias, concomitante a fase
virémica da doenca. Tais sintomas se relacionam com altos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias liberadas por macréfagos, quando estes interagem com linfdcitos T helper
ativados (FIGUEIREDO, 1999). Nesta fase, sdo detectados varios marcadores associados a
ativacdo de linfocitos, macrofagos e células dendriticas, como fator de necrose tumoral-alfa

(TNF-a), interferon-gama (IFN-y), interferon-alfa (IFN-a), interleucina-2 (IL-2),
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interleucina-1 beta (1l-1pB), interleucina-8 (IL-8), dentre outros (GREEN et al., 1989;
FIGUEIREDO, 1999; NAVARRO-SANCHEZ et al., 2005; KURANE, 2007).

A resposta imunologica desencadeada pelo individuo infectado pode leva-lo a cura
ou progredir, induzindo a forma grave da doenca (LIBRATY et al., 2002; ROTHMAN,
2011). Apesar dos numerosos estudos realizados ao longo de vérias décadas, a patogénese
da dengue grave ainda ndo se encontra inteiramente compreendida (CHATURVEDI et al.,
2006; CLYDE et al., 2006). Supdem-se que a sua base seja multifatorial, sendo determinada
pela interacdo de fatores genéticos e imunoldgicos do hospedeiro, além de fatores virais,
epidemioldgicos e condigdes ecoldgicas (GREEN; ROTHMAN, 2006; MARTINA, 2009;
PEREZ et al., 2010; RICO-HESSE, 2010; ROTHMAN, 2011) (Figura 7).

Fase febril | Fase critica
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Figura 7: Patogénese da dengue, de acordo com a fase da doenca. Mecanismos possivelmente relacionados:
anticorpos pré-existentes, infeccdo e ativacdo de células do sistema imune humano, células T e B, produgdo de
auto-anticorpos, citocinas e outros mediadores sollveis. DENV = virus da dengue. Abs = anticorpos. ADE =
aumento dependente de anticorpos. Ics = imunocomplexos. DC = células dendriticas. Mo =
monacitos/macréfagos. NS1 = proteina NS1. mT = células T de memoria. Tn = células T naive. Treg = células T
reguladoras. mB = células B de meméria. Bn = células B naive. DIC = coagulacdo intravascular disseminada.
(Fonte: GUZMAN; HARRIS, 2014 - Adaptado).

Diferencas nas respostas de anticorpos, citocinas e células T contribuem para o
desenvolvimento da dengue em sua forma grave (MALAVIGE et al., 2004). As interagdes
entre as células apresentadoras de antigenos e os linfécitos T desencadeiam respostas
adaptativas e também a permanéncia de células T de memdria, envolvidas no
extravasamento de plasma (MCBRIDE; BIELEFELDT-OHMANN, 2000). A ativacéo das
células T de memdria leva ao acionamento da cascata de citocinas e a liberacdo de citocinas

pré- e anti-inflamatdrias, onde o efeito sinérgico destas no endotélio pode facilitar o
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extravasamento de plasma (STEPHENSON, 2005; OLIVEIRA, 2011; WHITEHORN;
SIMMONS, 2011).

Em resposta a infeccdo por dengue, a producdo potente de mediadores inflamatorios
é crucial para iniciar a depuracdo viral rapida, reduzindo assim a infeccao e a progressao da
doenga. Contudo, a inflamagéo excessiva e persistente pode contribuir com o agravamento
da doenga (GARCIA et al., 2010; FAGUNDES et al., 2011). A secre¢do maciga de citocinas
correlaciona-se positivamente com os sintomas sistémicos da dengue, que inclui disfuncéo
hepatica, trombocitopenia, hipotensdo e choque hemorragico (GARCIA et al., 2010).

No periodo de defervescéncia da dengue — quando o extravasamento de plasma é
evidente, niveis altos de produtos resultantes da ativacdo do sistema complemento (C3a e
Cb5a) sdo detectados no plasma (WHITEHORN; SIMMONS, 2011; WAN et al., 2013;
GUZMAN; HARRIS, 2014). A proteina NS1 (Do inglés, Nonstructural Protein 1) é
importante para a ativagdo desse sistema (AVIRUTNAN et al., 2006). Altos niveis desta
proteina, secretada por células infectadas pelo DENV, juntamente com a presenca de
anticorpos pré-existentes, podem desencadear a ativacdo do sistema complemento, e a
ocorréncia desta ativacdo na superficie do endotélio acentua a infeccdo, estimulando a
producdo de citocinas inflamatdrias associadas a FHD/SCD, e desencadeia efeitos locais e
sistémicos envolvidos no processo de coagulagéo intravascular (GUZMAN; KOURI, 2002;
KURANE, 2007; WHITEHORN; SIMMONS, 2011).

Embora controversos, os auto-anticorpos que resultam em disfuncdo das células
plaquetarias e endoteliais podem estar envolvidos na patogénese da FHD/SCD. Os
anticorpos dirigidos contra alguns epitopos da proteina E viral podem se ligar ao
plasminogénio humano e inibir a atividade da plasmina (GUZMAN; HARRIS, 2014). Os
anticorpos anti-NS1 relacionam-se com a gravidade da doenca e a reacdo cruzada de
anticorpos anti-NS1 com células hepaticas, endoteliais e plaquetas parecem estar implicados
no processo de inducgdo a apoptose de tais células (MARTINA; KORAKA; OSTERHAUS;
2009; WAN et al., 2013).

Acredita-se que a hipotese mais relevante relacionada a génese da dengue grave seja
a proposta por Halstead (1970), conhecida por potencializagdo mediada por anticorpos ou
ADE (Do inglés, Antibody-dependent Enhancement) (Figura 8). Nesta, 0s anticorpos de um
individuo previamente infectado por um sorotipo do DENV n&o neutralizam o sorotipo
heter6logo em uma infeccdo secundaria, o que acaba formando um complexo antigeno-

anticorpo, exacerbando a infeccdo, por facilitar a penetracdo viral especialmente em
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macrofagos e monadcitos. Os virus utilizam a por¢do Fc dos anticorpos para se ligarem as
células que possuem receptores gama para fragmento cristalizavel (FcyR), resultando em um
numero aumentado de alvos de infeccdo para 0 DENV. Este evento leva a um aumento na
viremia e estimula a producdo de mediadores inflamatorios, com consequente aumento da
permeabilidade vascular e gravidade da dengue (HALSTEAD, 1970; LITTAUA et al., 1990;
DEJNIRATTISAI et al.,, 2010; GUZMAN; LUPI et al., 2007, VAZQUEZ, 2010;
WHITEHORN; SIMMONS, 2011).
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Figura 8 - Potencializagdo mediada por anticorpos. (Fonte: WHITEHEAD et al., 2007 - Adaptado).

A teoria ADE por si s6 ndo é capaz de elucidar todos os fatores ligados as
manifestacGes da dengue grave, uma vez que individuos com infec¢do primaria também
podem evoluir para quadros clinicos graves, e apenas uma parcela da populacédo infectada
pelo DENV durante uma infec¢do secundéaria desenvolve quadros graves da doenca (SCOTT
etal., 1976; WATTS et al., 1999).

Uma outra explicacdo para a ocorréncia da dengue grave € dada pelo modelo
conhecido como Teoria do Pecado Antigénico Original, com a participacdo de linfocitos T
de memdria ativados em infeccbes secundarias por sorotipos heterdlogos. Durante uma
infeccdo primaria, ocorre expansao clonal de populagdes de células T com maior afinidade
pelos epitopos presentes no sorotipo infectante, originando células de memoria para esse
sorotipo. Quando ocorre uma infe¢do secundaria, por outro sorotipo, as células T de memoria
geradas na infeccdo primaria sdo ativadas e se expandem de forma mais rapida do que as
especificas para o sorotipo infectante em questdo. Estas células possuem afinidade baixa

para o sorotipo infectante, sendo ineficientes para eliminagdo viral. Contudo, liberam
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citocinas inflamatorias de forma alterada, o0 que acaba por aumentar a viremia e contribuir
com a gravidade da doenca (MONGKOLSAPAYA et al., 2003; MARTINA et al., 2009).

A teoria mais aceita atualmente é denominada de Teoria Integral de
Multicausalidade, proposta por pesquisadores cubanos. Esta teoria sustenta a ideia de que a
dengue grave esteja relacionada a varios fatores de risco. Fatores do hospedeiro (idade,
género, raga, estado nutricional, presenca de anticorpos, magnitude da resposta imune a
infeccdes anteriores, enfermidades crénicas), aliados a fatores epidemioldgicos (populagéo
susceptivel, cocirculacdo de sorotipos, elevada densidade do vetor da doenca, presenca de
vetor eficiente, intervalo de tempo entre as infecces por sorotipos heterélogos) e fatores
virais (sorotipos circulantes e viruléncia da cepa viral) amplificam as condicdes para a
ocorréncia da gravidade da dengue (PALACIOS SERRANO; VARGAS CABALLERO;
AGUIRRE PORTUONDO, 2001; GUZMAN; KOURI, 2002).

2.7 Aspectos Clinicos e Classificacdo da doenga

A dengue é uma doenca dindmica que pode culminar em uma ampla gama de
manifestacdes clinicas, que variam desde formas assintomaticas até quadros severos com
choque, disfuncdo organica e sangramento expressivo (ROSS, 2010; VERDEAL et al.,
2011). O curso da patologia apresenta trés fases de evolugdo: febril, critica e de recuperacao
(WHO, 2009; KALAYANAROOQJ, 2011; GUZMAN et al., 2016).

A fase febril ou aguda tem inicio ap6s um periodo de incubacao de 4-10 dias e possui
duracdo de 2-7 dias, sendo caracterizada por febre alta, cefaleia, mialgia, artralgia, anorexia,
nausea, vomitos, letargia, exantemas, dor retroorbitaria, dentre outros sintomas. A fase
critica tem duracdo de 1-3 dias e coincide com a defervescéncia febril e resolucdo da viremia,
sendo caracterizada por vazamento plasmatico nas cavidades abdominal e pleural, que se
ndo tratado, pode evoluir para quadro de chogue. A fase de recuperacdo tem duracédo de 1-3
dias. Nesta, ha uma melhora progressiva da disfuncdo endotelial, onde o estado
hemodindmico do paciente estabiliza-se com a reabsorgéo de fluido extravasado. Nesta fase,
a administracdo de liquidos deve ser cuidadosamente ponderada, a fim de evitar o
desenvolvimento de ascite, insuficiéncia cardiaca congestiva, edema pulmonar e dificuldade
respiratoria pelo paciente (VERDEAL et al., 2011; CHAN; OOI, 2015; GUZMAN et al.,
2015; PATTERSON et al., 2016).
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A OMS publicou em 1975 e atualizou em 1997 a base para a classificacdo das
formas clinicas da dengue, as quais estas foram agrupadas de acordo com suas formas
assintomaticas ou sintomaticas, variando de uma sindrome viral ndo-diferenciada até FD ou
FHD, com ou sem SCD, podendo levar o paciente a 6bito (WHO, 1997). Contudo, a OMS,
com o seu Programa Especial de Pesquisa e Treinamento em Doengas Tropicais, publicou
novas diretrizes para a dengue em 2009, adotando um novo sistema de classificagdo
desenvolvido com base em um estudo multicéntrico (DENCO) envolvendo paises
endémicos para a doenca. Este estudo foi projetado para avaliar as limitacGes da tradicional
categorizacao de 1997, que dentre elas destacava-se a perda de um namero consideravel de
casos graves (WHO, 2009; BASUKI et al., 2010; ALEXANDER et al., 2011; HORSTICK
etal., 2015).

As infecgdes por DENV sintomaticas passaram a ser agrupadas em trés categorias
de acordo com o nivel de gravidade da doenca: DSSA, DCSA e DS ou grave. Este novo
esquema de classificacdo teve a finalidade de facilitar a triagem e o manejo clinico dos
pacientes, induzindo a melhoria na qualidade da vigilancia e na coleta de dados
epidemioldgicos em termos globais (WHO, 2009; BARNIOL et al., 2011; HADINEGORO,
2012; CAVALCANTI et al., 2014; BRASIL, 2016; JAENISCH et al., 2016).

A DSSA é classificada por uma combinacéo de febre (> 38° C), usualmente entre 2
e 7 dias, com dois ou mais dos seguintes sinais e sintomas: nauseas, vémitos, exantema,
mialgias, artralgia, cefaleia, dor retroorbital, petéquias ou prova do laco positiva, e
leucopenia (BRASIL, 2016).

A DCSA é todo caso que apresente os sintomas anteriores e, no periodo de
defervescéncia da febre, apresente um ou mais dos seguintes sinais de alarme: dor abdominal
intensa e continua ou dor na palpacdo do abdémen, vomitos persistentes, acumulo de
liquidos (ascites, derrame pleural, derrame pericardico), sangramento de mucosas, letargia
ou irritabilidade, hipotensdo postural, hepatomegalia e aumento progressivo do hematdcrito
com rapida trombocitopenia (BRASIL, 2016).

Por sua vez, a DS ou grave é todo caso que compreenda qualquer um dos seguintes
sinais: choque (em decorréncia do extravasamento de plasma), acumulo de liquidos com
insuficiéncia respiratdria, sangramento grave e sinais de comprometimento grave de 6rgéos
(BRASIL, 2016).
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2.8 Diagnostico Laboratorial

A confirmacéo laboratorial da infecgdo por dengue é crucial, pois 0 amplo espectro
de manifestacdes clinicas que esta doenca apresenta pode dificultar o seu diagnostico preciso
(GUZMAN et al., 2010). Dessa forma, o diagndstico laboratorial possui relevancia para o
manejo clinico do paciente, vigilancia epidemioldgica e pesquisa cientifica (PEELING et
al., 2010; SAN MARTIN et al., 2010). Atualmente, o diagnostico da dengue baseia-se nas
seguintes metodologias: isolamento viral, métodos moleculares e/ou métodos soroldgicos
(GUBLER, 1998; GUZMAN; KOURI, 2004; MARTINEZ TORRES, 2008; WHO; 2009).
A escolha da técnica depende do momento da colheita da amostra e da finalidade do teste
(GUZMAN; HARRIS, 2015).

Os métodos diretos baseiam-se na identificacdo precoce, precisa e especifica de
infeccdes por dengue durante a fase aguda da doenca. O virus ou 0s seus componentes (RNA
ou antigenos) podem ser detectados no soro, plasma, sangue total e tecidos infectados de 0
a 7 dias apds o inicio dos sintomas, o que condiz aproximadamente ao periodo de duracdo
da febre. J& os métodos indiretos baseiam-se nos diferentes padrdes de respostas de
anticorpos observados em pacientes apresentando infec¢do primaria ou secundaria de
dengue (PEELING et al., 2010) (Figura 9).

Métodos diretos Métodos indiretos
Isolamento Detecgdo Detecgao Sorologia Sorologia
viral do genoma de antigeno I1sM IgG
Especificidade =
Acessibilidade

Figura 9 - Métodos de diagndstico para Dengue. (Fonte: PEELING et al., 2010 - Adaptado).

A viremia pelo DENV é detectavel 1-2 dias antes do inicio da febre e perdura por
mais 5-6 dias. Ao longo deste periodo, o0 virus, o seu RNA viral e a proteina NS1 podem ser
detectados no sangue, soro e plasma do paciente, e também em tecidos de casos fatais

(GUZMAN et al., 2016). Sendo assim, nesse interim de tempo, utilizam-se métodos diretos
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para o diagndstico da infecgdo (isolamento viral, deteccdo do genoma ou antigenos virais,
como o NS1).

Ap0s 5 ou mais dias da doenca, a imunoglobulina M (IgM) pode ser detectada na
maioria dos individuos infectados, e a imunoglobulina G (IgG) pode ser detectada de 10 a
15 dias nas infec¢des primarias. Nas infec¢es secundarias, a IgM aparece mais cedo ou no
mesmo periodo de tempo, mas comumente em titulos mais baixos do que na infeccdo
primaria. Ja a IgG que estava presente na infeccdo primaria tem seu titulo aumentado
rapidamente. Sendo assim, nesse curso de tempo, utilizam-se métodos indiretos para o
diagndstico da infeccdo (deteccdo de anticorpos IgM e 1gG anti-dengue) (VAUGHN et al.,
2000; PEELING et al., 2010) (Figura 10).

Viremia
1gG
Isolamento Viral e —
: ~—
RNA, NS1 ou outros antigenos
o << >
=3
e
S
—
=
=
<
k-2
-
w
o
=
=
IgM
: Infeccdo Primaria /. Infecgdo Secundaria
Inicio dos Sintomas Tempo

Figura 10 - Marcadores de diagnostico para infecgdes pelo Dengue virus. (Fonte: PEELING et al.,
2010 - Adaptado).

A técnica de isolamento viral, considerada 0 método padréo ouro para o diagnostico
convencional da dengue, € realizada por meio da inoculacdo de amostras bioldgicas (soro,
plasma, leucdcitos, sangue total e tecidos) de pacientes, coletadas até 5 dias apés o inicio da
febre, em cultura de células (empregando linhagens celulares de mosquitos ou mamiferos)
ou inoculacdo intracerebral em camundongos (PEELING et al., 2010; PINHO, 2013). A
linhagem celular C6/36 do mosquito A. albopictus é o método de escolha para o isolamento
do DENV, porém células de mamiferos tais como Vero, LLC-MK2 ou BHK-21 podem ser
utilizadas, embora oferecam menor sensibilidade que a primeira (SINGH; PAUL, 1968;
KUBERSKI; ROSEN, 1997). A identificacdo do sorotipo do virus € feita por meio de
ensaios de imunoflorescéncia utilizando anticorpos monoclonais sorotipo-especificos
(mAbs) (GUBLER et al., 1984; GUZMAN et al., 2010; PEELING et al., 2010). Este método,
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apesar de apresentar alta sensibilidade e especificidade, ndo é comumente utilizada no
diagndstico de rotina pelos laboratérios, uma vez que apresenta limitagdes: demora para
obtenc&o do resultado (em média 7 dias), requer amostras da fase aguda da doenca (1-5 dias),
profissionais qualificados e instalacdes de alto custo (CHUA et al., 2011; TELES, 2011).

O genoma viral do DENV pode ser detectado por meio de testes de amplificacdo
do acido nucleico na fase aguda da doenga, em amostras como soro, plasma, sangue total e
tecidos (PEELING et al., 2010). A tecnologia de Transcricdo Reversa seguida de Reacéo
em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) tem sido amplamente utilizada para este fim, e possui
capacidade também para realizar a tipagem do virus (LANCIOTTI et al., 1992). H& muitos
ensaios de RT-PCR que se dirigem a genes diferentes (C/prM, E e NS5, por exemplo) e
utilizam procedimentos de amplificacdo distintos (MORITA etal., 1991; LANCIOTTI et al,
1992; BRONZONI et al., 2005; CHAO, DAVIS, CHANG, 2007; ROCHA et al., 2013;
FIGUEIREDO et al., 2014). Esta metodologia é rapida, fornecendo resultados dentro de 1-
2 dias, e possui alta sensibilidade e especificidade diagnéstica (GUZMAN; HARRIS, 2014).

O antigeno NS1 é uma proteina ndo estrutural do DENV (SMITH; WRIGHT, 1985)
que estd presente em altas concentracdes no soro de individuos infectados com o virus,
podendo ser detectado até nove dias apds o inicio da doenca, por meio de ensaios
imunoenzimaticos ou imunocromatograficos (DUSSART et al., 2006; SHU et al., 2009). A
captura deste antigeno destaca-se como ferramenta diagndstica pelo fato de detectar o virus
precocemente (fase aguda da doenca) e de forma rapida. No entanto, com o uso desta técnica
ha a possibilidade de interferéncia de imunocomplexos virus-anticorpo (IgG) pré-existentes
com o antigeno NS1 na fase aguda de infecgdes secundarias (PEELING et al., 2010;
MULLER; YOUNG, 2013).

Os testes soroldgicos sdo mais usualmente utilizados na rotina laboratorial para
diagnosticar as infeccGes por dengue, em virtude de sua facilidade de manipulacéo e por
serem relativamente baratos (GUZMAN et al., 2010). As técnicas atualmente disponiveis
sdo: inibicdo da hemaglutinacdo (HI, do inglés Haemagglutination Inhibition), fixacdo do
complemento (CF, do inglés Complement Fixation), teste de neutralizacdo (TN) e ensaio
imunoenzimatico (ELISA, do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) (BRASIL,
2005). Contudo, o ELISA, usado para deteccéo de anticorpos IgM e/ou 1gG anti-DENV tem
se destacado pela sua notavel sensibilidade, especificidade, simplicidade e viabilidade para
automacdo (TANG; OOQl, 2012).
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H& ainda, os testes inespecificos utilizados de maneira complementar no
diagnéstico laboratorial da dengue. Sdo eles: hemograma, velocidade de
hemossedimentacdo (VHS), dosagem de fibrinogénio, tempo de tromboplastina parcial
(TTP), tempo de protrombina (TP), dosagem do complemento C3, dosagem de proteinas
totais e fragdes, ureia, creatinina, eletrolitos (sodio, potéssio e cloro), transaminases (ALT e
AST), proteina C-reativa (PCR) e gasometria (XAVIER et al., 2014).

2.9 Influéncia de Fatores na Susceptibilidade a Infeccao pelo Dengue virus

A razdo pela qual apenas alguns individuos infectados pelo virus progridem para as
formas mais graves da dengue, enquanto outros desenvolvem uma forma leve ou
permanecem assintomaticos se deve as interacdes complexas entre fatores virais, ambientais
e do hospedeiro humano (WHO, 2016; XAVIER et al., 2017). Tais observagdes foram
baseadas em estudos epidemioldgicos, dados laboratoriais e experimentais. Estudos de
associacdo genética sem considerar esses fatores podem levar a falsas associa¢es (COFFEY
et al., 2009; SRIKIATKHACHORN; GREEN, 2010; BACK; LUNDKVIST, 2013;
HERRERO et al., 2013).

2.9.1 Fatores Inerentes ao Virus

O DENV possui sorotipos que dispem de uma variedade de genétipos e linhagens,
0s quais exibem grande diversidade genética entre si. Os genoétipos apresentam diferentes
niveis de viruléncia, onde alguns sdo mais virulentos e possuem maior potencial epidémico,
causando mais doenca (RICO-HESSE et al., 1997; FRIED et al., 2010; BACK;
LUNDKVIST, 2013; SIM; HIBBERD, 2016). As proteinas estruturais e ndo estruturais do
virus também constituem um fator determinante de susceptibilidade viral, uma vez que
estimulam a resposta humana de anticorpos durante a infec¢do, potencializando-a
(HERRERO et al., 2013; CEDILLO-BARRON et al., 2014). Somado a isto, a estrutura do
virion, a sequéncia de infec¢cdes por diferentes sorotipos virais e 0s intervalos longos entre
elas tém sido associados com uma predisposi¢do humana a doencga, bem como associam-se
asua severidade (DEJNIRATTISAIl et al., 2010; SIERRA et al., 2010; ALAGARASU et al.,
2012).
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2.9.2 Fatores Inerentes ao Ambiente

A transmissdo do DENV depende diretamente da competéncia vetorial dos seus
mosquitos transmissores do género Aedes. Em geral, o A. aegypti é menos suscetivel a
infeccdo viral do que o A. albopictus, e essa diferenciacao entre espécies pode atuar como
um mecanismo de selegédo para estirpes mais virulentas do DENV. Consequentemente, uma
menor susceptibilidade passa a exigir uma maior carga viral no hospedeiro humano para a
infeccdo do mosquito (BACK; LUNDKVIST, 2013). Os mosquitos apresentam ecologia,
comportamento, distribuicdo geogréafica e aptiddo vetorial especifica para dengue. Cada um
desses fatores pode influenciar o papel de determinada espécie na transmissdo e
disseminacéo da doenca (WHO, 2009; PAUPY et al., 2010; HERRERO et al., 2013).

A propagacao viral é reflexo da ampla distribuicdo geografica dos vetores. O
mosquito A. aegypti é bem adaptado ao ambiente urbano e caracteriza-se como um vetor
altamente competitivo devido a sua natureza antropofilica. Assim, a avaliacdo de fatores
como a densidade dos mosquitos, competéncia e distribuicdo vetorial, condi¢des climaticas
e condicbes de moradias constituem parametros criticos e importantes que devem ser
avaliados para um melhor entendimento das epidemias de dengue anuais (COFFEY et al.,
2009; BACK; LUNDKVIST, 2013).

2.9.3 Fatores Inerentes ao Hospedeiro Humano

Além da influéncia de determinantes genéticos virais e ambientais, os fatores do
hospedeiro podem ter consequéncias importantes frente a susceptibilidade a dengue e sua
apresentacdo clinica. Dentre eles, destacam-se: idade, género, etnicidade, tipo sanguineo,
estado nutricional, genética humana e doencas cronicas preexistentes (GUZMAN; KOURI,
2003; COFFEY et al., 2009; WHO, 2009; FANG et al., 2012; SILVA, 2013; GUZMAN;
HARRIS, 2015; GUZMAN et al., 2016).

Um estudo realizado com criangas vietnamitas e adultos demonstrou que a
probabilidade de criangas com idade entre 1-5 anos ir & 6bito por dengue foi quatro vezes
maior que em uma crianga de 11-15 anos de idade. A maior prevaléncia da dengue grave em
criancgas, quando comparado a adultos, possivelmente esta ligada a presenca de um endotélio
vascular mais permeavel (GAMBLE et al., 2000; HAMMOND et al., 2005).

O género feminino é o mais prevalente por entre 0s casos graves e fatais da doenga.
Sugere-se que esse destaque esteja relacionado a condigdes fisiologicas ou imunolégicas

inerente as mulheres. Contudo, mais estudos sdo necessarios para compreender o papel do
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sexo, bem como da idade na determinacgéo do resultado da doengca (VASCONCELOS et al.,
1993; ANDERS et al., 2011).

A etnia do hospedeiro também foi explorada por alguns estudos, como os realizados
no Haiti, Caribe e Africa, que sugeriram que populagbes de origem negra podem ter uma
predisposicdo menor para o desenvolvimento da dengue grave do que populaches
caucasianas, uma vez que a incidéncia da forma grave da doenga se mostrou maior nestas
ultimas (KOURI et al., 1989; HALSTEAD, 2001; SIERRA; KOURI; GUZMAN, 2007).

Em um estudo pioneiro de associacdo entre tipos sanguineos humanos e a dengue,
foi observado que criancas tailandesas com grupo sanguineo AB apresentaram maior
probabilidade de desenvolver dengue grave ap6s infec¢do secundaria quando comparadas
com criangas com sangue tipos O, A ou B (KALAYANAROQOO et al., 2007; COFFEY et al.,
2009).

Estudos envolvendo o estado nutricional de individuos e a complicacdo da dengue
tem mostrado resultados conflitantes (TRANG et al., 2016). Alguns descobriram que o
sobrepeso esta ligado a um maior risco para o desenvolvimento da FHD (CHUANSUMRIT
et al., 2003; PICHAINARONG et al., 2006), enquanto a desnutricdo trata-se de um fator
protetor devido a supressdo da resposta imune em criancas desnutridas (THISYAKORN;
NIMMANNITYA, 1993; NGUYEN et al., 2005). Por outro lado, ha estudos que sugerem
que o estado nutricional ndo é capaz de influenciar a gravidade da dengue (CARLOS et al.,
2005; MALAVIGE et al., 2006; TANTRACHEEWATHORN;
TANTRACHEEWATHORN, 2007).

Polimorfismos em genes candidatos constituem fatores genéticos do hospedeiro e
tem apresentado influéncia significativa sobre a infecgdo pelo DENV (SAKUNTABHAI et
al., 2005; BLANTON et al., 2008; CHEN et al., 2009; LAN; HIRAYAMA, 2011). Doencas
crbnicas pré-existentes (asma bronquica, diabetes mellitus, Ulceras pépticas e anemia
falciforme) também sdo determinantes no fendtipo da doenca (DESPRES et al., 2005;
FIGUEIREDO et al., 2010; GUZMAN et al., 2010; FANG et al., 2012; BACK;
LUNDKVIST, 2013).
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2.10 Influéncia de Polimorfismos Genéticos em Genes da Resposta Imune na
Patogénese da Dengue

Os polimorfismos sdo variagdes genéticas pontuais que podem influenciar a
expressao génica, tendo comumente efeito sobre a regulacdo e funcdo das proteinas
(CYNTHIA, 2012; SANTQOS, 2016). De modo intrigante, sdo considerados marcadores de
escolha em estudos de caso-controle, uma vez que possuem caracteristicas formidaveis,
como o bialelismo, a ampla distribui¢cdo no genoma, além da facilidade para genotipagem e
capacidade de teste em grande escala (CHAPMAN; HILL, 2012).

A exposicdao ao DENV culmina com uma ampla gama de respostas imunoldgicas
desenvolvidas e controladas geneticamente no hospedeiro humano. Estudos gendmicos de
associacdo envolvendo polimorfismos em regides codificadoras de moléculas com papel
imunomodulador e envolvidas com a entrada e replicacdo viral vém sendo associados a
susceptibilidade ou protecdo a dengue, bem como a gravidade da doenca (MOSHIN et al.,
2015; SAM et al., 2015; CANSANCAO et al., 2016).

A presenca de determinados genétipos em genes que codificam citocinas e moléculas
relacionadas com respostas imunes desenvolvidas durante a infeccdo pelo DENV sao
determinantes para a sua modulacdo. A heterogeneidade genética das referidas moléculas é
um dos fatores influentes na apresentacéo clinica da doenga (STEPHENS, 2010; FANG et
al., 2012).

2.111L-10

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria que tem sido associada a varias doencas,
sendo considerada um importante imunomodulador, produzida por numerosas células do
sistema imune, tais como mondcitos/macréfagos, DCs, linfocitos T e B, células NK,
neutrofilos e eosinofilos (MOSSER et al., 2008; TSAl etal., 2013; LIANG et al., 2014). Esta
citocina atua regulando negativamente mecanismos envolvidos com a inflamacéo, atraves
da inibicdo da secrecdo de mediadores imunes, da apresentacao de antigenos e da fagocitose
(JUNG et al., 2004; DUELL; TAN et al., 2012). Atua também suprimindo a expressdo de
citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas e moléculas de adeséo (ABBAS et al., 2008; ZHAO
et al., 2016).

Altos niveis séricos da IL-10 tém sido associados a linfopenia transitéria, ao aumento

da trombocitopenia (reducéo do numero de plaquetas), a extensdo de derrames pleurais, e ao
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desenvolvimento de manifestaces hemorragicas durante a infecgdo por dengue (AZEREDO
et al., 2001; SCHEXNEIDER; REEDY, 2005; ALAGARASU et al., 2015; FERREIRA et
al., 2015). Os niveis sdo maiores em pacientes com infeccao secundaria do que naqueles com
infeccdo primaria, e isto se deve ao fato da IL-10 estar associada a reinfec¢bes (YEH et al.,
2006; TANG et al., 2010; CANSANCAO, 2015). Esta citocina é indicada como um
biomarcador Util para predicao precoce da gravidade da dengue, uma vez que varios estudos
relatam observacdes de niveis elevados da interleucina no soro de pacientes com dengue
grave (BROOKS et al., 2006; CHEN et al., 2007; SRIKIATKHACHORN; GREEN, 2010;
BRASIER et al., 2012; BUTTHEP et al., 2012).

2.11.1 SNPs no Gene IL-10

O gene que codifica a IL-10 esta localizado no cromossomo 1g31-32 e é altamente
polimorfico (KE et al., 2015). Ha varios polimorfismos descritos para este gene, sobretudo
0S que estdo na sua regido promotora (-1082 A/G, -819 C/T, -592 C/A) (Figura 11),
destacando-se as variantes -819 C/T e -1082 A/G. A primeira, resulta da transi¢cdo de uma
citosina (C) para uma timina (T) na posi¢do -819, enquanto a segunda resulta da transi¢ao
de uma adenina (A) para uma guanina (G) na posicao -1082, (SOUZA, 2010; BUTTHEP et
al., 2012; BRASIER et al., 2012).

IL10 gene

| | 1111}

ILTOR IL10G
= (CAn (CAn

Cromossomo 1

Figura 11 - Localizacdo de polimorfismos na regido promotora do gene IL-10 investigados em estudos de
associacao a doengas infecciosas. (Fonte: KNIGHT, 2001 — Adaptado).

Fatores genéticos, tais como polimorfismos de genes de citocinas, influenciam
substancialmente a natureza da producéo de citocinas, levando a modificacdo da resposta
imunologica do hospedeiro. Ha cada vez mais evidéncias de que mudangas na sequéncia de
genes de citocinas podem resultar em sitios alterados de reconhecimento para fatores de

transcrigdo, afetando a ativacdo transcricional e influenciando a producdo do peptideo
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correspondente de forma Unica, ou devido a ligacdo com outro marcador que afeta
diretamente a expressédo génica (PRAVICA et al., 1999, WARLE et al., 2003; TRAJKOV,
2009).

Os trés polimorfismos localizados na regido promotora do gene da IL-10 estdo
associados a diferentes niveis de expressdo génica, uma vez que alteram sitios especificos
de reconhecimento para fatores de transcri¢do, afetando diretamente a regulacdo dos niveis
de producdo da citocina (POWELL et al., 2000; MORMANN et al., 2004). O haplétipo GCC
(alelos -1082G, -819C e -592C) exibe transcricao génica elevada e tem sido correlacionado
com niveis elevados de producdo da IL-10. Enquanto o hapldtipo ATA (alelos -1082A, -
819T e -592A) exibe transcricdo génica baixa e tem sido correlacionado com a baixa
producdo da IL-10. Além disso, o hapldtipo ACC exibe transcri¢do génica intermediaria e
tem sido correlacionado com a producgdo intermediaria da 1L-10 (YILMAZ; YENTUR,
SARUHAN-DIRESKENELLI, 2005; WILSON et al., 2005; ATES et al., 2008; WANG et al.,
2011; CARDONA-CASTRO etal., 2012; ZASTAVNA et al., 2014; MOHAYA etal., 2015).

De acordo com dados da literatura, os polimorfismos -819 C/T e -1082 A/G quando
avaliados isoladamente ou combinados com outros polimorfimos podem produzir ou ndo
efeito sobre os fenotipos da dengue (Tabela 1). Os variados tipos de associacdo observados
nos estudos podem ser atribuidos a etnicidade, interagdes gene-ambiente e interacdes gene-
gene (ALAGARASU et al., 2015).
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Tabela 1 - Estudos gendmicos de associacdo envolvendo as variantes polimorficas -819 C/T e -1082 A/G do gene
IL-10 e os seus fendtipos na dengue.

- ~ . Polimorfismo .
Referéncia Populacao Grupos Amostrais (marcador) Fendtipo
B Casos Dengue (n = 111)
CANSANCAO et al., Brasil Controles (n = 85) IL-10 (-819 C/T)  Susceptibilidade
2016 Total = 196 TNFa (-308 G/A)
Casos FHD (n =43) IL-10 (-819 C/T)
PEREZ et al., 2010 Cuba Controles (n = 99) IL-10 (-1082 A/G) Susceptibilidade
Total = 142 IL-10 (-592 C/A)
Casos FHD (n = 107) IL-10 (-819 C/T) Suscentibilidade
FERNANDO et al., Sri Lanka Controles (n = 62) IL-10 (-1082 A/G) o ?ote %0
2015 Total = 169 IL-10 (-592 C/A) proteg
Casos FD (n=87)
P Casos FHD (n = 45) rys x
ALAGAZ%?E?U etal., India Controles (n = 108) IL-10 (-819 C/T) Prote¢éo
Total = 240
Casos FD (n = 86) IL-10 (-819 C/T)
SAM etal., 2015 Malasia Casos FHD (n = 196) IL-10 (-1082 A/G) Protecio
Controles (n = 120) IL-10 (-592 C/A) ¢
Total = 402 TNFa (-308 G/A)
Casos FD (n =41)
FERNANDEZ - Casos FHD (n = 25) IL-10 (-819 C/T) o
Venezuela _ IL-10 (-1082 A/G) Susceptibilidade
MESTRE et al., 2004 Controles (n = 46)
L IL-10 (-592 C/A)
Total =112
Casos FD (n=78)
SANTOS et al., 2017 Brasil Casos FHD (n = 49) IL-10 (-819 /) Susceptibilidade e
Controles (n = 135) protecéo
Total (n = 262)
Casos severos de criangas
CARVALHO . com Dengue (n = 88) e I
etal. 2013 Brasil Controles (n = 335) IL-10 (-819 C/T)  Sem associacdo
Total =423
Casos FD (n = 200)
_ IL-10 (-819 C/T) I
MOREIRA et al., 2008 Brasil Controles (n =313) 115 (l1082 A/G) ~ SEM SS0CIAGA0
Total =513
Dengue positivos (n = 80)
FEITOSA etal., 2016 Brasil Dengue negativos (n = 100) IL-10 (-1082 A/G)  Sem associagao

Controles (n = 99)
Total = 279
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21111 -819C/T

De acordo com o Projeto Genoma, o alelo T polimorfico apresenta maior prevaléncia
em populacdo do Leste Asiatico (68%), sequida das populagdes: Sul Asiatico (46%), Africa
(44%), América (33%) e Europa (24%). Ja o alelo C selvagem apresenta maior prevaléncia
em populacéo da Europa (76%), sequida das populacbes: América (67%), Africa (56%), Sul
Asitico (54%) e Leste Asiatico (32%) (Ensembl, 2017) (Figura 12).
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Figura 12 — Frequéncias alélicas do SNP -819 C/T (rs1800871). Cores: verde (alelo T), laranja (alelo C)
(Fonte: Ensembl, 2017 — Adaptado).

Estudos tem relacionado o SNP rs1800871 com diversas doencas além da dengue.
An et al. (2015) descreveram associagdo de risco do SNP para o desenvolvimento de
calcificacdo valvular em populacdo da China. Hsia et al. (2014) relataram associacao de
risco do SNP para o desenvolvimento de cancer pulmonar em populacdo da China.
Indhumathi et al. (2017) encontraram associagdo de risco do SNP para a psoriase em
populacdo da india. Amre et al. (2009) revelaram associagio de risco do SNP para a doenca
de Crohn em adultos do Canada. Naib et al. (2013) apresentaram associacdo de risco do SNP
para a doenca de Behcet na populacdo da Argélia Ocidental. Jin et al. (2013) indicaram que
0 SNP pode estar associado a tumores para 0 HPV e a sobrevida do carcinoma de células
escamosas da orofaringe em populacdo do Texas. Hu et al. (2016) sugeriram que 0 SNP pode
ser um biomarcador Util para a deteccao de glioma em populacdo da China. Alvarado-Arnez
et al. (2015) encontraram associacdo do SNP com a suscetibilidade para hanseniase em

populacéo brasileira.

2.11.1.2-1082 A/IG

De acordo com o Projeto Genoma, o alelo G polimorfico apresenta maior prevaléncia
em populacéo do Europa (45%), sequida das populag®es: América (39%), Africa (31%), Sul
Asiatico (24%) e Leste Asiatico (5%). J& o alelo A selvagem apresenta maior prevaléncia
em populacdo da Leste Asiatico (95%), seguida das populacbes: Sul Asiatico (76%),
América (70%), Africa (69%) e Europa (55%) (Ensembl, 2017) (Figura 13).
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Figura 13 — Frequéncias alélicas do SNP -1082 A/G (rs1800896). Cores: vermelho (alelo A), azul (alelo
G) (Fonte: Ensembl, 2017 — Adaptado).

Estudos tem mostrado a relacdo do SNP rs1800896 com uma gama de doencas além
da dengue. Xuan et al. (2016) encontraram associagédo de susceptibilidade do SNP para a
doenga arterial coronariana em populacdo da China. Zhang et at. (2012) revelaram
associacdo de risco do SNP para infec¢des clinicas por malaria em criancas de Mocambique.
Jiang et al. (2016) sugeriram que o SNP pode estar intimamente correlacionado com o risco
de pancreatite aguda em populacdo da China. Yu et al. (2014) descreveram associacao de
susceptibilidade do SNP para o cancer géstrico. Talaat et al. (2014) mostraram que o SNP
pode desempenhar papel de susceptibilidade para a doenca de Behcet em populacdo do
Egito. Talaat et al. (2016) relataram que o SNP pode desempenhar também papel de
susceptibilidade a sindrome do ovario policistico em mulheres da populagdo do Egito.
Outros estudos relataram associacdo do SNP com o desenvolvimento de varios tipos de
canceres, como cancer cervical, cancer de pulméo, cancer colorretal e cancer digestivo (LI
etal., 2014; ZHANG et al., 2014).

2.12 Desequilibrio de Ligacao

O desequilibrio de ligacdo em genética populacional trata-se de uma associacdo nao
aleatoria de alelos em loci diferentes. Este desequilibrio acontece quando as frequéncias
observadas dos hapl6tipos apresentam desvios quanto as esperadas (WEIR, 1979). A sua
analise tem por funcdo estimar a distancia genética entre loci, de modo a colaborar no
entendimento dos efeitos de combinacdes alélicas ocasionados em determinada populagédo
(PIRRI et al., 2009). Um forte desequilibrio entre dois loci indica que ambos estdo situados
fisicamente muito proximos um do outro no cromossomo, 0 que € Util para 0 mapeamento
de loci susceptivel a determinada doenca, uma vez que um locus pode ser usado para prever
a presenca de outro locus (SADOCK; SADOCK; RUIZ, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a prevaléncia e a influéncia dos polimorfismos -819 C/T (rs1800871) e -

1082 A/G (rs1800896) do gene IL-10 em pacientes com sintomatologia para dengue, bem

como em individuos assintomaticos e controles da cidade de Parnaiba — P1, durante o periodo
de 2016 a 2018.

3.2 Objetivos Especificos

Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos -819 C/T e -1082
AJG do gene IL-10 nos grupos controle, DEN, DSSA, DCSA e ASS;

Associar os polimorfismos com susceptibilidade ou protecao a dengue, ou ainda com
0 risco de progressao para as formas clinicas mais graves da doenga;

Correlacionar os polimorfismos com as manifestacdes clinicas apresentadas pelos
pacientes com dengue;

Realizar andlises das frequéncias haplotipicas e do desequilibrio de ligacdo dos
polimorfismos do gene IL-10 entre os grupos controle, DEN, DSSA, DCSA e ASS;
Comparar a frequéncia obtida do alelo mutante de ambos os polimorfismos deste

estudo com os resultados descritos em outras pesquisas da literatura.



33

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos Eticos e Legais

Atendendo as diretrizes da Resolugdo n° 466/2012 da Comissdo Nacional de Etica
e Pesquisa do Ministério da Saude, que trata das diretrizes e normas de pesquisas envolvendo
seres humanos, o presente estudo foi apreciado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Piaui, e aprovado sob o parecer de n® 1197622.

Os individuos recrutados de forma voluntaria para a composi¢do dos grupos do
estudo (pacientes com dengue, controle negativo e assintomatico) foram esclarecidos
verbalmente pelos pesquisadores sobre o escopo da pesquisa e sua forma de participacao,
que se deu de forma livre.

As informacdes dos pacientes, tanto pessoais como de exames laboratoriais,
permaneceram em sigilo total e com garantia de anonimato de identidade, sendo utilizadas
exclusivamente para fins da pesquisa. Havendo a concordancia, 0 consentimento para
participacdo na pesquisa foi solicitado, mediante leitura e posterior assinatura do Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice ).

4.2 Tipo de Estudo e Local

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle, de carater qualitativo e com
abordagem exploratoria. A pesquisa foi realizada no polo de saide do municipio de
Parnaiba-P1, situado no extremo norte do Estado, proximo ao litoral. Segundo dados de 2016,
0 municipio possui area de 435.573 km2 e uma populacdo total estimada em 150.201
habitantes (IBGE, 2017).

4.3 Populagéo e Defini¢des dos Grupos de Estudo
A populacdo estudada foi composta por individuos sem distin¢ao de idade, sexo, raca
ou nivel socioecondmico. Os participantes deste estudo foram agrupados em trés grupos:

pacientes com dengue, controle negativo e assintomatico.

4.3.1 Grupo de Pacientes com Dengue
O grupo DEN foi composto por pacientes voluntarios que apresentaram
sintomatologia sugestiva e infeccdo pelo Dengue virus confirmada laboratorialmente. Tais

individuos, por sua vez, foram alocados nos seguintes subgrupos: DCSA ou DSSA, de
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acordo com a nova classificagdo da dengue preconizada pelo Ministério da Saude e adotada
nacionalmente desde 2014.

4.3.2 Grupo Controle Negativo
O grupo foi composto por individuos voluntarios e residentes na area de realizacdo
do estudo, maiores de 18 anos, que declararam nunca terem apresentado sintomatologia

clinica caracteristica da dengue e o seu diagndstico laboratorial confirmatario.

4.3.3 Grupo Assintomatico
O grupo ASS foi composto por individuos que inicialmente fizeram parte do grupo
controle do estudo, por ndo apresentarem sintomas sugestivos de dengue e confirmacéo
laboratorial da doenga. Contudo, ao serem realizados testes imunocromatograficos em suas
amostras, exibiram titulos de anticorpos IgM ou 1gG anti-DENV, demonstrando que tiveram

um contato prévio com o virus, mas nao exibiram manifestacéao clinica da doenca.

4.4 Coleta de Amostras e Dados Clinicos dos Pacientes

Uma puncgéo venosa foi realizada nos participantes do estudo para a coleta de
amostras de sangue periférico (aproximadamente 10 ml), utilizando seringas descartaveis
e/ou tubos de coleta a vacuo contendo EDTA para obtencdo de sangue total, e microtubos
de 1,5 mL para obtencdo do soro. Posteriormente, tais amostras foram transportadas para a
Universidade Federal do Piaui, Campus Ministro Reis Velloso, Parnaiba-Pl, em seguida
devidamente processadas e estocadas em freezer -70°C no Laboratério de Biologia e
Bioquimica de Microrganismos e Plantas (BIOMIC).

De fevereiro de 2016 a janeiro de 2018, as coletas de amostras biol6gicas foram
realizadas diariamente em pacientes com sintomatologia clinica sugestiva para dengue,
atendidos em duas institui¢cbes publicas de salde da cidade de Parnaiba (Pronto Socorro
Municipal — PSM e Hospital Estadual Dirceu Arcoverde — HEDA).

A obtencéo dos dados clinicos dos pacientes atendidos ocorreu de duas formas. No
PSM, se deu por meio de entrevista e aplicacdo de formulario semi-estruturado (Apéndice
I1) abrangendo informagdes sobre variaveis demograficas e clinicas do paciente. J& no
HEDA, se deu por meio da analise de prontuérios dos pacientes, disponiveis no Servigo de
Arquivo Médico e Estatistico (SAME) do hospital.
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4.5 Confirmacgéo do Diagnostico

A confirmacdo dos casos de dengue se deu mediante a avaliag&o clinica dos pacientes
em associacdo com testes laboratoriais. Estes ultimos consistiram em duas técnicas,
molecular (até o 5° dia de sintomas do paciente) e/ou soroldgica (apds o 5° dia de sintomas
do paciente). A primeira metodologia consistiu na técnica de Transcricdo Reversa Seguida
de Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR). A segunda metodologia incluiu os testes
rapidos de ensaios imunocromatograficos: SD Bioline Dengue Duo® (Standard Diagnostics
Inc, Republic of Korea), para deteccdo de IgM/IgG anti-DENV e do antigeno NS1; e OL
Dengue 1gG/IgM® (Orange Life Comércio e Industria LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) para
detecgéo de anticorpos anti-DENV.

4.5.1 Extracdo do RNA viral e Transcricdo Reversa da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (RT-PCR)

Inicialmente foi realizada a extracdo do RNA viral das amostras de soro (cerca de
150pL) dos pacientes suspeitos de dengue, utilizando-se 2 Kkits comerciais de marcas
distintas: QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen Inc., Hilden, Germany), e NucleoSpin®
RNA Virus (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, Germany), de acordo com as
especificacOes descritas pelos protocolos dos fabricantes.

Apobs a extracdo foi realizada a técnica de RT-PCR, a qual foi subdivida em 2
etapas. A primeira etapa correspondeu a Transcricdo Reversa (RT) para a conversdo do
RNA viral em DNA complementar (cDNA), pela a¢do da enzima MMLV-RT (do inglés
Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase). A segunda etapa correspondeu a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para a amplificacdo dos fragmentos de interesse,
pela acdo da enzima Taq DNA polimerase. Ambas as reacbes foram realizadas no
termociclador AmpliTherm® Thermal Cycler (Madison, W1, USA).

Para a deteccdo do DENV nas amostras suspeitas, foram utilizados Random
Hexamers®, que sdo oligodesoxirribonucleotideos de sequéncias curtas e aleatdrias
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), os quais se ligam a qualquer regido do RNA
e permitem a sintese do cDNA.

Este protocolo foi realizado em duas etapas: na primeira etapa, 10 ul de RNA molde
e 5 ul de Random Hexamers (50 uM) foram incubados no termociclador Thermal Cyclers
(Amplitherm®) a 25°C por 10 min e 70°C por 5 min. Apds serem retiradas do termociclador,

as amostras foram armazenadas no gelo por 2 minutos para evitar a formacgao de dimeros.
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Na segunda etapa foram adicionados 5 pl de tampéo da enzima (5X), 5 pl de ANTP (10mM)
e 1 ul de MMLV (200U/ pl), obtendo-se um volume final de 26 ul, onde estes foram

novamente incubados a 37°C por 60 min e 85°C por 5 min.

4.5.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR
Para a amplificacdo das regides de interesse do genoma viral foram utilizados 2
protocolos. O primeiro teve como interesse a amplificacdo dos produtos do gene NS5, que é
considerada a regido mais conservada do genoma dos Flavivirus. Os iniciadores foram
desenvolvidos por Chao, Davis & Chang (2007), permitindo a deteccdo de Flavivirus nas

amostras testadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Sequéncia dos iniciadores para amplificagdo do gene NS5 dos Flavivirus descritos por Chao, Davis
& Chang (2007), seus sorotipos especificos e produtos da PCR.

GENE INICIADORES SEQUENCIA (5’ - 3°) PRODUTO
MFU1 TACAACATGATGGGAAAGCGAGAGAA
NS5 AAA 270 pb
(Flavivirus)
CFD2 GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC

O protocolo acima teve um volume final de 25ul: 2,5ul de tampéo (10x), 2ul de
MgCI2 (50mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3ul de mFUL1 (10pM/ul), 0,3ul de CFD2
(10pm/pl), 0,2pl de Tag DNA polimerase (5U/ul), 2,5u1 de cDNA para cada amostra e
16,7ul de H20 estéril. Apds a adicdo dos reagentes, a reacdo foi submetida a 94°C por 5
minutos, com 35 ciclos de amplifica¢do (94°C por 1 minuto; 58°C por 1 minuto; 72°C por 1
minuto), seguida ao final a 72°C por 10 min.

O segundo protocolo baseou-se na amplificacdo da regido do gene NS5. Os
iniciadores foram desenvolvidos por Bronzoni e colaboradores (2005). As amostras de
cDNA foram submetidas a uma primeira reagdo de amplificacdo, que possibilitou a
identificacdo de Flavivirus. Em seguida, os produtos da primeira reacdo foram submetidos
a uma segunda reacdo de amplificacdo que possibilitou a identificagdo dos sorotipos do
DENV. Esta segunda reacdo foi subdividida em 2 etapas: uma para detecgdo simultanea dos
sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, e outra para a deteccdo individual de DENV- 4
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Sequéncia de iniciadores para amplificacdo da regido do gene NS5 descritos por Bronzoni e
colaboradores (2005), seus sorotipos especificos e produtos da PCR.

GENE INICIADORES SEQUENCIA (5’ - 3’) PRODUTO
FG1 TCAAGGAACTCCACACATGAGATGTA
CT 958 ph
FG2 GTGTCCCATCCTGCTGTGTCATCAGCA  (Flavivirus)
TACA
NS5 nDEN1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG 472 pb
(DENV-1)
nDEN2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 316 pb
(DENV-2)
nDEN3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 659 pb
(DENV-3)
nDEN4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 222 pb
(DENV-4)

O protocolo acima teve um volume final de 25pl: 2,5ul de tampéo (10x), 1,2ul de
MgCI2 (50mM), 0,5ul de dNTPs (10mM), 0,3ul de Primer foward — FG1 (10 pmol/ pL),
0,3ul de Primer reverse — FG2 (10pmol/ul), 0,2l de Tag DNA polimerase (5U/ul), 17ul de
H20 estéril e 3ul de cDNA para cada amostra. Apds a adicdo dos reagentes, estes foram
incubados no termociclador Thermal Cyclers (Amplitherm®) e submetidos as etapas de:
desnaturacdo inicial por 3 min a 94°C, seguido de 35 ciclos de amplificacdo (94°C por 45
seg; 53°C por 45 seg; 72°C por 1 min.) e de uma extensédo final a 72°C por 10 min. Uma
quantidade de 2,5ul do produto da primeira etapa foi utilizada em uma segunda reacdo com
os iniciadores FG1, nDEN1, nDEN2, nDEN3 e nDEN4, adotando os mesmos parametros e
condicdes da primeira reacéo.

Ao final das reacdes de PCR, os produtos de amplificacdo foram submetidos a
corridas de eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com 0 agente intercalante
GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (Biotium Corporate Place, Hayward, CA, USA), e
visualizados sob luz ultravioleta em transluminador L-PIX (Loccus Biotecnologia, Cotia,
Brasil).

4.6 Extracdo, Quantificacdo e Armazenamento do DNA
O DNA genbmico dos participantes foi extraido a partir de amostras de sangue total
(300uL), utilizando 2 kits comerciais de marcas distintas: QlAamp® DNA Blood Mini Kit
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(Qiagen Inc., Hilden, Germany) e Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Inc.,
USA), conforme as instrucdes descritas pelos protocolos dos fabricantes.
Ap0s a extracdo, o0 DNA foi quantificado por meio do espectrofotémetro BioSpec-
Nano (Shimadzu Corporation), com a utilizacdo de uma pequena quantidade de amostra
(1pL). As anélises foram feitas em duplicatas para cada amostra. Mas, havendo diferenga
entre a primeira e a segunda medigdo, com valor discrepante (> 10 mg/ml), uma terceira
medicdo (triplicata) foi realizada.
Uma vez concluida a etapa da quantificagdo do DNA, as amostras foram corridas
em gel de agarose a 0,8% e visualizadas em transluminador L-P1X (Loccus Biotecnologia,
Cotia, Brasil), a fim de se avaliar a qualidade/integridade do material. Posteriormente, estas

foram armazenadas no freezer -20°C.

4.7 Genotipagem dos SNPs do Gene IL-10

A genotipagem para os polimorfismos -819 C/T (rs1800871) e -1082 A/G
(rs1800896) do gene IL-10 foi realizada em amostras de pacientes com diagnostico clinico-
laboratorial confirmado para infeccdo pelo DENV, assim como também para amostras dos
individuos dos grupos controle e assintomatico, por meio de PCR em Tempo Real.

Nos experimentos foram utilizados ensaios validados SNP TagMan® Genotyping
Assays (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), juntamente com Master Mix 2x
TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que corresponde a um conjunto de
componentes otimizados necessarios para a realizacdo da PCR, permitindo uma
discriminacdo alélica reprodutivel para a genotipagem de SNPs.

Por sua vez, cada ensaio de genotipagem validado é composto por dois iniciadores
(um senso e outro anti-senso) para a amplificacdo das regides de interesse de cada
polimorfismo (Tabela 4), e duas sondas (fragmentos de DNA marcados para hibridizar outra
molécula de DNA) responsaveis pela deteccdo de alelos (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004;
SIQUEIRA et al., 2015; THERMOFISCHER SCIENTIFIC, 2016).
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Tabela 4 - Gene, dbSNP e suas respectivas sondas (VIC/FAM) para PCR em Tempo Real (TagMan® SNP
Genotyping Assays).

GENE dbSNP SEQUENCIA [VIC/IFAM]

rs1800871

(-819 CIT) AGTGAGCAAACTGAGGCACAGAGAT[A/G]TTACATCACCTGTAC
IL-10

rs1800896

(-1082 A/G) TCCTCTTACCTATCCCTACTTCCCC[T/C]JTCCCAAAGAAGCCTTAGT

AGTGTTG

As reacdes de genotipagem por PCR em Tempo Real deste estudo foram realizadas
por protocolo otimizado com volume final de 5 uL, adaptado a partir do protocolo padrao
(Tabela 5). Os experimentos foram realizados em placas de 96 pocos, sendo também

incluidos dois controles negativos para confirmar a auséncia de contaminacgéo da reacao.

Tabela 5 — Componentes utilizados nas reaces de PCR em Tempo Real para genotipagem dos SNPs do gene
IL-10.

Componentes Protocolo Padréo Protocolo Otimizado

Master Mix 2x TagMan® 5puL 2,5puL

TagMan® SNP Genotyping Assays

(diluida para 20x) 0.5uL 0.08uL
H0 miliQ autoclavada 3,5uL 0,5 uL

Amostra de DNA 1puL 1,92 uL
Volume Final 10 uL 5uL

As reacdes de PCR em Tempo Real foram realizadas no termociclador 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), adotando as seguintes
condigBes: pre-incubacdo inicial a 95 °C por 10 minutos, seguida por 50 ciclos de
desnaturacdo a 95 °C por 15 segundos, e consecutivamente o0 anelamento e extensdo a 60 °C
durante 1 minuto e 30 segundos.

Apos a realizagdo da PCR, o genotipo de cada amostra foi interpretado e
determinado utilizando o software 1.1 SDS (Applied Biossystems, Foster City, CA, USA), e
os aplicativos Design and Analysis Application gPCR e Genotyping qPCR disponiveis na
ferramenta online Thermo FisherCloud (THERMOFISHER SCIENTIFIC, 2017), os quais
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possibilitaram a visualiza¢do dos plots de discriminacgdo alélica-especifica gerados (Figura
15), bem como também as curvas de amplificacdo do material genético das amostras.
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Figura 14 - Exemplo de plot de discriminac&o alélica do SNP -1082 A/G (rs1800896)
para o gene IL-10 gerado por PCR em Tempo Real. Na figura pode-se verificar:
individuos com presenca do alelo selvagem (homozigotos) representando o genétipo
T/T (cor vermelha); individuos com presenca do alelo mutante (homozigotos)
representando o genotipo C/C (cor azul); individuos com presenca de ambos os alelos
(heterozigotos) representando o gendétipo T/C (cor verde); e trés amostras em que 0
material genético ndo foi amplificado (cor amarela). (Fonte: THERMOFISHER
SCIENTIFIC, 2018 — Adaptado).

4.8 Analises Estatisticas

Os resultados foram analisados por meio do software BioEstat 5.0 (Instituto
Mamiraud, Tefé, Brasil). As frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs foram determinadas
por contagem simples. Para testar o Equilibrio de Hardy-Weinberg, as distribuicdes
genotipicas observadas e esperadas foram comparadas entre os grupos do estudo, tendo a
sua significancia estimada pelo teste do Qui-quadrado (x2). O teste exato de Fisher foi
utilizado quando um valor na tabela de contingéncia foi menor que 5.

Para cada comparacdo foi calculada uma forga de associagéo ou razéo de chances
(OR, do inglés Odds Ratio). Valores de OR>1 indicam presenca de um fator de risco, OR<1
um fator protetor e OR=1, um equilibrio entre risco e protecdo, ndo havendo associacéo. As



41

distribuicfes das frequéncias dos sintomas foram comparadas pelo teste de Wilcoxon
pareado (Signed-rank Test). O Teste Exato de Fisher também foi utilizado para a comparacéo
das frequéncias alélicas obtidas neste estudo com as de outras pesquisas descritas na
literatura.

Para avaliar o desequilibrio de ligac&o entre os SNPs do gene IL-10, as analises das
frequéncias haplotipicas e a correcdo para maltiplos testes por 1.000 permutagdes aleatorias
utilizou-se o programa Haploview 4.2 (Whitehead Institute for Biomedical Research, EUA).
Para todas as andlises realizadas, foi adotado um nivel de significancia de p<0.05 a fim as

diferengas fossem consideradas estatisticamente significativas.
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5 RESULTADOS

No periodo de fevereiro de 2016 a janeiro de 2018, foram coletadas 541 amostras de
pacientes com sintomatologia clinica suspeita de dengue, atendidos em instituices de satde
publicas e privadas da cidade de Parnaiba-PI.

Por meio de testes rapidos imunocromatogréficos e/ou moleculares, 119 amostras
foram positivas para infec¢do pelo DENV. O grupo DEN apresentou média de idade de 35,9
anos, variando de 11 a 82 anos, em sua maioria do sexo feminino (70%). No que diz respeito
a classificacdo da doenca no grupo DEN, 74 pacientes foram categorizados como DSSA e
45 pacientes foram categorizados como DCSA.

Durante os anos de 2014, 2015 e 2017 foram recrutados 214 individuos voluntérios
para a composicao do grupo controle, os quais relataram nunca terem apresentado histérico
clinico ou diagnostico laboratorial confirmatorio da doenca. Contudo, apds a triagem de suas
amostras por meio de testes rapidos imunocromatograficos, 85 individuos apresentaram
anticorpos IgM e/ou IgG anti-DENV (ou seja, tais individuos foram infectados pelo virus
em algum momento de sua vida, porém ndo manifestaram sintomatologia clinica da doenca),
sendo 0os mesmos alocados no grupo ASS. Este Gltimo, apresentou média de idade de 23,1
anos, variando de 17 a 54 anos, em sua maioria do sexo feminino (70%). Dessa maneira, 0
grupo controle negativo passou a ser composto por 129 individuos, apresentando média de
idade de 23,7 anos, variando de 17 a 69 anos, em sua maioria do sexo feminino (71%).

5.1 Frequéncias genotipicas e alélicas do SNP -819 C/T do gene IL-10

Nas analises das frequéncias genotipicas do SNP -819 C/T (Tabela 6), o genotipo
C/T exibiu frequéncia de 46,1% no grupo controle quando comparado ao grupo DEN com
42,8% (p= 0,37, OR= 0,78, p*= 0,45), porém ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa. As analises entre os grupos controle e DSSA (p= 0,22, OR= 0,68, p*= 0,29),
controle e DCSA (p= 0,97, OR= 0,98, p*=0,87), e DSSA e DCSA (p= 0,36, OR= 1,43 p*=
0,48) também ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas.

O genotipo T/T exibiu frequéncia de 14,8% no grupo controle quando comparado ao
grupo DEN com 11,0% (p= 0,24, OR= 0,62, p*= 0,33), entretanto ndo houve diferenca
estatisticamente significativa. As analises entre os grupos controle e DSSA (p= 0,15, OR=
0,49, p*=0,22), controle e DCSA (p=0,81, OR=0,87, p*=0,97), e DSSA e DCSA (p=0,52,

OR= 1,76, p*= 0,55) também n&o apresentaram diferengas estatisticamente significativas.
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Os gendtipos C/T + T/T exibiram frequéncia de 60,9% no grupo controle quando
comparado ao grupo DEN com 53,7% (p= 0,25, OR= 0,74, p*= 0,31), no entanto nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa. As analises entre 0s grupos controle e
DSSA (p= 0,13, OR= 0,64, p*= 0,17), controle e DCSA (p= 0,91, OR= 0,96, p*= 0,94), e
DSSA e DCSA (p= 0,28, OR= 1,50, p*= 0,38) também n&o mostraram diferencas
estatisticamente significativas.

Os genotipos C/C + C/T exibiram frequéncia de 89,0% no grupo DEN quando
comparado ao grupo controle com 85,1% (p= 0,60, OR= 0,88, p*= 0,69), contudo nao foi
observada diferenga estatisticamente significativa. As analises entre os grupos controle e
DSSA (p= 0,48, OR= 0,83, p*= 0,57), controle e DCSA (p= 0,98, OR= 0,99, p*=0,88), e
DSSA e DCSA (p= 0,61, OR= 1,19, p*= 0,73) também ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas. Todas as frequéncias genotipicas se encontraram em
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Ao analisar as frequéncias alélicas do SNP -819 C/T (Tabela 6), observou-se que o
alelo T exibiu frequéncia de 37,9% no grupo controle quando comparado ao grupo DEN
com 32,4% (p= 0,19, OR= 0,78, p*= 0,23), entretanto ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa. As analises entre os grupos controle e DSSA (p= 0,09, OR=
0,69, p*=0,12), controle e DCSA (p= 0,83, OR=0,94, p*=0,93), e DSSA e DCSA (p= 0,26,
OR= 1,36, p*= 0,33) também ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas.
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Tabela 6 - Distribuigdo genotipica e alélica do SNP -819 C/T (rs1800871) do gene IL-10 nos grupos controle e casos (DEN, DSSA e
DCSA).

IL-10 Controle DEN OR - Controle  DSSA OR p*
819C/T (n=128) (n=119) P @%1c) P (n=128) (n=74) P (95% IC)
Gendtipos

c/e 50 55 - - - 50 37 - - -

(39,1) (46,2) (39,1)  (50,0)
o 59 51 0,37 0,78 0,45 59 30 0,22 0,68 0,29
(46,1) (42,8) (0,45-1,34) (46,1)  (40,5) (0,37-1,26)
T 19 13 0,24 0,62 0,33 19 7 0,15 0,49 0,22
(14,8) (11,0) (0,27-1,38) (148)  (9,45) (0,18-1,30)
A 78 64 0,25 0,74 0,31 78 37 0,13 0,64 0,17
(60,9) (53,7) (0,44-1,23 (69.9)  (50,0) (0,35-1,14)
clos CIT 109 106 0,60 0,88 0,69 109 67 0,48 0,83 0,57
(85,1) (89,0) (0,55-1,41) (85.1)  (90,5) (0,49-1,40)
Alelos
159 161 - - - 159 104 - - -
¢ 621)  (67,6) (621)  (7093)
97 77 0,19 0,78 0,23 97 44 0,09 0,69 0,12
T (37,9) (32,4) (0,54-1,13) (37,9 (29,7 (0,44-1,06)

IL-10  Controle DCSA OR . DSSA  DCSA OR p*
819C/T  (n=128) (n=45) P ©@9%1c) P (n=74) (n=45) P (95% IC)
Gendtipos

50 18 ] ) ] 37 18 - - -
cic (39.1)  (40,0) (500)  (40,0)
59 21 0,97 0,98 0,87 30 21 0,36 1,43 0,48
cT (46,1) (46,7) (0,47-2,05) (405  (46,7) (0,65-3,17)
19 6 0,81 0,87 0,97 7 6 0,52 1,76 0,55
T (14,8) (13,3) (0,30-2,54) (9,45)  (13,3) (0,51-6,01)
78 27 0,01 0,96 0,94 37 27 0,28 1,50 0,38
CIT+TIT (60,9 (60,0) (0,48-1,92) (50,00  (60,0) (0,70-3,17)
109 39 0,98 0,99 0,88 67 39 0,61 1,19 073
CIC+CIT  (g51) (86,6) (0,51-1,90) (90,5)  (86,6) (0,60-2,38)
Alelos
159 57 - - - 104 57 - - -
c (621)  (633) (703) (639
97 33 0,83 0,94 0,93 44 33 0,26 1,36 0,33
T (37,9) (36,7) (0,57-1,56) (29,7) (36,7 (0,78-2,38)

C= alelo selvagem; T= alelo mutante; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; Significancia estatistica (p<0,05).
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Nas analises das frequéncias genotipicas do SNP -819 C/T (Tabela 7), o gendtipo
C/T exibiu frequéncia de 42,8% no grupo DEN quando comparado ao grupo ASS com 44,1%
(p= 0,47, OR= 0,80, p*= 0,57), contudo ndo houve diferenca estatisticamente significativa.
Além disso, o referido genotipo teve frequéncia maior no grupo controle quando comparado
ao grupo ASS (p= 0,94, OR= 0,97, p*= 0,92), entretanto sem significancia estatistica. As
andlises entre os grupos ASS e DSSA (p= 0,30, OR= 0,70, p*= 0,38), e ASS e DCSA (p=
0,98, OR= 1,01, p*= 0,85) também ndo mostraram diferenca estatisticamente significativa.

O genotipo T/T exibiu frequéncia de 11,0% no grupo DEN quando comparado ao
grupo ASS com 17,8 % (p= 0,11, OR= 0,50, p*= 0,17), porém néo apresentou diferenca
estatisticamente significativa. Além disso, o referido gendtipo teve frequéncia menor no
grupo controle quando comparado ao grupo ASS (p= 0,61, OR= 1,23, p*=0,76), no entanto
ndo houve significancia estatistica. As analises entre 0s grupos ASS e DSSA (p= 0,07, OR=
0,40, p*=0,12), e ASS e DCSA (p= 0,54, OR= 0,71, p*= 0,74) também ndo apresentaram
diferenga estatisticamente significativa.

Os gendtipos C/T + T/T exibiram frequéncia de 53,7% no grupo DEN quando
comparado ao grupo ASS com 61,9% (p= 0,25, OR= 0,71, p*= 0,31), contudo ndo houve
diferenca estatisticamente significativa. Além disso, os referidos genotipos tiveram
frequéncia menor no grupo controle quando comparado ao grupo ASS (p= 0,88, OR= 1,04,
p*=0,99), entretanto sem significancia estatistica. As analises entre os grupos ASS e DSSA
(p=0,13, OR=0,61, p*=0,17), e ASS e DCSA (p= 0,83, OR= 0,92, p*= 0,98) também nédo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa.

Os genotipos C/C + T/T exibiram frequéncia de 89,0% no grupo DEN quando
comparado ao grupo ASS com 82,1% (p= 0,67, OR= 0,89, p*= 0,77), no entanto ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa. Além disso, os referidos gendtipos
tiveram frequéncia maior no grupo controle quando comparado ao grupo ASS (p= 0,96, OR=
0,98, p*=0,92), entretanto sem significancia estatistica. As analises entre os grupos ASS e
DSSA (p=0,55, OR=0,83, p*=0,65), e ASS e DCSA (p=0,99, OR= 1,00, p*=0,87) também
ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa. Todas as frequéncias genotipicas
se encontraram em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Ao analisar as frequéncias alélicas do SNP -819 C/T (Tabela 7), observou-se que o
alelo T exibiu frequéncia de 40,0% no grupo ASS quando comparado ao grupo DEN com
324% (p= 0,11, OR= 0,72, p*= 0,14), entretanto ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa. As analises entre 0s grupos ASS e DSSA (p= 0,06, OR= 0,63,



46

p*=0,07), ASS e DCSA (p= 0,61, OR= 0,87, p*=0,71), e ASS e controle (p= 0,68, OR=
1,08, p*=0,75) também ndo mostraram diferengas estatisticamente significativas.
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Tabela 7 - Distribuicdo genotipica e alélica do SNP -819 C/T (rs1800871) do gene IL-10 nos grupos assintomatico (ASS), casos
(DEN, DSSA e DCSA) e controle.

IL-10 ASS DEN OR - ASS DSSA OR

819C/T (n=84) (n=119) P  (95%1c) P (n=84) (n=74) P @%I1c) P
Gendétipos
c/e 32 55 - - - 32 37 - - -
(381 (46,2 (381)  (50,0)
o 37 51 0,47 0,80 0,57 37 30 0,30 0,70 0,38
441)  (428) (0,43-1,47) (44,1)  (40,5) (0,35-1,37)
T 15 13 0,11 0,50 0,17 15 7 0,07 0,40 0,12
17,8  (11,0) (0,21-1,19) (17,8)  (9,45) (0,14-1,11)
CIT +TIT 52 64 0,25 0,71 0,31 52 37 0,13 0,61 0,17
619  (537) (0,40-1,26) 61,9  (50,0) (0,32-1,15)
clct OfT 69 106 0,67 0,89 0,77 69 67 0,55 0,83 0,65
@21  (89,0) (0,52-1,51) 82,1)  (90,5) (0,47-1,50)
Alelos
101 161 - - - 101 104 - . .
c (600)  (67.6) 60,0)  (70,3)
67 77 0,11 0,72 0,14 67 44 0,06 0,63 0,07
T 40,0)  (32,4) (0,47-1,08) 40,0)  (29,7) (0,39-1,01)

IL-10 ASS  DCSA OR . ASS  Controle OR .
819C/T (n=84) (n=45) P (@%wic)y P (n=84) (n=128) P @%I1c) P

Gendtipos
c/c 32 18 - - - 32 50 - - -
(38,1) (40,0) (38,1) (39,1)
o7 37 21 0,98 1,01 0,85 37 59 0,94 0,97 0,92
(44,1) (46,7) (0,45-2,21) (44,1) (46,1 (0,53-1,79)
T 15 6 0,54 0,71 0,74 15 19 0,61 1,23 0,76
(17.8) (13,3) (0,23-2,15) (17.8)  (14,8) (0,54-2,77)
CT +TIT 52 27 0,83 0,92 0,98 52 78 0,88 1,04 0,99
(61,9) (60,0) (0,43-1,93) (61,9)  (60,9) (0,59-1,83)
c/c+ OfT 69 39 0,99 1,00 0,87 69 109 0,96 0,98 0,92
(82,1) (86,6) (0,49-2,02) (82,1)  (85,1) (0,57-1,69)
Alelos
101 57 - - - 101 159 - - -
c (60,0) (63,3) (60,00  (62,1)
67 33 0,61 0,87 071 67 97 0,68 1,08 0,75
T (40,0) (36,7) (0,51-1,48) 40,00 (37,9 (0,72-1,62)

C= selvagem; T= alelo mutante; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; Significancia estatistica (p<0,05).
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5.2 Frequéncias genotipicas e alélicas do SNP -1082 A/G do gene IL-10

Nas analises das frequéncias genotipicas do SNP -1082 A/G (Tabela 8), o gendtipo
AJG exibiu frequéncia de 51,7% no grupo DEN quando comparado ao grupo controle com
46,5% (p= 0,21, OR= 1,39, p*=0,27), contudo ndo foi observada diferenca estatisticamente
significativa. As analises entre os grupos controle e DSSA (p= 0,30, OR= 1,36, p*= 0,38),
controle e DCSA (p= 0,27, OR= 1,50, p*=0,36), e DSSA e DCSA (p=0,81, OR=1,10, p*=
0,97) também ndo apresentaram significancia estatistica.

O genotipo G/G exibiu frequéncia de 11,9% no grupo DEN quando comparado ao
grupo controle com 7,75% (p= 0,15, OR= 1,92, p*=0,22), entretanto ndo mostrou diferenca
estatisticamente significativa. As anélises entre os grupos controle e DSSA (p= 0,47, OR=
1,47, p*=0,66), controle e DCSA (p=0,19, OR= 2,36, p*=0,24), e DSSA e DCSA (p=0,52,
OR= 1,60, p*=0,68) também ndo tiveram significancia estatistica.

Os gendtipos A/G + G/G exibiram frequéncia de 63,5% no grupo DEN quando
comparado ao grupo controle com 54,2% (p= 0,13, OR= 1,47, p*= 0,17), contudo ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa. As analises entre 0s grupos controle e
DSSA (p= 0,27, OR = 1,38, p*= 0,34), controle e DCSA (p= 0,17, OR= 1,62, p*=0,24), e
DSSA e DCSA (p= 0,68, OR= 1,17, p*= 0,83) também ndo apresentaram significancia
estatistica.

Os genotipos A/A + A/G exibiram frequéncia de 92,2% no grupo controle quando
comparado ao grupo DEN com 88,1% (p= 0,45, OR= 1,19, p*= 0,52), no entanto nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa. As analises entre 0s grupos controle e
DSSA (p= 0,53, OR= 1,18, p*= 0,62), controle e DCSA (p= 0,50, OR= 1,25, p*=0,62), e
DSSA e DCSA (p= 0,88, OR= 1,05, p*= 0,96) também ndo mostraram significancia
estatistica. Todas as frequéncias genotipicas se encontraram em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Ao analisar as frequéncias alélicas do SNP -1082 A/G (Tabela 8), observou-se que
0 alelo G exibiu frequéncia de 37,7% no grupo DEN quando comparado ao grupo controle
com 31,0% (p= 0,11, OR= 1,34, p*= 0,14), entretanto ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa. As analises entre os grupos controle e DSSA (p= 0,32, OR=
1,24, p*=0,37), controle e DCSA (p=0,13, OR=1,46, p*=0,16), e DSSA e DCSA (p= 0,54,
OR= 1,18, p*=0,63) também n&o apresentaram significancia estatistica.



49

Tabela 8 - Distribuicdo genotipica e alélica do SNP -1082 A/G (rs1800896) do gene IL-10 nos grupos controle e casos (DEN,
DSSA e DCSA).

IL-10

Controle

DEN

OR

Controle

DSSA

OR

* *
1082 A/G (n=129) (n=118) P (95% IC) (n=129) (n=74) @%I1c) P
Genotipos
59 43 - - - 59 28 - - -
AIA 457)  (36.4) 457) (37,8
A 60 61 0,21 1,39 0,27 60 39 0,30 1,36 0,38
465) (51,7 (0,82-2,37) 46,55) (52,7 (0,74-2,50)
10 14 0,15 1,92 0,22 10 7 0,47 1,47 0,66
GIG (7,75) (11,9) (0,77-4,73) (7,75) (9,5) (0,50-4,28)
70 75 0,13 1,47 0,17 70 46 0,27 1,38 0,34
ANGH+GIG  (5a2)  (635) (0,88-2,44) (542 (62) (0,77-2,48)
119 104 0,45 1,19 0,52 119 67 0,53 1,18 0,62
AA+AIG g0y (881) (074-1,92) 922)  (90,5) (0,69-2,03)
Alelos
A 178 147 - - - 178 95 - -
69,00  (623) 69,0) (64,2)
. 80 89 0,11 1,34 0,14 80 53 0,32 1,24 0,37
(31,00 (37,7 (0,92-1,95) (31,00  (358) (0,80-1,90)

IL-10  Controle  DCSA OR . DSSA  DCSA OR .
1082 A/G  (n=129) (n=44) P (95%1c) P (n=74) (n=44) P (@wic)y P
Gendtipos

59 15 - - - 28 15 ; ) ]

AIA @57)  (341) (378)  (341)

A 60 23 0,27 1,50 0,36 39 23 0,81 1,10 0,97

465)  (52.3) (0,71-3,17) (52,7)  (52,3) (0,48-2,47)
10 6 0,19 2,36 0,24 7 6 0,52 1,60 0,68

GIG (7,75) (13,6) (0,73-7,52) (9,5) (13,6) (0,45-5,62)

70 29 0,17 1,62 0,24 46 29 0,68 1,17 0,83
AIG + G/G (54,2) (65,9) (0,79-3,32) (62,1) (65,9) (0,53-2,56)
119 38 0,50 1,25 0,62 67 38 0,88 1,05 0,96
AATAG 09 (86.3) (0,64-2,46) (90,5)  (86,3) (0,50-2,22)
Alelos
178 53 - - - 95 53 - - -
A (69.0)  (60.2) (642)  (602)
80 35 0,13 1,46 0,16 53 35 0,54 1,18 0,63
G (31,00  (398) (0,88-2,42) (358)  (39,8) (0,68-2,03)

A= alelo selvagem; G= alelo mutante; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; Significancia estatistica (p<0,05).
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Nas andlises das frequéncias genotipicas do SNP -1082 A/G (Tabela 9) observou-
se que o0 gendtipo A/G exibiu frequéncia de 51,7% no grupo DEN, apresentando
significancia estatistica em relacdo ao grupo ASS com 37,6% (p=0,01, OR=2,17, p*=0,01),
sendo associado como fator de susceptibilidade a dengue. No grupo DSSA, o genétipo A/G
exibiu frequéncia de 52,7%, apresentando significancia estatistica quando comparado ao
grupo ASS com 37,6% (p= 0,02, OR= 2,13, p*= 0,03), sendo associado como fator de
susceptibilidade a DSSA. No grupo DCSA, o gendtipo A/G exibiu frequéncia de 52,3%,
apresentando significancia estatistica em relacdo ao grupo ASS com 37,6% (p= 0,03, OR=
2,34, p*= 0,05), sendo associado como fator de susceptibilidade a DCSA. Além disso, 0
referido genotipo teve frequéncia maior no grupo controle quando comparado ao grupo ASS
(p= 0,12, OR= 0,64, p*= 0,16), porém sem significancia estatistisca.

O gendtipo G/G exibiu frequéncia de 11,9% no grupo DEN, apresentando
significancia estatistica quando comparado ao grupo ASS com 4,71% (p= 0,01, OR= 3,98,
p*= 0,03), sendo associado como fator de susceptibilidade a dengue. No grupo DCSA, o
gendtipo G/G exibiu frequéncia de 13,6 %, apresentando significancia estatistica em relagédo
ao grupo ASS com 4,71% (p= 0,02, OR= 4,90, p*= 0,04), sendo associado como fator de
susceptibilidade a DCSA. Além disso, o referido genétipo teve frequéncia maior no grupo
DSSA em comparagéo ao grupo ASS (p= 0,10, OR= 3,06, p*= 0,16), e frequéncia maior no
grupo controle em comparacéo ao grupo ASS (p= 0,23, OR=0,48, p*=0,36), contudo ambas
as analises ndo relevaram significancia estatistica.

A combinacdo de geno6tipos A/G + G/G exibiu frequéncia de 63,5% no grupo DEN,
apresentando significancia estatistica quando comparada ao grupo ASS com 42,3% (p=
0,002, OR= 2,37, p*= 0,004), sendo associada como fator de susceptibilidade a dengue. No
grupo DSSA, a combinacdo A/G + G/G exibiu frequéncia de 62,1%, apresentando
significancia estatistica em relacdo ao grupo ASS com 42,3% (p= 0,01, OR= 2,23, p*=0,02),
sendo associada como fator de susceptibilidade a DSSA. No grupo DCSA, a combinacgéo
AJG + G/G exibiu frequéncia de 65,9%, apresentando significancia estatistica em relacéo ao
grupo ASS com 42,3% (p= 0,01, OR= 2,63, p*= 0,01), sendo associada como fator de
susceptibilidade 8 DCSA. Além disso, a referida combinacdo teve frequéncia maior no grupo
controle quando comparada ao grupo ASS (p= 0,08, OR= 0,61, p*= 0,11), contudo sem
significancia estatistica.

A combinag&o de gendtipos A/A + A/G exibiu frequéncia de 88,1% no grupo DEN
em relacdo ao grupo ASS com 95,2% (p= 0,13, OR= 1,46, p*= 0,17), entretanto n&o
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apresentou diferenca estatisticamente significativa. Além disso, a referida combinagao teve
frequéncia menor no grupo DSSA em comparagéo ao grupo ASS (p= 0,19, OR= 1,44, p*=
0,25), frequéncia menor no grupo DCSA em comparacao ao grupo ASS (p=0,22, OR=1,53,
p*=0,29), e frequéncia menor no grupo controle em comparacao ao grupo ASS (p= 0,40,
OR= 0,81, p*= 0,48), contudo as analises mencionadas ndo apresentaram significancia
estatistica. Todas as frequéncias genotipicas se encontraram em equilibrio de Hardy-
Weinberg.

Ao analisar as frequéncias alélicas do SNP -1082 A/G (Tabela 9), observou-se que
o0 alelo G exibiu frequéncia de 37,7% no grupo DEN, apresentando significancia estatistica
quando comparado ao grupo ASS com 23,5% (p= 0,002, OR= 1,96, p*= 0,003), sendo
associado como fator de susceptibilidade a dengue. No grupo DSSA, o alelo G exibiu
frequéncia 35,8%, apresentando significancia estatistica em relacdo ao grupo ASS com
23,5% (p= 0,01, OR= 1,81, p*= 0,02), sendo associado como fator de susceptibilidade a
DSSA. No grupo DCSA, o alelo G exibiu frequéncia de 39,8%, apresentando significancia
estatistica em relacdo ao grupo ASS com 23,5% (p= 0,006, OR= 2,14, p*= 0,01), sendo
associado como fator de susceptibilidade a DCSA. Além disso, o referido alelo teve
frequéncia maior no grupo controle em comparacédo ao grupo ASS (p= 0,09, OR= 0,68, p*=
0,11), entretanto ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa.
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Tabela 9 - Distribuicdo genotipica e alélica do SNP -1082 A/G (rs1800896) do gene IL-10 nos grupos assintomatico (ASS), casos
(DEN, DSSA e DCSA) e controle.

IL-10

ASS

DEN

OR

- ASS DSSA

OR

1082 AIG  (n=85) (n=118) P (95% IC) (n=85)  (n=74) ©@%Ic) P
Genotipos
49 43 - - - 49 28 - - -
AA (57,6) (36,4) (57,6) (37,9)
AG 32 61 0,01 2,17 0,01 32 39 0,02 2,13 0,03
(37,6) (51,7) (1,20-3,92) (37,6) (52,7) (1,10-4,12)
oG 4 14 0,01 3,98 0,03 4 7 0,10 3,06 0,16
(4,71) (11,9) (1,22 13,0) (4,71) (9,5) (0,82-11,3)
36 75 0,002 2,37 0,004 36 46 0,01 2,23 0,02
AlG + GIG (42.,3) (63,5) (1,34-4,20) (42,3) (62,1) (1,18-4,22)
81 104 0,13 1,46 0,17 81 67 0,19 1,44 0,25
AlA+ AIG (95,2) (88,1) (0,88-2,41) (95,2) (90,5) (0,82-2,54)
Alelos
A 130 147 - - - 130 95 - - -
(76,5) (62,3) (76,5) (64,2)
G 40 89 0,002 1,96 0,003 40 53 0,01 1,81 0,02
(23,5) (37,7) (1,26-3,05) (2355)  (35,8) (1,11-2,95)

IL-10 ASS DCSA OR - ASS Controle OR *
1082 A/G (n=85)  (n=44) P @%1c) P (n=85 (n=129) P @%1c) P
Gendétipos

49 15 ; ; ; 49 59 - ] ]
AIA G76)  (341) (576)  (457)
AG 32 23 0,03 2,34 0,05 32 60 0,12 0,64 0,16
(37,6) (52,3) (1,06-5,16) (37,6)  (46,5) (0,36-1,13)

. 4 6 0,02 4,90 0,04 4 10 0,23 0,48 0,36
(4,71) (13,6) (1,21-19,6) 4,71  (7,75) (0,14-1,63)

NG+ G 36 29 0,01 2,63 0,01 36 70 0,08 0,61 0,11

G+GIG 423  (659) (1,23-5,61) 423) (54,2 (0,35-1,07)

81 38 0,22 1,53 0,29 81 119 0,40 0,81 0,48
AA+AIG 950y (86,3) (0,76-3,07) 952)  (92,2) (0,51-1,31)
Alelos
A 130 53 - - - 130 178 - - -
(76,5) (60,2) (76,5) (69,0)
c 40 35 0,006 2,14 0,01 40 80 0,09 0,68 0,11
(23,5) (39,8) (1,23-3,73) (23,5) (31,0) (0,44-1,06)

A= alelo selvagem; G= alelo mutante; OR= odds ratio; IC= intervalo de confianca; Significancia estatistica (p<0,05).
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5.3 Andlises haplotipicas dos SNPs do gene IL-10

Com o propdsito de avaliar o possivel efeito combinado entre os SNPs -819 C/T e -
1082 A/G do gene IL-10, as frequéncias haplotipicas e o desequilibrio de ligagdo foram
analisados entre os grupos controle, DEN, DSSA e DCSA. Conforme evidenciado na Tabela
10, a presenca do haplétipo duplo selvagem (C-A) foi menor nos grupos DEN e DCSA
quando comparado ao grupo controle, porém ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas (p>0,05). Com relacdo ao haplotipo duplo polimorfico (T-G),
a sua presenca foi menor nos grupos DSSA e DCSA quando comparado ao grupo controle,
contudo também ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p>0,05).
Ambos os SNPs do gene IL-10 investigados apresentaram forte desequilibrio de ligacdo

entre si.

Tabela 10 — Distribuicdo das frequéncias haplotipicas dos SNPs -819 C/T (rs1800871) e -1082 A/G
(rs1800896) do gene IL-10, comparadas entre os grupos controle, DEN, DSSA e DCSA.

Haplétipos Controle (%) DEN (%) X2 p p?
T-A 36,4 31,8 1,141 0,2855 0,5290
C-G 29,4 374 3,514 0,0609 0,1640
C-A 32,7 30,4 0,295 0,5869 0,8720

Desequilibrio D’= 0,922 rz= 0,239

Haplétipos Controle (%) DSSA (%) X2 p p?
T-A 36,3 29,3 2,073 0,1499 0,3660
C-A 32,8 34,9 0,181 0,6701 0,9620
C-G 29,3 35,3 1,608 0,2047 0,4490
T-G 1,6 0,5 1,031 0,3099 0,6690

Desequilibrio D’= 0,897 rz= 0,209

Haplétipos Controle (%) DCSA (%) x2 p p?
T-A 36,3 3,8 0,007 0,9341 1,0000
C-G 29,3 4.4 3,69 0,0547 0,1560
C-A 32,8 2,2 2,83 0,0925 0,2400
T-G 1,6 0,5 0,553 0,4572 0,8840

Desequilibrio D’= 0,897 rz= 0,243

Haplétipos DSSA (%) DCSA (%) x2 p p?
C-G 35,8 40,9 0,611 0,4345 0,6890
T-A 29,7 36,4 1,112 0,2916 0,5450
C-A 34,5 22,7 3,611 0,0574 0,1670

Desequilibrio D=1,0 r2=0,288

Os valores sdo numeros (%) estudados. 2Valor ajustado apos 1.000 permutacdes aleatorias.

A fim de avaliar o provavel efeito combinado entre ambos os SNPs do gene IL-10,
as frequéncias haplotipicas e o desequilibrio de ligacdo também foram avaliados entre os
grupos ASS, DEN, DSSA, DCSA e controle. De acordo com a Tabela 11, o haplotipo C-G
foi mais frequente nos grupos DEN (p= 0,0031), DSSA (p= 0,0195) e DCSA (p= 0,0045)
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quando comparado ao grupo ASS, sendo observadas associacdes estatisticamente
significativas. O haplétipo C-A foi menos frequente nos grupos DEN, DSSA e DCSA em
relacdo ao grupo ASS, porém ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05). Por outro lado, o hapldtipo C-A foi mais frequente no grupo ASS
(p= 0.0265) quando comparado ao grupo DCSA, sendo observada associacéo
estatisticamente significativa. Ambos os SNPs do gene IL-10 investigados apresentaram

forte desequilibrio de ligacéo entre si.

Tabela 11 - Distribuicdo das frequéncias haplotipicas dos SNPs -819 C/T (rs1800871) e -1082 A/G
(rs1800896) do gene IL-10, comparadas entre os grupos assintoméatico, DEN, DSSA, DCSA e controle.

Haplotipos ASS (%) DEN (%) x2 p p?
T-A 39,9 32,2 2,53 0,1117 0,2770
C-A 36,3 30,1 1,729 0,1886 0,4110
C-G 23,8 37,7 8,727 0,0031 0,0110

Desequilibrio D=1,0 r2= 0,257

Haplotipos ASS (%) DSSA (%) x2 p p?
C-A 36,3 34,5 0,118 0,7315 0,9570
T-A 39,9 29,7 3,558 0,0593 0,1530
C-G 23,8 35,8 5,457 0,0195 0,0630

Desequilibrio D=1,0 r2= 0,226

Haplotipos ASS (%) DCSA (%) x2 p p?
T-A 39,9 36,4 0,301 0,5831 0,8660
C-A 36,3 22,7 4,926 0,0265 0,0790
C-G 23,8 40,9 8,089 0,0045 0,0190

Desequilibrio D’=1,0 r’= 0,266

Haplotipos Controle (%) ASS (%) x2 p p?
T-A 36,0 39,6 0,563 0,4532 0,8530
C-A 32,8 36,6 0,694 0,4046 0,8040
C-G 29,7 23,5 2,049 0,1523 0,3580
T-G 15 0,3 1,385 0,2392 0,5390

Desequilibrio D’=0,903 r2=0,202

Os valores sdo nimeros (%) estudados. #Valor ajustado apos 1.000 permutacdes aleatdrias.

5.4 Associacdo dos SNPs do gene IL-10 com a modulacdo das manifestacoes
clinicas da dengue
Com o proposito de investigar melhor a associa¢do dos SNPs do gene IL-10 com a

patogénese da dengue, e detectar um provavel efeito de susceptibilidade ou protecéo do alelo
mutante sobre o desenvolvimento das manifestagdes clinicas da doencga, o grupo DEN foi
dividido em dois subgrupos: portadores do alelo T (carreadores C/T ou T/T) e ndo portadores
-T (carreadores C/C) para o0 SNP -819 C/T. Ainda, portadores G (carreadores C/G ou G/G)
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e ndo portadores-G (carreadores C/C) para o SNP -1082 A/G. Um total de 18 manifestagdes
clinicas foram descritas no grupo DEN. As frequéncias de cada manifesta¢do para os dois
subgrupos foram comparadas pelo Teste Exato de Fisher. Um teste de Wilcoxon pareado foi
aplicado para avaliar qualquer tendéncia de maior frequéncia de sintomas entre portadores
do alelo mutante em comparacdo aos ndo portadores do alelo mutante.

Conforme visto na Tabela 12, a frequéncia das manifestacbes mostrou uma
tendéncia a ser maior em portadores do alelo T (com 10 delas sendo mais prevalentes neste
grupo). Ao comparar portadores T e ndo portadores-T para cada manifestacdo, as unicas
diferencas significativas observadas foram para cefaleia (p*= 0,0264), edemas (p*= 0,0323)
e calafrios (p*= 0,0478), sugerindo assim o alelo T como fator de susceptibilidade para a
cefaleia e fator de protecdo para edemas e calafrios. Contudo, ao ser aplicado o Teste de
Wilcoxon Pareado para comparar as frequéncias de todos os sintomas entre 0s grupos, ndo

se identificou significancia estatistica (z= 0,92, p= 0,35).

Tabela 12 - SNP -819 C/T (rs1800871) do gene IL-10 e as 18 manifesta¢des clinicas da dengue mais presentes
em pacientes do grupo DEN.

Frequéncias alélicas

Frequéncia

Manifestacgéo Clinica _ Portadores T N&o portadores-T p*
(OO (n=64) (%) (n=55) (%)

Febre 107 (89,9) 58 (90,6) 49 (89,1) 1,0000
Cefaleia 99 (83,2) 58 (90,6) 41 (74,5) 0,0264
Artralgia 107 (89,9) 56 (87,5) 51(92,7) 0,3801
Mialgia 89 (74,7) 51 (79,6) 38 (69,1) 0,2087
Exantema 84 (70,5) 43 (67,1) 41 (74,5) 0,0903

Dor retroorbitéria 75 (63,0) 43 (67,1) 32 (58,1) 0,3448
Fraqueza/Prostracao 83 (69,7) 45 (70,3) 38 (69,1) 1,0000
Prurido 80 (67,2) 40 (62,5) 40 (72,7) 0,2481
Néauseas 55 (46,2) 33 (51,5) 22 (40,0) 0,2687

Dor abdominal 28 (23,5) 14 (21,8) 14 (25,4) 0,6703
Vomitos 38(31,9) 24 (37,5) 14 (25,4) 0,1735
Diarreia 24 (20,1) 14 (21,8) 10 (18,1) 0,6536
Dores nas costas 38 (31,9) 23 (35,9) 15 (27,2) 0,3316
Falta de apetite 26 (21,8) 14 (21,8) 12 (21,8) 1,0000
Edemas 28 (23,5) 10 (15,6) 18 (32,7) 0,0323
Calafrios 7(5,8) 1(1,5) 6 (10,9) 0,0478
Fotofobia 15 (12,6) 11 (17,1) 4(7,2) 0,1649
ManifestagcBes hemorragicas 6 (5,0) 3 (4,6) 3(5,4) 1,0000

*0 valor de p foi determinado pelo Teste Exato de Fisher.

Conforme visto na Tabela 13, a frequéncia das manifestagdes se mostrou similar
entre os portadores do alelo G e ndo portadores-G (com prevaléncia de 9 delas em cada

grupo). Ao comparar portadores G e ndo portadores-G para cada manifestacéao, foi observada
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apenas uma tendéncia de associagdo a protecao contra a febre (p*=0,0535). Contudo, ao ser
aplicado o Teste de Wilcoxon Pareado para comparar as frequéncias de todos os sintomas

entre 0s grupos, nao se identificou significancia estatistica (z= 0,45, p= 0,64).

Tabela 13 - SNP -1082 A/G (rs1800896) do gene IL-10 e as 18 manifestagdes clinicas da dengue mais
presentes em pacientes do grupo DEN.

Frequéncias alélicas

Manifestacéo Clinica (I:lr:eﬁllgr}%z Portadores G Portadores Nao-G p*
(n=75) (%) (n=43) (%)

Febre 106 (89,8) 64 (85,3) 42 (97,6) 0,0535
Cefaleia 98 (83,0) 62 (82,6) 36 (83,7) 1,0000
Artralgia 106 (89,8) 68 (90,6) 38 (88,3) 0,7559
Mialgia 88 (74,5) 58 (77,3) 30 (69,7) 0,3864
Exantema 83 (70,3) 55 (73,3) 28 (65,1) 0,4043

Dor retroorbitaria 74 (62,7) 46 (61,3) 28 (65,1) 0,6983
Fraqueza/Prostracéo 82 (69,4) 55 (73,3) 27 (62,7) 0,2992
Prurido 79 (66,9) 54 (72,0) 25 (58,1) 0,1554
Nauseas 54 (45,7) 34 (45,3) 20 (46,5) 1,0000

Dor abdominal 27 (22,8) 15 (20,0) 12 (27,9) 0,3665
Vomitos 38(32,2) 25 (33,3) 13 (30,2) 0,8385
Diarreia 24 (20,3) 14 (18,6) 10 (23,2) 0,6363
Dores nas costas 38 (32,2) 24 (32,0) 14 (32,5) 1,0000
Falta de apetite 26 (22,0) 16 (21,3) 10 (23,2) 0,8208
Edemas 28 (23,7) 18 (24,0) 10 (23,2) 1,0000
Calafrios 7(5,9) 6 (8,0) 1(2,3) 0,2618
Fotofobia 15 (12,7) 9 (12,0) 6 (13,9) 0,7794
ManifestagGes hemorrégicas 6 (5,0) 4 (5,3) 2 (4,6) 1,0000

*Q valor de p foi determinado pelo Teste Exato de Fisher.

5.5 Distribuicdo do alelo mutante dos SNPs do gene IL-10 nas populacgdes do
mundo
Outro fator a ser apontado diz respeito a distribuicdo heterogénea do alelo mutante

dos polimorfismos do gene IL-10 nas populac@es do mundo. Neste estudo, a frequéncia do
alelo T para o SNP -819 C/T na populagdo norte-piauiense foi de 37,9%, sendo préxima as
das populagdes de Cuba (37,7%) e Malawi (37,2%) (Tabela 14). Pode-se observar também
que a frequéncia do alelo T na populacéo brasileira do Estado do Ceara (51,0%, p= 0,0437)
e na populacdo do Sri Lanka (50,8%, p= 0,0437) foi significativamente maior quando
comparada a frequéncia deste alelo na populagdo norte-piauiense. Ainda, que a frequéncia
do alelo T encontrada na populacéo brasileira do Estado do Alagoas (26,3%, p= 0,0475),
bem como nas populagdes da Ucrania (24,0%, p= 0,0232), da india (23,8%, p=0,0232) e da
Tunisia (26,0%, p= 0,0475) foi significativamente menor quando comparada a frequéncia

deste alelo na populacéo norte-piauiense.
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Tabela 14 - Comparacdo das frequéncias alélicas do SNP -819 C/T (rs1800871) do gene IL-10, com base em estudos
gendmicos de associacao realizados na populacdo mundial.

Etnicidade e N (Tamanho Frequéncia (%) o* Referéncia
Pais amostral) C T
América
Brasil (Piauf) 128 62,1 37,9 - Este estudo
Brasil (Ceard) 46 490 510 0,0437 CANSANCAO et al., 2016
Brasil (Alagoas) 135 73,7 26,3  0,0475 SANTOS et al., 2017
Brasil (Rio de Janeiro) 325 640 360 04418 XAVIER-CARVALHO etal., 2013
Brasil (Parand) 310 676 324  0,2293 MOREIRA et al., 2008
Brasil (Bahia) 91 582 418 0,3326 ALMEIDA et al., 2013
Canadé 332 720 280 0,0879 AMRE et al., 2008
Cuba 90 622 37,7 05579 PEREZ et al., 2010
Coldmbia 100 570 430 02823 CARDONA-CASTRO etal., 2012
E‘tjar:bpu"’l‘ 150 69,0 31,0 0,861 ATES et al., 2008
Mecedonia 299 727 273  0,0654 TRAJKOV et al., 2009
Bulgiria 86 587 413 0,3862 MIHAILOVA et al., 2005
| 106 760 240 0,0232 ZASTAVNA et al., 2014
Ucrania
Asia
Sri Lanka 62 492 50,8  0,0437 FERNANDO et al, 2015
-a ALAGARASU et al., 2015
india 107 762 238 00232
Ira 140 711 289 0,153 HANAEL etal., 2018
- . MOHAYA et al., 2015
Arabia Saudita 211 658 341 0,3293 QADDOURAH ot 4., 2014
Bahraim 307 705 295  0,1480 5
TAJ;I';’; 300 740 260 00475 RAGUEMA et al., 2018
Mogambigue 367 60,0 40,0 04424 MABUNDA et al., 2015
i 206 51,7 483  0,0993 MHMOUD et al., 2013
ahana 1972 576 424 0,3326 THYE et al., 2009
Malani 698 628 372 04359 FITNESS et al., 2004

*Q valor de p foi determinado pelo Teste Exato de Fisher.

Neste estudo, a frequéncia do alelo G para o SNP -1082 A/G na populagéo norte-
piauiense foi de 31,0%, sendo proxima a da populagéo brasileira do Estado do Para (30,3%)
(Tabela 15). Pode-se observar também que a frequéncia do alelo polimérfico foi
significativamente maior na populacéo da Turquia (48,2%, p=0,0102) quando comparada a
frequéncia deste alelo na populagéo norte-piauiense. J& a frequéncia nas populagdes do Peru
(16,9%, p= 0,0154) e da Malasia (6,8%, p<0,001) foi significativamente menor quando

comparada a frequéncia do alelo na populagéo norte-piauiense.
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Tabela 15— Comparacédo das frequéncias alélicas do SNP -1082 A/G (rs1800896) do gene IL-10, com base em estudos
gendmicos de associacdo realizados na populagcdo mundial.

Continente e N (Amostras Frequéncia (%0)

Populacdo Genotipadas) A G P Referencia
América
Brasil (Piauf) 129 69,0 31,0 - Este estudo
Brasil (Parana) 310 62,1 37,9 0,1861 MOREIRA et al., 2008
Brasil (Par4) 99 69,7 30,3 0,5000 FEITOSA et al., 2016
Colémbia 100 72,0 28,0 0,3783 CARDONA-CASTRO et al., 2012
Chile 172 71,8 28,2 0,3783 HORMAZABAL et al., 2014
Peru 510 83,1 16,9 0,0154 TAYPE et al., 2010
Honduras 161 78,0 22,0 0,0998 MORGAN et al., 2006
Cuba 90 66,1 33,8 0,3814 PEREZ et al., 2010
Eﬁrﬁfﬁi 110 51,8 48,2 0,0102 ULGER et al., 2013
Maceddnia 299 58,9 41,1 0,0924 TRAJKOV et al., 2008
Roménia 78 57,7 423 0,0708 BURADA et al., 2010
S 205 58,5 41,5 0,0708 KAMANGAR et al., 2006
Filandia
Asia
india 559 67,0 33,0 0,4398 PANDEY et al., 2018
Sri Lanka 62 67,0 33,0 0,4398 FERNANDO et al., 2015
Malasia 118 93,2 6,8 <0,001 SAM et al., 2015
Ird 140 64,2 35,4 0,3260 HANAEI et al., 2018
Cambodia 106 66,9 33,1 0,4398 DELGADO et al., 2002
Africa
Tunisia 300 68,0 32,0 0,5000 RAGUEMA et al., 2018
Egito 80 61,0 39,0 0,1497 TALAAT et al, 2015
Malawi 541 60,7 39,3 0,1497 FITNESS et al., 2004
Ghana 1968 71,9 28,1 0,3783 THYE et al., 2009

*0 valor de p foi determinado pelo Teste Exato de Fisher.
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6 DISCUSSAO

Avancos recentes em estudos epidemioldgicos revelaram que a base fisiopatoldgica
da dengue resulta do envolvimento de trés fatores: virus, ambiente e hospedeiro (COFFEY
et al., 2009; HERRERO et al., 2013; NEDJADI et al., 2015). Dentro deste ultimo fator,
destacam-se os polimorfismos em genes potencialmente envolvidos com a imunopatogénese
da dengue, os quais podem ter efeitos significativos sobre a doenca, com implicagdo em
protecao, susceptibilidade ou risco de progressdo para as suas formas graves (PEREZ et al.,
2010; FANG et al., 2012; FERNANDO et al., 2015; SANTOS et al., 2016).

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria pleiotropica que apresenta papel de
destaque na patogénese da dengue com a sua atividade imunossupressora. Esta deprime a
resposta antiviral mediada pelo IFN, levando a deficiéncia imunoldgica do hospedeiro e a
persisténcia da doenca (HARAPAN et al., 2013; TSAI et al., 2013; TAUSEEF et al., 2016;
FLORES-MENDOZA et al., 2017). Diante disto, multiplos estudos demonstraram que
polimorfismos em genes de citocina podem influenciar o fen6tipo de varias patologias, sendo
considerados assim importantes marcadores de susceptibilidade ou protecdo (VALLINOTO
etal., 2010; FEITOSA etal., 2016; HANAEI et al., 2018. HOLSTER et al., 2018; KUMARI
etal., 2018).

Neste estudo, as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs -819 C/T e -1082 A/G
do gene IL-10 foram analisadas em uma populacdo do Nordeste do Brasil, em grupos de
individuos com infeccdo confirmada por DENV, individuos com infec¢do assintomatica e
individuos do grupo controle negativo. Com relacdo ao SNP -819 C/T, ndo foi observada
associacdo estatisticamente significativa deste com a dengue. Tais achados corroboram 0s
resultados de Moreira et al. (2008), Xavier-Carvalho et al. (2013) e Santos et al. (2016), que
também ndo encontraram associacdo do referido polimorfismo e a dengue nas populacdes
brasileiras do Estado do Parand, do Estado do Rio de Janeiro, e em um estudo de meta-
analise compreendendo os SNPs dos genes TNF-a (-308 A/G) e IL-10 (-819 C/T),
respectivamente.

Contrastando com o perfil de associacdo encontrado aqui e em outros estudos,
Cansancdo e colaboradores (2016) identificaram uma predisposicao para o desenvolvimento
da dengue e de seus sintomas combinando os genotipos C/T e A/A dos SNPs dos genes IL-
10 (-819 C/T) e TNF-a (-308 A/G), respectivamente em uma populagéo brasileira do Estado
do Ceara (p= 0,03, OR= 8,40). Adicionalmente, no estudo conduzido por Alagarasu e

colaboradores (2015) com a populacéo da india, observaram que o gen6tipo C/T do SNP do
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gene IL-10 (-819 C/T) estava associado a protecdo contra a FHD (p= 0,014, OR= 0,78).
Ainda, Santos e colaboradores (2017) observaram uma associagéo protetora do alelo C do
SNP do gene IL-10 (-819 C/T) contra a FHD (p= 0,028, OR= 0,56), enquanto 0s genotipos
C/T e T/T foram associados a FHD (p= 0,047, OR= 2,10) e a FD (p= 0,008, OR= 3,82),
respectivamente em uma populagéo brasileira do Estado do Alagoas.

No que se refere ao SNP -1082 A/G, sabe-se que 0 alelo “A” tem mostrado estar
associado a baixos niveis de expressdo da IL-10 quando comparado ao alelo “G” (TURNER
etal., 1997; LOPEZ-MADERUELO et al., 2003). Niveis mais baixos podem contribuir com
o0 desenvolvimento do processo inflamatério na dengue, enquanto niveis mais altos podem
levar & diminuicdo da depuracéo viral, por meio da inibigdo de citocinas pré-inflamatdrias,
como o IFN-y. Deste modo, o equilibrio entre os niveis de citocinas pro- e anti-inflamatorias
pode atuar reduzindo a inflamacdo com subsequente depuracdo viral, enquanto 0 aumento
de citocinas pro-inflamatdrias e a diminuicdo das anti-inflamatorias, ou vice-versa, pode
implicar no aumento da inflamagédo e conduzir a falha no processo de eliminagédo viral
(ALAGARASU et al., 2015).

Considerando os resultados obtidos nesta pesquisa para o SNP -1082 A/G, hipotetiza-
se que a presenca do alelo G, dos genétipos A/G e G/G, e da combinacao de gendtipos A/G
+ G/G em pacientes com dengue os predispdem ao desenvolvimento da doenca sintomaética.
Tais achados podem estar atrelados a niveis altos (alelo G e genétipo G/G) ou niveis
intermediarios (A/G) de expressdo da IL-10 e possivelmente a niveis alterados de expressao
de mediadores pro-inflamatérios, que conjuntamente promoveram o desequilibrio da
regulacdo imunolégica dos pacientes durante a infeccdo, com consequente falha no processo
de eliminacdo viral. O alelo e os gen6tipos mencionados podem estar associados com 0
desenvolvimento dos sintomas e com o agravamento do quadro clinico dos pacientes, visto
gue mostraram associa¢cdo com as formas da dengue com ou sem sinais de alarme em relagéo
aos pacientes assintomaticos.

Os resultados alcancados nesta pesquisa para 0 SNP -1082 A/G corroboram o estudo
conduzido por Fernando et al. (2015) com populacdo do Sri Lanka, onde a frequéncia do
gendtipo G/G se mostrou maior no grupo FHD do que no grupo controle, no entanto ambos
ndo revelaram significancia estatistica. Ainda apoiam o estudo realizado por Sam et al.
(2015) com populagdo da Malasia, onde a frequéncia do genotipo G/G e do alelo G se
mostrou maior no grupo FD quando comparado ao grupo controle, contudo ambos nédo

exibiram significancia estatistica. Por outro lado, opdem-se aos estudos coordenados por
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Moreira et al. (2008) e Feitosa et al. (2016), que ndo encontraram nenhuma associagéo
significativa da variante -1082 A/G e a dengue nas populacdes brasileiras dos Estados do
Parana e Para, respectivamente. Para confirmar ou contestar os resultados desta pesquisa, a
classificacdo da DCSA foi correlacionada a FHD e a classificacdo da DSSA a FD.

No estudo de Fernandez-Mestre et al. (2004) com populacdo venezuelana, a
combinacdo de genotipos relacionados com a alta producdo de TNF-a (-308; A/A ou A/G)
e a baixa producdo da IL-10 (-1082; A/A) foi associada significantemente a FHD quando
comparada ao grupo controle (p= 0,013, OR=19,5). Ainda, a combinacédo de gendtipos foi
associada significantemente a FHD quando comparada ao grupo FD (p= 0,017, OR=17,4).
Por outro lado, a combinacdo de gendtipos envolvidos com a baixa produ¢do de TNF-a (-
308; G/G) e a baixa producéo de I1L-10 (-1082; A/A) se mostrou significantemente menor
no grupo FHD quando comparada ao grupo FD (p= 0,023, OR= 0,0275). No entanto, 0s
valores de p das comparacBes relatadas ndo foram significativos ap6s a correcdo de
Bonferroni.

No estudo de Perez et al. (2010) com populacdo cubana foram realizadas
combinac6es de alelos e/ou gendtipos entre os polimorfismos dos genes TNF-a (-308 A/G),
IL-10 (-1082 A/G, -819 C/T, -592 C/A) e IFN-y (+ 874 A/T) a fim de verificar a influéncia
destes sobre a dengue. A combinagdo TNF-a (A) e IL-10 (ACC/ATA) foi associada com
susceptibilidade a FHD em relagdo ao grupo controle (p= 0,003, OR= 10,0). A combinacédo
TNF-a (A) e IL-10 (ACC ou ATA) conferiu risco a FHD em relacéo ao grupo controle (p=
0,001, OR= 3,92). A combinacdo IFN-y (TT) e IL-10 (ACC/ATA) aferiu risco a FHD em
relacdo ao grupo controle (p= 0,002, OR=17,3). Além disso, a combinacdo TNF-a (A), IFN-
y (T) e IL-10 (ATA) revelou associagdo de risco a FHD em relagdo ao grupo controle (p=
0,006, OR=9,16).

No estudo de Fernando et al. (2015), a combinacdo CCA/ATA do gene IL-10 (-592
CIA, -819 C/T, -1082 A/G) foi associada com o risco a FHD (p= 0,04, OR= 2,42), e a
combinacdo ATA/ATG foi associada a protecdo contra a FHD (p= 0,02, OR= 0,09), ambas
em relacdo ao grupo controle. No estudo de Santos et al. (2017) observaram associacao da
combinacdo GTA dos genes TNF-« (-308 G/A), IL-10 (-819 C/T) e IFN-y (+874 A/T) com
susceptibilidade a FD (p= 0,022, OR= 2,95), e da combina¢do GCT com protecdo contra o
desenvolvimento da FHD (p= 0,035, OR= 0,28), ambas em relacdo ao grupo controle. No
estudo de SAM et al. (2015), a combinacgdo de haplotipos ndo-GCC do gene IL-10 (-1082
A/G, -819 C/T, -592 C/A) e genotipos do gene TNF-a (-308; G/A + A/A) foi correlacionada
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com efeitos protetores contra o desenvolvimento da FHD em relagdo ao grupo controle (p=
0,002, OR=0,3).

Tendo em vista as associagOes significativas de protecdo ou risco a FHD descritas
nos estudos acima, pode-se evidenciar a importancia de”pesquisas que avaliam a interacao
entre polimorfismos no gene da citocina anti-inflamatdria IL-10 e polimorfismos em genes
de citocinas pro-inflamatorias. A andlise da interacdo entre diferentes genes pode ser util
para 0 entendimento de que uma resposta pré-inflamatoria demasiada sem uma regulacao
satisfatoria e oportuna relaciona-se com o desenvolvimento da dengue grave (PEREZ et al.,
2010). Contudo, vale apontar que, os estudos reportados anteriormente encontraram
associacao com a dengue combinando genotipos do SNP -1082 A/G entre si ou com outros
abordados na literatura, e apresentaram significancia em relacéo ao grupo controle. Nenhum
avaliou um grupo de pacientes assintomaticos e o impacto dos seus gendtipos/alelo na
manifestacdo dos sintomas da dengue, o que destaca o ineditismo do presente estudo caso-
controle.

No que diz respeito as andlises das frequéncias haplotipicas e do desequilibrio de
ligacdo entre os SNPs -819 C/T e -1082 A/G do gene IL-10, este foi o primeiro estudo a
avaliar o provavel efeito da interacdo entre tais variantes e os casos de dengue em relacéo a
pacientes assintomaticos. Sabendo que 0 alelo “C” do SNP -819 C/T tem mostrado estar
associado a altos niveis de expressdo da IL-10 quando comparado ao alelo “T” (TURNER
etal., 1997; PEREIRA et al., 2009; SALHI et al., 2008) e considerando os resultados obtidos
neste estudo, sugere-se que o hapldtipo C-G pode estar relacionado com altos niveis de
expressdo da IL-10 (-819C e -1082G) e supostamente com niveis alterados de expressdo de
citocinas pro-inflamatdrias, uma vez que mostrou associacao significativa com a dengue
com ou sem sinais de alarme quando comparado a dengue assintomatica. Com relacdo ao
haplotipo C-A, sugere-se que este pode estar relacionado possivelmente com niveis
intermediarios de expressao da IL-10 (-819C e -1082A) e com niveis ligeiramente alterados
de expressdo de citocinas pro-inflamatérias, tendo em vista que mostrou associacdo
significativa com a dengue assintomatica quando comparado a dengue com sinais de alarme.

Em referéncia ainda aos resultados das andlises haplotipicas deste estudo, os
haplotipos C-G (-819C e -1082G; p= 0,0045) e C-A (-819C e -1082A,; p= 0,0265) do gene
IL-10 mostraram associagdo com a FHD, ambos em relacdo ao grupo assintomatico. Por
outro lado, no estudo de Perez et al. (2010), o hapl6tipo ACC/ATA do gene IL-10 (-1082
AJG, -819 C/T, -592 C/A) foi associado com a FHD em relagdo ao grupo controle (p=0,02).
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Tal haplétipo foi previamente estudado e relacionado com a baixa expressdo da IL-10
(TURNER et al., 1997). Com base nos seus achados, Perez et al. (2010) hipotetizaram que
uma expressdo insuficiente da I1L-10 poderia ser responsavel pela regulacdo imunoldgica
ineficiente da dengue no hospedeiro.

Conforme observado nesta pesquisa, 0s SNPs -819 C/T e -1082 A/G do gene IL-10
apresentaram forte desequilibrio de ligacdo entre si. Os estudos conduzidos por Xia et al.
(2018) com populacdo chinesa exibindo paralisia cerebral, Qaddourah et al. (2014) com
populacgéo arabe exibindo condicao de perda de gravidez recorrente, e Zidi et al. (2015) com
populacdo da Tunisia exibindo cancer cervical, corroboraram os resultados encontrados
aqui, uma vez que detectaram também um forte desequilibrio de ligacdo entre os
polimorfismos. Por outro lado, outros estudos encontraram forte desequilibrio de ligacao
apenas entre as trés variantes do gene IL-10 (-1082 A/G, -819 C/T, -592 C/A) (TURNER et
al., 1997; ATES et al., 2008; LIMA et al., 2009; POOJA et al., 2012) ou entre as variantes -
819 C/T e -1082 A/G e outros polimorfismos em genes candidatos (MYHR et al., 2002;
SCARPELLI et al., 2006; AMRE et al., 2009, FIGUEIREDO et al., 2013).

No que se refere a investigacdo da associacdo dos SNPs do gene IL-10 com as
manifestacdes clinicas da dengue, os resultados deste estudo mostraram que 0s pacientes do
grupo DEN portadores do alelo T do SNP -819 C/T apresentaram maior ocorréncia das
manifestacdes clinicas da dengue do que os portadores ndo-T, sendo encontradas associacdes
significativas de susceptibilidade para o desenvolvimento da cefaleia (p*= 0,0264) e de
protecdo contra o desenvolvimento de edemas (p*= 0,0323) e calafrios (p*= 0,0478).
Considerando tais achados, os quais constituem os primeiros relatos sobre a associacdo do
SNP -819 C/T com a modulacéo da sintomatologia de pacientes com dengue, sugere-se que
o0 alelo T mutante apresenta influéncia sobre a patogénese do DENV durante a infeccéo.

No estudo de Sam e colaboradores (2015), os pacientes com dengue foram
estratificados, baseados nas suas apresentacdes clinicas, e analisados quanto a distribuicao
dos polimorfismos dos genes TNF-«a, IL-12B e IL-10. Os achados revelaram associacgdes
significativas das combinagdes dos SNPs TNF-a -308GA+AA/ IL-10 ndo-GCC (p= 0,001,
OR= 0,10), IL12B-3UTR (AC+CC)/IL-10 ndo-GCC (p= 0,007, OR= 0,10), e 1L12B
(prol+pro2)/IL-10 ndo-GCC (p= 0,014, OR= 0,20) com trombocitopenia, sendo associadas
como fator de protecdo contra esta caracteristica clinica. Além disso, a combinacéo dos SNPs
TNF-0 -308GA+AA/IL-10 ndo-GCC (p= 0,046, OR= 0,38) mostrou relevancia estatistica
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com AST aumentada, sendo associada também como fator de prote¢do contra esta
caracteristica clinica.

Ao comparar os diferentes resultados obtidos na analise da frequéncia dos alelos T e
G dos respectivos SNPs -819 C/T e -1082 A/G deste estudo com a encontrada nas populacdes
do mundo, observou-se que é importante levar em consideragédo a influéncia da etnia/raca,
uma vez que esta pode induzir & heterogeneidade na distribuicdo dos alelos mutantes,
influenciando diretamente os estudos genémicos de associacdo (FEITOSA et al., 2016;
XAVIER-CARVALHO et al., 2017). Vale ressaltar que, em relacdo a outras populacdes
brasileiras, foram detectadas diferencas significativas apenas na frequéncia do alelo T do
SNP -819 C/T nos estudos conduzidos com as populacdes dos Estados do Cearé e Alagoas.
Tais achados podem decorrer da alta miscigenacdo da populacdo brasileira, formada
principalmente por imigrantes europeus, indigenas nativos e escravos africanos
(CARVALHO-SILVA et al., 2001; COSTA et al., 2015; KEHDY et al. 2015; PEREIRA et
al., 2017). Comprovando o relato anterior, Lopes et al. (2014) ao avaliarem o grau de
miscigenacdo da populacdo residente no Estado do Piaui utilizando 46 marcadores
informativos de ancestralidade, encontraram que a populacdo mencionada era composta por
descendéncias europeia (60%), africana (21,5%) e amerindia (18,5%). Devido ao pais
possuir uma grande extensao territorial e estar ligado a diferentes aspectos histéricos, estudos
realizados em outras regides do Brasil podem apresentar influéncia sobre os polimorfismos
genéticos, e consequentemente sobre a distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas
dos mesmos (MOREIRA et al., 2008; COSTA et al., 2015; FERREIRA-FERNANDES et
al., 2015).

Estudos do tipo caso-controle para a dengue compreendem limitacdes que levam a
diferentes resultados de associagdo com as mais variadas populacdes. E, por conseguinte,
induzem ao baixo grau de replicacdo dos estudos, uma vez que varios fatores prejudicam a
deteccdo de associagbes dos polimorfismos com a doenca (CHAPMAN; HILL, 2012,
XAVIER-CARVALHO et al., 2017). Como fatores limitantes, pode-se apontar: tamanho
amostral pequeno e estratificacdo populacional duvidosa. Adicionalmente, tem-se a
definicdo errbnea de casos e controles, a variabilidade genética populacional e as variagdes
ndo observadas nas interagdes gene-ambiente ou patdégeno-hospedeiro (COFFEY et al.,
2009; LAN; HIRAYAMA, 2011; CHAPMAN; HILL, 2012). Tais obstaculos podem
dificultar o entendimento verdadeiro do papel da genética de polimorfismos na dinamica das

populagcdes com infeccdo por dengue ou outras doencas.
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Os dados desta pesquisa apontam uma possivel relagdo do alelo G e dos genotipos
A/G e G/G do SNP -1082 A/G, bem como do hapl6tipo C-G com a dengue sintomatica.
Além disso, indicam uma provavel relacdo do haplotipo C-A com a dengue assintomatica.
Contudo, vale enfatizar que, os resultados aqui descritos sdo peculiares de uma populacao
do Nordeste do Brasil. Estudos abrangentes que envolvam a combinagdo de polimorfismos
de diferentes citocinas sdo convenientes e necessarios para a compreensdo do efeito dos
genes sobre 0 aumento do risco a doenca e de sua severidade na populacédo estudada. Além
disso, estudos funcionais que avaliem o perfil sérico de citocinas nos pacientes com dengue
podem fornecer dados complementares potenciais para a investigagdo do panorama
imunologico do hospedeiro.

Considerando que os polimorfismos genéticos regulam a producdo de citocinas, e
que estes tém sido associados a fenotipos distintos da dengue, torna-se de grande importancia
0 estudo das variantes -819 C/T e -1082 A/G do gene IL-10 como fator genético do
hospedeiro para o entendimento de mecanismos envolvidos na complexa patogénese da
dengue grave, compreensdo da relacdo hospedeiro-doenca, e para um melhor
direcionamento de medidas terapéuticas e preventivas contra a patologia, considerando o

impacto global da doenca para a populacéo.
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7 CONCLUSAO

Diante dos resultados encontrados neste estudo, pode-se concluir que:

e 0O gendtipo A/G do SNP -1082 A/G foi associado com susceptibilidade a dengue, a
DSSA e a DCSA em relagdo ao grupo assintomatico;

e O gendtipo G/G do SNP -1082 A/G foi associado com susceptibilidade a dengue e a
DCSA em relagdo ao grupo assintomatico;

e A combinacdo de gendtipos A/G + G/G do SNP -1082 A/G foi associada com
susceptibilidade a dengue, 8 DSSA e a DCSA em relacdo ao grupo assintomatico;

e O alelo G do SNP -1082 A/G foi associado com susceptibilidade a dengue, a DSSA
e a DCSA em relagdo ao grupo assintomatico;

e O haplétipo C-G foi associado com a dengue, a DSSA e a DCSA em relagdo ao grupo
assintomatico;

e O hapl6tipo C-A foi associado com a dengue assintomatica em relacdo ao grupo
DCSA;

e O alelo mutante T do SNP -819 C/T revelou associacdo de predisposicdo para o
desenvolvimento da cefaleia e de protecdo contra o desenvolvimento de edemas e
calafrios, quando analisado de forma individual com as manifestacdes clinicas;

e Na andlise da distribuicdo do alelo mutante do SNP -819 C/T nas popula¢des do
mundo, a frequéncia obtida neste estudo diferiu significativamente da encontrada nas
populacdes do Brasil (Ceara e Alagoas), Sri Lanka, Ucrania, Roménia, india e
Tunisia;

e Na analise da distribuicdo do alelo mutante do SNP -1082 A/G nas populacbes do
mundo, a frequéncia obtida neste estudo diferiu significativamente da encontrada nas

populacdes da Turquia, Peru e Malasia.
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APENDICE |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DA PESQUISA: “Identificacio molecular de Dengue virus e outros arbovirus e prevaléncia de
polimorfismos genéticos em pacientes do Piaui”.

PESQUISADORES RESPONSAVEIS:
Prof. Dr. Gustavo Portela Ferreira e Prof. Dra. Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira

Universidade Federal do Piaui — Campus Ministro Reis Velloso, Av. Sdo Sebastido, n° 2819, Bairro Reis
Velloso, CEP 64204-035, Parnaiba, Piaui, Brasil. Telefone para contato (inclusive a cobrar): (86) 99920-3470
/ (86) 99401-3035

ESCLARECIMENTOS:

Prezado colaborador(a), vocé esta sendo convidado(a) a participar como VOLUNTARIO desta pesquisa, que
ird contribuir para o conhecimento dos arbovirus circulantes no estado do Piaui, bem como fatores do paciente
(hospedeiro) que podem predispor a infec¢des pelos arbovirus. O paciente pode ser incluido na pesquisa se
apresentar sintomatologia sugestiva de dengue/outras arboviroses, e caso ocorra a realizacdo de examex em
institui¢do publica de satde de Parnaiba. Caso vocé concorde com a participacdo (ou participacdo da crianca),
uma pequena quantidade de sangue serd obtida, por pungdo venosa, e transportada imediatamente para o
laboratério. O paciente seré atendido no servico de salde, mesmo que ndo concorde com a inclusdo no estudo
ou desista de participar a qualquer momento. Todos 0s resultados de exames que estiverem prontos estardo a
sua disposicao a qualquer momento da pesquisa. Vocé ou a crianga nao receberdo qualquer remuneracao pela
participacéo.

Vocé poderé sentir desconforto durante a coleta de sangue, mas 0s técnicos disponiveis para o procedimento
sdo bem treinados e credenciados, além de utilizarem todo o material devidamente estéril que fornega seguranca
ao processo. Qualquer davida ou constrangimento que vocé tiver sera esclarecido pelo pesquisador.

Os resultados desta pesquisa serdo Uteis para avaliarmos 0s sorotipos/genétipos virais circulantes na cidade de
Parnaiba e estado do Piaui, e quais condicGes relacionadas ao hospedeiro diante da Dengue que sdo encontradas
na populacdo do Piaui. Por se tratar de um estudo populacional, ndo hé beneficio direto para o participante.
Somente no final do estudo poderemos concluir a participagdo de alguns fatores genéticos como causadores de
uma maior gravidade da infeccdo. Vocé terd a garantia de receber esclarecimentos sobre qualquer divida
relativa aos procedimentos, riscos, beneficios e outras situagdes relacionadas com a pesquisa. Além disso, vocé
também tera a liberdade de retirar o seu consentimento e deixar de participar do estudo a qualquer momento,
e sua decisdo ndo acarretard em qualquer prejuizo na continuidade do seu atendimento e tratamento no servico
de salde. Se concordar em participar do estudo, suas informagGes pessoais (nome, endereco, telefone, dentre
outras) serdo mantidas em sigilo absoluto. A menos que requerido por lei ou por sua solicitagdo, somente o
pesquisador, a equipe da pesquisa e os representantes do Comité de Etica terdo acesso a suas informacdes
pessoais.

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO SUJEITO DA
PESQUISA
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Eu, , portador(a) da cédula de
identidade/CPF de numero , abaixo assinado, declaro que concordo em
participar da pesquisa/estudo “Identificagdo molecular de Dengue virus e outros arbovirus e prevaléncia de
polimorfismos genéticos em pacientes do Piaui”, como VOLUNTARIO. Fui suficientemente informado a
respeito das informacGes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo a pesquisa. Eu discuti com o Dr.
Gustavo Portela Ferreira / Dra. Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira ou qualquer um dos demais membros
da equipe de pesquisadores sobre minha decisdo em participar desta pesquisa. Ficaram claros para mim quais
sdo os propdsitos da pesquisa, 0s procedimentos a serem realizados, seus possiveis desconfortos e riscos, e as
garantias de sigilo e de esclarecimentos. Também ficou claro que minha participacdo € isenta de despesas.
Concordo VOLUNTARIAMENTE em participar da pesquisa e poderei retirar 0 meu consentimento a
qualquer momento, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou
no meu atendimento / tratamento neste servigo de salde.

E por estar de acordo, assino o presente termo.

Parnaiba, de de

Assinatura do sujeito participante ou responsavel legal Impressao Digital

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e aceite do sujeito em
participar.

Nome:
RG/CPF: Assinatura:
Nome:
RG/CPF: Assinatura:

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste
sujeito de pesquisa ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Parnaiba, de de

Gustavo Portela Ferreira Anna Carolina Toledo da Cunha Pereira



OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

Se voce tiver alguma consideracdo ou divida sohre a ética desta pesquisa, entre em contato com;
Comité de Etica em Pesquisa — UFPI — Campus Ministro Reis Velloso

Endereco: Avenida Sao Sebastido, 2819 — Bloco 16 — Sala 05 — Bairro Reis Velloso

CEP: 64202-020 — Parnaiba-Pl, Fone: (86) 3323-5251

E-mail: cep.ufpi.cmrv@gmail.com
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APENDICE II

FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS

DATA DO ATENDIMENTO: | |

NOME:

95

SEXO: O O DATA DE NASCIMENTO:

Masculino Feminino
NOME NA MAE:
CeP: |
ENDEREGO:
NUMERO:

BAIRRO:

MUNICIPIO: UF: | |
QO Adulto  Q Crianga (até 12 anos) QO Idoso (acimade 60 anos)  Gestante Q 1°T Q2T QO 3°T
Inicio dos sintomas |:| [ Febre ha I:l dias.

SINAIS E SINTOMAS PRESENTES

O cefaleia [ Artralgia [] Nauseas [ Dor retroorbitaria [] Mialgia [ Ictericia ] Prostracéo

[ piarreia [ vémitos  [] Exantema com ou sem prurido  [] Choro persistente/irritabilidade

[J Manifestagbes hemorragicas: gengivorragia - epistaxe - metrorragia - hematémese - melena - hematdria - petéquias - equimoses
[ por abdominal

[ outros

COMORBIDADES/ DOENCAS CRONICAS COEXISTENTES
[J Hipertensdo Arterial  [] Doenga Hematolégica

[ Diabetes Mellitus [] Doenca Cardiovascular

Oproc [ Doenca Autoimune [] Insuficiéncia Renal [] Doenca acido-péptica [] Hepatopatia [] Anemia
Falciforme

[ outras

[ N&o ha comorbidades/doencas cronicas coexistentes.

AVALIACAO QUANTO A PRESENCA DE SINAIS DE CHOQUE/HEMORRAGIA GRAVE

[ comprometimento respiratério

O Hemorragia grave com ou sem sinais de choque

Hemorragia presente O Nao O Sim. Qual (is)?

[ conjuntival [ Epistaxe  [JGengivorragia [] Petéquias [] Equimose

[ Metrorragia [ Hemattiria[] Hematémese [] Melena 1 Hemoptoicos

Sinais de choque:

O pulso rapido e fino [ Extremidades frias [ Pele palida e imida 1 Enchimento capilar lento (> 2 seg.)
[ pressio arterial convergente (PA diferencial <20 mmHg)  [] Hipotenséo postural (queda > 30 mmHg)
[ Nzo ha presenca de sinais de choque hipovolémico/hemorragia grave

O outro



