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RESUMO

Introducdo: A dengue € uma infecgdo viral e pode ser classificada em dengue leve, normalmente
tratada domiciliarmente, e dengue com sinais de alarme (sa+) e dengue grave (sat+/grave), que
requerem hospitalizacdo. Manifestacdes graves da dengue séo consideradas o resultado da ativagédo
exacerbada da resposta imune. A importancia dos mecanismos reguladores promovidos por
moléculas e citocinas anti-inflamatérias das células T multifuncionais e T reguladoras (Tregs) no
controle das respostas inflamatdrias é evidente em muitas doengas infecciosas. Portanto, nosso
objetivo foi investigar a presenca destes mecanismos em diferentes formas clinicas da infec¢do por
dengue. Métodos e Resultados: células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes
com dengue foram cultivadas na presenca da biblioteca de peptideos para as proteinas virais de
envelope (ENV) ou NS3 de DENV1. Pacientes com dengue leve apresentaram niveis mais altos de
IFNy, TNF e 1L12p70 no plasma quando comparado com o grupo sat+/grave. As frequéncias de
células T CD4" ou CD8" especificas para DENV simples ou duplo produtoras (TNF ou IL10 ou
IFNY/TNF ou IFNy/IL10) foram maiores em dengue leve quando comparado com as formas
clinicas sat/grave. Além disso, pacientes com dengue leve apresentaram niveis mais altos de
células T especificas para NS3 triplo produtoras de IFNy, TNF e IL10 que o grupo sa+/grave.
Dentre as moléculas reguladoras avaliadas, verificamos que pacientes com dengue aumentam as
frequéncias de células Teff GITR" ou LAP* ou PD1%, e células Tregs CD226" e CTLA4". Por outro
lado, pacientes com dengue leve apresentaram elevadas frequéncias de Tregs CD200* e de modo
importante elevadas frequéncias de tTregs GITR* produtoras de IL10 especificas ao DENV,
populacdo pouco entrada em pacientes com dengue sa+/grave. Além disso, usando 0 mapeamento
de epitopo da biblioteca de peptideos do ENV de DENV1, conseguimos identificar peptideos
associados a producdo de IL10 pelas Tregs. Conclusdo: A evolucdo clinica da dengue parece
relacionar-se com mecanismos reguladores da resposta imune. Tregs de individuos com dengue
sa+/grave apresentaram deficiéncia importante em marcadores de ativacédo, sugerindo um fendtipo
disfuncional e a producdo de IL10 por células T multifuncionais e por células tTregs GITR" esta
associada a apresentacdo clinica de dengue leve, sugerindo gque esses mecanismos reguladores sdo

importantes para limitar a imunopatologia da dengue.

Palavras-chave: célula Treg, imurregulacdo e dengue



ABSTRACT

Introduction: Dengue is a viral infection and can be classified into mild dengue, usually treated at
home, and dengue with warning signs (sa+) and severe dengue (sat/severe), which require
hospitalization. Severe manifestations of dengue are considered to be the result of exacerbated
activation of the immune response. The importance of regulatory mechanisms promoted by anti-
inflammatory molecules and cytokines of multifunctional and regulatory T cells (Tregs) in
controlling inflammatory responses is evident in many infectious diseases. Therefore, our objective
was to investigate the presence of these mechanisms in different clinical forms of dengue infection.
Methods and Results: Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from dengue patients were
cultured in the presence of the peptide library for the viral envelope proteins (ENV) or NS3 of
DENVI1. Patients with mild dengue had higher plasma levels of IFNy, TNF and IL12p70 when
compared to the sa+/severe group. The frequencies of specific CD4+ or CD8+ T cells producing
single or double DENV (TNF or IL10 or IFNyY/TNF or IFNy/IL10) were higher in mild dengue
when compared to sat+/severe clinical forms. Furthermore, patients with mild dengue had higher
levels of triple NS3-specific T cells producing IFNy, TNF, and IL10 than the sa+/severe group.
Among the regulatory molecules evaluated, we verified that patients with dengue increase the
frequencies of Teff GITR+ or LAP+ or PD1+ cells, and Tregs CD226+ and CTLA4+ cells. On the
other hand, patients with mild dengue showed high frequencies of CD200+ Tregs and, importantly,
high frequencies of GITR+ tTregs that produce 1L10 specific to DENV, a population that is rarely
used in patients with sa+/severe dengue. Furthermore, using epitope mapping of the DENV1 ENV
peptide library, we were able to identify peptides associated with IL10 production by Tregs.
Conclusion: The clinical evolution of dengue seems to be related to regulatory mechanisms of the
immune response. Tregs from individuals with sa+/severe dengue showed an important deficiency
in activation markers, suggesting a dysfunctional phenotype, and the production of IL10 by
multifunctional T cells and by tTregs GITR+ cells is associated with the clinical presentation of
mild dengue, suggesting that these regulatory mechanisms are important to limit dengue

immunopathology.

Keywords: Treg cell, immuregulation and dengue
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1. INTRODUCAO

A dengue é uma infecc¢do viral transmitida por mosquito que é principalmente caracterizada
por uma febre aguda autolimitada, que se resolve espontaneamente na maioria dos casos (WHO,
2009). Nos altimos 50 anos, houve um aumento de 30 vezes na incidéncia da infeccdo pelo virus
da dengue, que atualmente estd amplamente distribuida nos paises tropicais e subtropicais (Fig. 1).
Cerca de 2,5 bilhdes de pessoas vivem nessas areas endémicas, e estimativas conservadoras
calculam que cerca de 50 milhdes de pessoas por ano sejam acometidas por esta doen¢a no mundo
(GUZMAN, et al., 2016). Minas Gerais, que possui uma populacdo de aproximadamente 21
milhdes de habitantes, apresentou 4 grandes epidemias de dengue na Ultima década, nos anos de
2013, 2015, 2016 e 2019 (Tabela 1) (SES-MG, 21/01/2020).

Dengue, paises ou areas de risco, 2013

ot

i /) January isotherm

10.C

(e~ S ‘ 2 { \ N
/\ ~ 1 1‘. 7 /—w
i\ ‘ 10ct

The contour lines of the January and July isotherms indicate areas at risk, defined by the geographical limits of the northern and
southern hemispheres for year-round survival of Aedes aegypti, the principal mosquito vector of dengue viruses.

Countries or areas where
dengue has been reported

Figura 1 — Mapa de distribuicao da dengue no mundo. As areas preenchidas em amarelo representam
regides onde a dengue tem sido reportada. Fonte: WHO 2014 disponivel em:
http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Global_DengueTransmission_ITHRiskMap.png.
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. Ano de inicio dos sintomas

Mes 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020
Jan 3.800 2.342 35.524 5.004 7.057 57.518 4,685 2.113 16179 2246
Fev 5.626 2.600 62.561 8.579 9.322 137.121  4.303 2.322 33006

Mar 7.351 3.891 146.926  11.300 27.814 156.363 5.212 4.652 81026

Abr 8.665 4,756 123960 15.370 59.885 120.408 3.694 7.373 145992

Mai 6.918 3.848 31.313 9.811 51.089 35.974 2.860 4.268 151184

Jun 1.690 2.526 7.231 3.495 14.083 4,691 1.444 1.571 40755

Jul 657 1.223 1.655 1.115 3.281 088 585 784 6377

Ago 419 650 673 547 1.214 597 486 499 1589

Set 399 535 578 652 956 617 520 535 1275

Out 504 659 746 641 1.287 725 640 798 1153

Nov 880 1.162 1.057 874 3.790 1.158 671 1.459 1765

Dez 1.364 6.356 2.524 1.101 14.334 1.667 1.000 3.613 2783
Total 38.273 30.548 414.748 58.489 194.112 517.830 26.100 29.987 483.081 2246

Tabela 1 — Casos provaveis de dengue por més de inicio de sintomas, 2011 a 2020, MG. Fonte: Boletim
epidemiolégico das doencas transmitidas pelo Aedes: dengue, chikungunya e zika, n® 162, semana epidemiologia 03,
data de atualizagdo 21/01/2020 da Secretaria do Estado de Salde de Minas Gerais. Disponivel em
https://www.saude.mg.gov.br/images/noticias_e_eventos/000_2020/Boletins_Aedes/Boletim%2021-01-2020.pdf

A dengue causa impactos econdmicos muito importantes nas regides acometidas devido ao
grande numero de casos, aos custos alocados para saude, como manejo clinico adequado,
hospitalizacGes, além das perdas causada pelas faltas ao trabalho. Em um estudo realizado durante
0s anos de 2005 e 2006 que avaliou 1695 pacientes de 8 paises, 5 localizados nas Americas
(incluindo o Brasil) e 3 na Asia, foi demonstrado que pacientes com dengue leve os ambulatoriais
tiveram uma perda média de dias de estudo ou de trabalho de 14,8 dias, enquanto que 0s pacientes
hospitalizados perdem em média 18,9 dias. Os custos para os casos ambulatoriais e hospitalizados
ndo fatais foram de US $514 e US $1394, respectivamente, e, quando ha risco de morte, é somado
um custo de US $828. O Brasil foi responsavel por 94% destes custos da dengue nas Americas
(SUAYA, et al., 2009).

Outro trabalho acerca dos custos financeiros causado pela dengue estudou 8.226 casos
suspeitos de dengue durante o ano de 2010 em Dourados, no estado de Mato Grosso do Sul no
Brasil. Foi demonstrado que o gasto global com hospitalizacGes chegou a US $210.084,30, que
correspondeu a 2,5% do PIB municipal daquele ano, além disso, quando foi necessario algum tipo
de produto derivado do sangue, como transfusao de plaquetas, houve um custo quase 3 vezes maior
que os casos que ndo precisaram (VIEIRA MACHADQO, et al., 2014).

Os trabalhos mostram que os casos de dengue tratados implicam em custos na area da sadde

e na economia global. Porém, estes calculos sdo muito conservadores segundo a WHO, pois
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ignoram os gastos financeiros com casos subnotificados e de programas de controle e vigilancia
vetorial (WHO, 2009). Os dados disponiveis de notificacbes ndo acompanham a realidade do
dramético aumento da incidéncia de dengue em todo o mundo devido a subnotificacdes e
classificacdes erréneas dos casos de dengue. Por isso, o que se tem é uma estimativa de que ocorram
390 milhdes (IC 95%, 284-528 milhdes) de infecg¢Oes causadas pela dengue por ano e destas cerca
de 96 milhdes (67-136 milhdes) procuram os servicos de salde (BHATT, et al., 2013). Outro
trabalho calculou que cerca de 3,9 bilhdes de pessoas de 128 paises vivem em &rea de risco para
infeccdo pelo virus dengue (BRADY, et al., 2012). Tais dados denotam a relevancia desse
problema de saude publica.

Os virus da dengue sdo constituidos de uma fita simples de RNA positivo, membros da
familia Flaviviridae, denominados de DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4, todos circulantes no
Brasil. A identidade génica da sequéncia primaria dos quatro sorotipos é de 65-70% (GUZMAN,
et al., 2010). Nao esta claro o tropismo dos virus em hospedeiros humanos, mas existem evidéncias
de que as infecgbes acometem principalmente células mononucleares fagocitarias como
macrdfagos, monacitos e células dendriticas (MATHEW; TOWNSLEY; ENNIS, 2014), embora
outras células imunoldgicas possam ser infectadas (SILVEIRA, etal., 2018). A infeccédo pelo virus
levara a liberacdo do material genético no citoplasma, que serd traduzido em uma Unica
poliproteina (Fig. 3) constituida de trés proteinas estruturais: ENV (envelope), C (capsideos) e pré-
Membrana (pM), e sete proteinas ndo estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b, NS5
(BARTENSCHLAGER; MILLER, 2008; FISCHL; BARTENSCHLAGER, 2011). Os virus
imaturos contendo a pM e ENV, tornam-se infecciosos e maduros no Complexo de Golgi, onde a
pM é clivada (JAIN; CHATURVEDI; JAIN, 2014; MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSSMANN,
2005; MURPHY; WHITEHEAD, 2011).

A dengue é principalmente transmitida pela picada do mosquito Aedes aegypti fémea,
presente preferencialmente nas areas urbanas, mas também pode ser transmitida pelo Aedes
albopictus presente em paises de clima temperado. Estes vetores podem introduzir qualquer um
dos quatro sorotipos virais no hospedeiro (WEISKOPF; SETTE, 2014). Acredita-se que um
controle efetivo dos mosquitos auxiliaria significativamente no combate a dengue. Segundo a
WHO, o mosquito Aedes aegypti foi erradicado do Brasil em 1958, em decorréncia de um programa

contra a febre amarela da Organizacdo Pan Americana de Salde (OPAS). Porém, apés a
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descontinuidade do programa, houve a reintrodugdo do Aedes aegypti na América do Sul,
juntamente com a cocirculacdo de multiplos sorotipos do DENV (TEIXEIRA, et al., 2013).

Atualmente existem varias formas comprovadamente eficazes de se combater 0 mosquito,
sendo a mais simples delas a eliminacdo dos criadouros (WHO, 2009). Outras alternativas sdo a
modificacdo genética ou introducdo da bactéria Wolbachia nos mosquitos, que induzem
respectivamente a eliminagao do vetor da dengue (WISE DE VALDEZ, et al., 2011) e a resisténcia
a infeccdo pelo virus dengue (MOREIRA, et al., 2009; WALKER, et al., 2011).

Além disso, o desenvolvimento de uma vacina eficaz seria ideal para o controle
epidemioldgico da dengue. A vacina desenvolvida pela SANOFI-PASTEUR apresentou uma
protecdo estimada de 60,8% aos quatro sorotipos virais, mas o0 nivel de protecdo variou entre 0s
sorotipos (DENV1 - 50,3%, DENV2 - 42,3%, DENV3 - 74,0% e DENV4 - 77,7%). Nota-se que a
eficicia € alta para DENV3 e DENV4 e fraca para DENV2. Mas a vacina contribuiu para uma
reducdo na sintomatologia da dengue e apresentou eficicia elevada contra dengue grave e
hospitaliza¢es. Outros dados interessantes sdo que a idade e o contato prévio com virus da dengue
estariam contribuindo para o desempenho da vacina. Assim, para individuos soronegativos a
eficacia geral da vacina foi de apenas 52,5%, ja a protecdo em individuos soropositivos foi de
81,9% (GUY, et al., 2015). Infelizmente, dados recentes demonstraram que essa vacina foi
responsavel por causar um aumento de casos graves de dengue em individuos soronegativos sendo,
dessa forma, seu uso ndo recomendado para essa populacdo (SRIDHAR, et al., 2018).

A grande maioria dos casos de dengue sdo assintomaticos ou subclinicos, ou seja, 0s
individuos infectados ndo apresentam sintomas aparentes, mas a manifestacéo clinica pode variar
de sintomas febris leves a casos de grave de febre hemorréagica. Segundo a WHO 2009 a dengue
pode ser classificada em trés categorias distintas, dependendo das manifestacdes clinicas e
parametros laboratoriais que os pacientes apresentam. A maioria dos individuos infectados por
dengue tem uma doenca autolimitada denominada de dengue sem sinais de alarme (sa-), e
apresentam febre, mialgia, cefaleia, entre outros sintomas que podem ser tratados em casa. Os
pacientes com dengue com sinais de alarme (sa+) demandam maior aten¢éo clinica, justamente por
conta de sinais de alarme como vomitos persistentes, sangramentos, queda abrupta de plaquetas e
outros. E os casos graves de dengue, podem apresentar acometimento grave de Orgaos, perda
intensa de fluidos, hemorragia grave, e outros, portanto necessitam de acompanhamento clinico

rigoroso (Fig. 2).
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Dengue * Dengue
sinais de alarme Grave
Slnals Slnals 1. Extravasamento plasmatico grave
Alarme — Alarme - 2. Hemorragia grave
3. Comprometimento grave de dérgaos
(sa-) (sa+)
Critérios para dengue % sinais de alarme Critérios para dengue grave
Suspeita de Dengue G\ais de Alarme* \ 1. Extravasamento plasmatico
_ o . grave levando a:

Vlveﬂr ou e LRI gl aiatis - Dor abdominal intensa ou - Choque
ende_mlcas. ) Ife.bre e 2 dos continua - Acumulo de fluido com des-
sriulliiesarli - Vomitos persistentes conforto respiratorio

- Nausea, vomitos - Sinal clinico de acimulo de
- Exantema fluido

2. Sangramento grave:
- Cefaleia e Mialgias

> - Sangramento de mucosa Avaliado pelo médico
- Prova do lago positiva - Letargia ou irritabilidade
- Leucopenia . -
. - Aumento do figado > 2cm 3. Comprometimento grave
- Qualquersinal de alarme - Laboratério: aumento do He- de érgios:
FxamellaboratoriBRrea by matdcrito com queda abrupta - Figado: AST ou ALT > 1000
para dengue de plaguetas - SNC: alteragdo da consciéncia

(importante quando n3o hd - Coragdo e outros drgaos

*Requer observacdo rigorosa e
nenhum sinal de extravasamento q 4 g

e Qtervengao médica /

Figura 2 — Classificagdo Clinica da Dengue. Desenho esquematico com os principais sinais e sintomas encontrados
em individuos acometidos por dengue e suas correspondentes classificages segundo os critérios da (WHO, 2009).

| Adaptado de WHO/TDR 2009 |

A fisiopatogénese da dengue com sinais de alarme e dengue grave pode estar associada a
fatores do préprio virus como viruléncia da cepa (HALSTEAD; COHEN, 2015) e/ou a fatores
intrinsecos do hospedeiro, como a idade, o grupo sanguineo (COFFEY et al., 2009), a reinfeccao
por sorotipo diferente, a existéncia de comorbidades como doencas cronicas, diabetes e asma
(WHO, 2009) ou devido a resposta imune desregulada (MATHEW; ROTHMAN, 2008;
ROTHMAN, 2011; ROUSE; SEHRAWAT, 2010).
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De modo sucinto, a resposta imune ao virus da dengue se inicia quando o virus infecta as
células apresentadoras de antigeno profissionais, como as dendriticas, que promovem a ativacéo
das células T que passam a produzir e liberar citocinas. Dentre os epitopos reconhecidos pelas
células T CD4* e CD8", os mais imunogénicos estdo nas proteinas virais C, ENV (E), NS3 e NS5
(Fig. 3), sendo que a NS3 é uma das proteinas mais conservadas entre os flavivirus e apresenta um
alto nivel de conservacao de aminodcidos (a.a.) entre os sorotipos de dengue (DUANGCHINDA
et al., 2010; MATHEW; TOWNSLEY; ENNIS, 2014).

prele-M NISl NSIZb N§4a NISS
Dengue viral Figura 3 — Localizagdo dos
polyprotein | I | | : epitopos reconhecidos pelas
'S E NS2a NS3 NS4b células T. Desenho esquema-
tico da poliproteina do virus
CD4+ da dengue. As setas demons-
T cell tram os locais de epitopos bem
definidos que sdo reconhe-
CD8* cidos pelas células T huma-
Teall I I 1 n 'mmn ] m "11] nas. Fonte: (Rothman, 2011).

As células T desempenham funcGes relevantes que contribuem para a eliminacdo da
infeccdo da dengue. Por exemplo, em uma infec¢do primaria o que normalmente ocorre € a ativagao
das células T levando a expansdo clonal destas e eliminacdo da infeccdo. As células T CD8*
reconhecem as células infectadas e podem elimina-las (ROTHMAN, 2011), e também produzem e
liberam citocinas pré-inflamatorias como IFNy e TNF (HATCH et al., 2011). As células T CD4*
auxiliam e aumentam a resposta das células T CD8" , promovem a ativacdo plena das células B,
regulam a resposta imune através da liberacdo de mediadores anti-inflamatorios, como 1L10,
elevam o nivel de ativacdo e a capacidade citotoxica de células infectadas, e promovem o
desenvolvimento da memoria celular (DUANGCHINDA et al., 2010; LUHN et al., 2007).

Um individuo infectado pela primeira vez com o virus da dengue estara protegido por um
longo periodo a reinfeccdo pelo mesmo sorotipo, protecdo essa conhecida como homotipica
(MATHEW; ROTHMAN, 2008). Além disso, estara também protegido contra a infeccdo a
qualquer um dos demais sorotipos por um tempo curto, conhecida como protecdo heterotipica
(ROTHMAN, 2011). Acredita-se que essa protecdo heterotipica deva-se a altos titulos de
anticorpos neutralizantes com reatividade cruzada. Estes anticorpos neutralizantes opsonizam 0s

virus e impedem a infecgdo de novas células, conferindo resisténcia ao virus (AUSTIN et al., 2012;
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UBOL et al.,, 2010). Porém, estes anticorpos neutralizantes de reatividade cruzada perdem
rapidamente seus titulos em cerca de trés meses, e os individuos estardo tdo ou mais susceptiveis
aos outros sorotipos do virus (DEJNIRATTISAI et al., 2010).

A fim de elucidar os mecanismos pelos quais a resposta imune pode estar contribuindo para
evolucdo da fisiopatogenese encontrada na dengue foram elaboradas algumas teorias, sendo as
principais a hipotese do Aumento Dependente de Anticorpos (“Antibody-Dependent
Enhancement” ou ADE) e a do Pecado Antigénico Original. Ambas convergem em uma
Tempestade de Citocinas que leva a um quadro de inflamacdo sisttmica culminando em um
extravasamento plasméatico. Em uma infeccdo secundéria heterotipica, pode ocorrer o fendbmeno
conhecido como ADE, que € caracterizado pelo aumento da infeccdo capacidade de infec¢do viral
mediado pela presenca de anticorpos especificos ao sorotipo da infeccdo primaria, mas com
reatividade cruzada ao novo sorotipo e incapazes de neutraliza-lo (ROTHMAN, 2011). A
opsonizacédo do virus durante uma infeccéo heterotipica sem promover neutralizacdo pode facilitar
a entrada dos virus nas celulas via Receptores Fcy | e Il, inclusive de virus imaturos que séo
incapazes de infectar uma célula ativamente (BELTRAMELLO et al., 2010; NG et al., 2014). Esse
fendmeno aumenta a replicacdo viral durante uma infeccdo secundaria heterotipica, elevando a
viremia e induzindo as células do sistema imune inato e adaptativo a produzirem grandes
quantidades de citocinas, conhecido como a Tempestade de Citocinas (FERRARA, 1993), que por
sua vez acabam desencadeando todo o processo patoldgico da dengue (DUANGCHINDA et al.,
2010; ROTHMAN, 2011). De fato, alguns trabalhos demonstram que 0s niveis de citocinas como
TNF, IFNy e IL2 estdo muito aumentados em individuos com dengue grave (ROTHMAN, 2011,
ZELLWEGER; PRESTWOOD; SHRESTA, 2010). Entretanto, outros trabalhos demonstram que
a presenca de altos niveis de IFNy, TNF e IL2 podem também estar associados ao controle da
infeccdo (HATCH et al., 2011; MANGADA, MARLOU M et al., 2002).

Além do ADE, o Pecado Antigénico Original (FRANCIS, 1960) ¢ outra hipétese que tenta
explicar o aumento de casos graves observados em uma infec¢do secundaria heterotipica por
dengue. Tal como os linfécitos B, os linfocitos T também podem apresentar reatividade cruzada.
Assim, em infeccBes secundarias, pode ocorrer uma expansao seletiva de clones de linfécitos T
especificos ao virus da primeira infeccdo com reatividade cruzada. Como ha uma expansao
privilegiada de células de memdria com reatividade cruzada, alguns autores acreditam que

eventualmente parte destas células ndo sdo adequadas para combater especificamente o novo virus,
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ocorrendo entdo a ativagdo de um grande nimero de células de memoria que séo, de certa forma,
ineficientes para combater o segundo virus (ROTHMAN, 2011). Entdo, estas células produziriam
grandes quantidades de citocinas pré-inflamatdrias como IFNy, TNF e IL6, justamente durante o
periodo de febre, o que leva a hiperativacdo do endotélio, podendo desencadear os sintomas
relacionados ao aumento da permeabilidade vascular, hemorragias e choques (Duangchinda et al.,
2010; Rothman, 2011).

No entanto, Guzman et al. (2013) demonstraram que ha também um aumento da quantidade
de casos assintomaticos de dengue em infec¢des secundarias, mesmo com a presenca de anticorpos
ndo neutralizantes, possivelmente associado a presenca de uma resposta eficiente de linfocitos T
citotoxicos produtores de IFNy (GUZMAN; ALVAREZ; HALSTEAD, 2013). Esses dados foram
também comprovados experimentalmente em um estudo com camundongos que desenvolviam
dengue grave mediada pela presenca de anticorpos ndo neutralizantes, mas a transferéncia de
células T CD8" homotipicas ativas contra DENV preveniu o ADE nestes camundongos e ainda
reduziu a carga viral (ZELLWEGER et al., 2014). E alguns trabalhos relataram a presenca de altos
niveis de células T CD4" produtoras das citocinas TNFa, IFNy e IL2 em pacientes assintomaticos
(HATCH et al., 2011; MATHEW; TOWNSLEY; ENNIS, 2014). Tais dados, embora comprovem
a ocorréncia do fenébmeno do Pecado Antigénico Original, colocam em duvida sua contribuigédo
como fator deletério na infeccdo por dengue.

Portanto, de acordo com essas hipdteses, 0 aumento da carga viral na infeccdo secundaria
desencadeado pelo ADE induz as células a produzirem grandes quantidades de citocinas
inflamatdrias, como IFNs do tipo | e Il, e citocinas vasoativas, como TNF. Do mesmo modo, 0s
clones inespecificos, exemplificados pelo fenbmeno do Pecado Antigénico Original, estdo
relacionados a uma infec¢do secundaria heterotipica e poderiam também contribuir para patologia
da dengue aumentando o processo inflamatorio. E importante ressaltar que as complicacBes
encontradas na dengue com sinais de alarme e dengue grave, como extravasamento plasmatico
grave, se iniciam durante a defervescéncia, quando a viremia estd em resolucdo, que é
simultaneamente quando ha uma forte resposta dos linfocitos T, implicando na producédo de
elevados niveis de citocinas inflamatorias (DEJNIRATTISAI et al., 2008). Estas observacdes
sugerem que o DENV néo é o Unico e nem o grande responsavel pela patologia encontrada na

dengue.
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Dessa forma, a inducdo da resposta imune 6tima ou subétima depende de todo o contexto
em que o individuo infectado enfrenta — como a cepa do virus, a carga viral, se € uma infeccdo
secundaria que pode facilitar fendmenos como o ADE, e consequentemente a Tempestade de
Citocinas. Embora os modelos que expliqguem a evolugdo da dengue grave convirjam em um
mecanismo pro-inflamatdrio exacerbado, pouco se conhece sobre os mecanismos de regulacéo da
resposta inflamatdria a dengue.

As respostas inflamatorias podem ser controladas por mecanismos reguladores mediados
por populacdes celulares que suprimem estas atividades efetoras. Este controle das respostas pro-
inflamatorias pode ocorrer por meio da inducdo de moléculas reguladoras, como PD1 e CTLA4,
expressas pelas células T efetoras, ou pela producédo de citocinas anti-inflamatérias como IL10 e
TGFP (ROUSE; SEHRAWAT, 2010). Neste trabalho abordamos o perfil regulador das células T
multifuncionais produtoras de I1L10 e células T reguladoras.

Ha pouca informacdo sobre células T multifuncionais na infeccdo por dengue,
principalmente no que diz respeito as células Th1 IL10" e Tc1 IL10*. Mas em outras doengas como
maléria (FREITAS DO ROSARIO et al., 2012; JAGANNATHAN et al., 2014), toxoplasmose
(JANKOVIC et al., 2007), doenca de Chagas (FLORES-GARCIA et al., 2011; ROFFE et al.,
2012) e influenza (SUN et al., 2009) as células T IL10*IFNy*CD4" especificas do patégeno estdo
associadas a evolucdo favoravel destas doencas. Por outro lado, essas células T multifuncionais
estdo associadas a respostas efetoras prejudicadas a leishmaniose (ANDERSON et al., 2007) e
tuberculose (MOREIRA-TEIXEIRA et al., 2017), mas ainda sdo consideradas um importante
mecanismo para limitar a patologia a essas mesmas doencas. A Th1 IL10* também pode expressar
outras citocinas além da IL10 e IFNy, como a producdo de TNF, uma citocina que possui
propriedades antivirais (ALEJO et al., 2018).

Além disso, as células T CD4" reguladoras (Tregs) medeiam uma resposta anti-inflamatéria
efetiva em diversas doencas e desempenham um papel importante na tolerancia periférica que
permite regular a ativacdo de células T efetoras e da resposta imune inata, permitindo minimizar
os danos colaterais nos tecidos. Além disso, as Tregs previnem respostas exacerbadas em infecgdes
agudas ou crobnicas. Portanto, as Tregs sdo constantemente requisitadas pelo hospedeiro para
monitorar a resposta imune a fim de prevenir prejuizo aos tecidos devido a inflamacdo (BELKAID;
V. TARBELL, 2009; JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012).
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A expressdo do fator de transcricdo FoxP3 por células Tregs é a assinatura mais usada para
caracterizar uma célula Treg, tendo em vista que a expressao deste gene € um regulador critico para
desenvolvimento e fungéo das Tregs (FONTENOT, J.; GAVIN; RUDENSKY, 2003; HORI ET
AL., 2003; KHATTRI et al., 2003; SAKAGUCHI et al., 2008; ZHENG; RUDENSKY, 2007). No
entanto, para melhor definir uma célula Treg humana é necessario o uso de outros marcadores,
como por exemplo, as moléculas de superficie CD25 e CD127. A molécula CD25 é a cadeia a do
receptor de IL2, uma importante citocina para a ativacdo e sobrevida de células T, e é
constitutivamente expressa pelas Tregs (JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012). Outra molécula
de superficie que pode ser usada € a CD127, que € a cadeia o do receptor de IL7. Esta molécula é
pouco expressa apés a ativacao das células T, mas sdo novamente expressas na maioria das células
T de memodria. Portanto o uso de CD127 como marcador de superficie auxilia na sele¢éo de uma
populacédo de Tregs mais puras provenientes do sangue periférico (LIU et al., 2006) e contribui na
distingdo entre uma célula T convencional virgem ou de memodria (CD127") e uma Treg
(CD127"%) (SEDDIKI et al., 2006). Dessa forma, neste trabalho caracterizamos as Tregs pela
expressdo de CD25", CD127'°" e FoxP3*.

As células Tregs podem ser classificadas entre timicas (tTregs) e induzidas (iTregs). As
tTregs sdo geradas e amadurecem no timo por interacdes de alta afinidade com o complexo
peptideo proprio-MHC (JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012). Entretanto, existem alguns
trabalhos que demonstram a existéncia de células tTregs especificas a antigenos microbianos. Por
exemplo, um estudo realizado com camundongos infectados com o virus influenza demonstrou a
proliferacdo de tTregs (CD4*CD25FoxP3") em resposta ao antigeno do virus influenza no pulméo
e em menor proporcao nos linfonodos mediastinais. (BEDOYA et al., 2013). Sob certas condigdes
também podem se desenvolver extra-timicamente, sendo conhecidas como Tregs periféricas ou
induzidas (iTregs) (Fig.4) (BILATE; LAFAILLE, 2010; CUROTTO DE LAFAILLE; LAFAILLE,
2009).

Para se estudar o papel das tTregs durante o curso de uma infecgdo se faz necessaria uma
melhor definicdo do fenotipo ontoldgico destas células. Foi demonstrado que ha um aumento na
expressdo do fator de transcricdo Helios em Tregs (FONTENOT, J. D. et al., 2005; GETNET et
al., 2010; SUGIMOTO et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que a presenca de Helios, que
interage com promotor de FoxP3, contribui para a capacidade supressiva das Tregs e que a

manutencgéo da expressdo de Helios ocorre apenas em tTregs, mas ndo em iTregs proveniente de
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células T CD4"CD25" condicionadas a expressar FoxP3. Portanto Helios pode ser um marcador
para distinguir tTregs e iTregs (GETNET et al., 2010).

Thymus Periphery
(CD4%) ]
Foxp3: Figura 4 — Geragéo de células Tregs FoxP3"
CcD4* Th naive Th effector Timicas e Periféricas. As células tTregs
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| ] | ) —>'> ) ' g - - - “gy =
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As ceélulas Treg suprimem a proliferacdo de células T e a producdo de citocinas
inflamatorias como IFNy, TNF e IL6 (LUHN et al., 2007). Esta supressao ocorre através de varios
mecanismos (Fig. 5), entre eles a producdo de citocinas reguladoras como IL10 e TGFB, e a
interacdo célula-celula que se utiliza de moléculas imunorreguladoras tais como CD200, GITR,
LAP, PD1, LAG3, CTLA4 e CD226, dentre outras, com as moléculas expressas em células
ativadas (MATHEW; TOWNSLEY; ENNIS, 2014). Porém nenhuma dessas sao consideradas
marcadores especificos para a populacdo de Tregs (JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012), mas
0 uso destas moléculas como marcadores em Tregs contribui para a melhor caracterizacao e
fenotipagem destas células.

A glicoproteina transmembrana CD200 que é encontrada na superficie celular de alguns
tecidos, como entotélio, rins, placenta e sistema nervoso central, é também expressa por linfocitos
T ativados e células B (BARCLAY; CLARK; MCCAUGHAN, 1986; WRIGHT et al., 2001), mas
a expressdo de seu ligante CD200R ¢ restrita a células de linhagem miel6ide como macréfagos,
mastocitos e células dendriticas (PRESTON et al., 1997; WRIGHT et al., 2001). Alguns trabalhos
demonstraram que a interacdo de CD200 com CD200R em macrofagos esté relacionada com a
supressao de suas atividades (BARCLAY et al., 2002; GAISER et al., 2018; HOEK et al., 2000;

JENMALM et al., 2006), e outros indicam gque o aumento da expressao de CD200 esta envolvido
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no aumento da frequéncia de Tregs (COLES et al., 2012; GORCZYNSKI; LEE; BOUDAKOQV,
2005).

GITR é uma molécula da superfamilia de receptores de TNF, cuja a expressdo € aumentada
nos linfocitos T ativados e parece exercer um papel co-estimulador em células T efetoras
(GURNEY et al.,, 1999; NOCENTINI et al., 1997). Além disso, GITR esta envolvido no
desenvolvimento de células Tregs e parece ser essencial para a supressao de linfécitos T mediada
por CD25'CD4" (SHIMIZU et al., 2002), bem como também foi relatado que a atividade
supressiva de células CD4*CD25"" ¢ regulada por GITR (BIANCHINI et al., 2011).

A molécula LAP mantém o TGFp em seu estado latente por dificultar sua interagdo com
seus receptores, prevenindo entdo a ativacdo precoce desta citocina que esta envolvida no processo
de regulacédo de funcdo e proliferacdo das células T (ALI et al., 2008; ANNES, 2003; GANDHI;
ANDERSON; WEINER, 2007). Foi relatado que LAP esta relacionado com a funcéo e a
diferenciacéo de Tregs e que pode ser usado como um marcador de células Treg ativadas (CHEN
et al., 2008; DUAN et al., 2011; GANDHI et al., 2010; TRAN et al., 2009).

PD1 possui uma funcéo relacionada com a tolerancia periférica (BELKAID; TARBELL,
2009) e e expressa em celulas T ativadas. A ativacdo de PD1 resulta na inibicdo da proliferacéo de
células T e da secrecdo de citocinas (FRANCISCO; SAGE; SHARPE, 2010).

CTLAA4 atua interagindo com as moléculas CD80/CD86 presente em células apresentadoras
de antigenos, impedindo a ligacdo destas com o CD28, ou seja, impedindo a coestimulagéo
necessaria para ativacao das células T. Esta presente em linfécitos T convencionais apenas quando
ativados, porém ¢ constitutivamente expresso em altos niveis em Tregs (READ; MALMSTROM;
POWRIE, 2000).

LAG3 é uma molécula homologa ao CD4 e interage com moléculas MHC de classe II.
Vaérios trabalhos indicam que esta envolvida na regulacdo da ativacao e na expansao de células T
ativadas (HUARD et al., 1995; WORKMAN et al., 2004; WORKMAN; VIGNALI, 2003) e sua
presenca em Tregs pode indicar o estado ativado destas células, ja que foi relatado que a presenca
de LAG3 em Tregs contribuiu significativamente para sua capacidade supressiva (HUANG et al.,
2004).

CD226 medeia adesdo celular a outras células através de seus ligantes CD155 e CD112
(XU; JIN, 2010), por exemplo expressos em dendriticas, endoteliais, fibroblastos (FUCHS;
COLONNA, 2006; SAKISAKA; TAKAI, 2004). CD226 estd envolvido na diferenciacdo e
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proliferacdo de células T naive (SHIBUYA et al., 2003). Por outro lado, TIGIT, antagonista de
CD226, pois também se liga aos CD155 e CD112, esta relacionado com a supressdo da atividade
de células T, reducdo dos niveis de 1L12p40 e aumento IL10 pelas dendriticas maduras
imunoreguladoras (YU et al., 2009). Foi relatado que TIGIT foi altamente expresso em tTregs e
esta associado a capacidade supressiva exercida pelas tTregs, enquanto que tTregs CD226" tinham
uma fungdo supressora reduzida, juntamente com aumento na producéo de IL10 e IFNy pelas
tTregs CD226* (FUHRMAN et al., 2015). Em modelo de encefalomielite autoimune experimental,
foi demonstrado que CD226 também atenuou a fungdo reguladora das células Tregs e diminuiu 0s
niveis de expressao de TIGIT e CTLA4 (WANG et al., 2019). A luz desses dados, CD226 parece
ser um marcador de Tregs disfuncionais.

A atividade das Tregs parece apresentar um papel duplo durante o curso de algumas
infecgdes. Por um lado, desempenham adequadamente as atividades de controle da resposta
inflamatoria. Por outro, a atividade das Tregs pode levar a um controle exacerbado da resposta
imune, inclusive aumentando a sobrevivéncia do patégeno e em alguns casos levando a persisténcia
do mesmo por um longo periodo. Por exemplo, as Tregs impedem a eliminacdo do parasito
Leishmania major em infeccdo crénica (BELKAID et al., 2002). Outros demonstraram que as
respostas mediadas pelas Tregs podem influenciar na amplitude da resposta e na subsequente
patologia da doenga (BELKAID; V. TARBELL, 2009) em infec¢Ges crénicas como Friend virus
(DITTMER et al., 2004), HIV (KINTER et al., 2004) e HCV (BELKAID; ROUSE, 2005). Tais
estudos demonstraram que 0 aumento no nimero das Tregs pode comprometer a eficacia da
resposta de T CD8* prejudicando o controle adequado dessas infeccoes.

O ambiente no qual as células Tregs irdo atuar requer elementos reguladores especificos
para manter ou restabelecer a homeostase local. Assim, alguns trabalhos demonstram que as Tregs
também expressam fatores de transcri¢ao relacionados com o tipo de resposta que elas modulam.
Por exemplo, (SHAFIANI et al., 2013) demonstraram que o Mycobacterium tuberculosis induz a
proliferacdo de Tregs durante o inicio da infeccdo e a expressdo de Thet pelas Tregs foi importante
para sua especializacdo funcional (SHAFIANI et al., 2013). Da mesma forma, Chaudhry, et al.
(2009) mostraram que as células Tregs expressando Stat3 controlaram respostas patogénicas de
perfil Th17. Porém quando as Tregs deixam de expressar este fator de transcricdo critico para
resposta Thl7, os camundongos desenvolvem inflamacgéo intestinal fatal (CHAUDHRY et al.,
2009).
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Figura 5 — Representacdo dos mecanismos de supressao utilizados por células Tregs. Os mecanismos propostos
de imunossupressdo utilizados pelas Tregs podem ser: a producéo de citocinas anti-inflamatérias IL10, 1L35 e TGFB
(TGFB quando ligado @ membrana é conhecido como LAP), producédo de granzima citolitica B, producéo de IL10 e
TGFp mediada por TIGIT; regulacdo negativa das células dendriticas (DCs) mediada por LAG3, a interagdo de CTLA4
com CD80/CD86 impedindo a co-estimulacdo de CD28, inducéo da expressdo de IDO por DCs, a produgdo de
adenosina pelas ectoenzimas imunossupressora de superficie celular CD39 e CD73, captagdo de IL2 pelas Tregs
utilizando receptor de alta afinidade para IL2 (CD25) produzida por células efetoras dependentes de IL2, e indugéo da
producdo de 1L10 por células T ndo reguladoras. Fonte: Gwilz 11 July 2017. Adaptado de (VIGNALI; COLLISON,;
WORKMAN, 2008). (Acessado em 07/05/2018).

Surpreendentemente hd poucos estudos acerca da funcionalidade e influéncia
imunopatoldgica das células Treg em individuos acometidos com dengue. Um estudo demonstrou
que as células Treg de pacientes com dengue possuem capacidade de suprimir a producao de

citocinas pro-inflamatorias apds estimulacdo especifica por peptideos de DENV in vitro (LUHN et
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al., 2007). Além disso, verificou-se que existe um desbalango na razdo da frequéncia de células
Treg/células T efetoras, e esta razdo é significativamente elevada em pacientes com dengue sem
sinais de alarme, mas ndo em dengue grave, 0 que sugere um papel importante no controle da
imunopatologia encontrada em DG (LUHN et al., 2007). Outro trabalho demonstrou uma expansao
significativamente maior de Tregs durante a fase aguda de dengue sem sinais de alarme comparado
com dengue grave, bem como foi maior em pacientes acometidos por uma infeccéo priméria de
dengue (TILLU et al., 2015). E um trabalho recente verificou que durante a fase aguda, pacientes
com dengue apresentaram predominantemente a presenca de Tregs timicas (CD45RA*FoxP3'*"
CCR4Y), e uma baixa frequéncia de Tregs efetoras (CD45RA FoxP3"9" CCR4*) que apresentam
elevada capacidade supressiva (JAYARATNE et al., 2017).

O campo de investigacdo da imunopatologia da dengue € bem amplo, por outro lado, a
literatura atual carece de dados relacionados a regulacédo das respostas imunes durante a infeccéo
por dengue. Visto que a dengue é um importante problema de saide mundial, e que as teorias que
explicam suas formas graves sugerem que a falta de controle da resposta inflamatoria contribui
diretamente para fisiopatologia da dengue, torna-se de extrema importancia estudar
detalhadamente os mecanismos regulatorios que poderiam controlar esta resposta exacerbada. Esta
€ uma area ainda pouco explorada, cujo estudo gerara conhecimentos para a melhor compreensao
da modulacao da resposta imune que leva ao desenvolvimento da dengue grave ou a resisténcia a

doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar e comparar o perfil da regulacdo da resposta imune mediado pelas células T

multifuncionais e células Tregs entre os pacientes com dengue leve e dengue sa+/grave, tanto

durante a fase critica (entre 6-12 dias ap6s inicio dos sintomas) quanto no periodo de

convalescéncia (30 dias apds inicio da febre).

2.2 Objetivos Especificos

Investigar o perfil de citocinas inflamatdérias em pacientes com dengue leve e dengue
sat/grave.

Verificar a producéo de citocinas por linfocitos T CD4" e CD8" especificos ao DENV.
Investigar os linfocitos T simples, dublo ou triplo produtores de IFNy, TNF e IL10.
Comparar 0s niveis de citocinas produzidas entre as celulas T que produzem uma, duas ou
mais citocinas.

Investigar o estado de ativacdo dos subtipos de linfocitos T (efetoras, memoria, naive e
TAMRA) e a expressao de moléculas reguladoras como CD200, GITR, LAP e PD1.
Caracterizar o estado funcional das celulas Tregs através da expressdo de moléculas
reguladoras, como CD200, GITR, LAP, PD1, CTLA4, LAG3 e CD226, e também pela
producdo da citocina anti-inflamatéria 1L10.

Verificar se as Tregs produtoras de IL10 expressam Thet, que demonstraria um
direcionamento na regulacdo de um perfil de resposta do tipo Th1 (Thet").

Verificar se ha proliferacdo das células Tregs IL10" ap6s estimulo antigénico determinado
pelo aumento da proteina nuclear Ki67".

Investigar a origem das células Tregs produtoras de IL10 atraves da expressao do fator de
transcricdo Helios, ou seja, se Helios™ sdo tTregs, se Helios™ sdo iTregs.

Realizar 0 mapeamento de epitopo da biblioteca de peptideos imunogénicos as Tregs

produtoras de 1L10
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Recrutamento de Voluntérios, informagdes clinicas.

Este estudo foi revisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto René
Rachou, Fiocruz-MG (CAAE: 30492014.9.0000.5091). Os trabalhos experimentais foram
realizados no Laboratdrio de Imunoparasitologia do Departamento de Bioquimica e Imunologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais, e no Laboratério de
Imunopatologia da Fundagdo Osvaldo Cruz — Centro de Pesquisa René Rachou em Minas Gerais.

Os voluntérios convidados a participar deste Projeto, entre 0s anos de 2013 a 2019, residem
em Belo Horizonte -MG e Sé&o José do Rio Preto — SP, e foram devidamente informados acerca
deste ou responsaveis legais (no caso de um participante menor de idade) e assinaram Termo de
Consentimento (Anexo 1), antes de sua inscrigdo no estudo. O recrutamento de individuos
saudaveis foi realizado na comunidade. Os voluntarios com suspeita de dengue (pacientes
ambulatoriais) foram recrutados no Centro de Saude Jardim Montanhés, Hospital Santo Ivo e
Hospital de Base de S&o José do Rio Preto. Os pacientes internados foram recrutados no Hospital
Metropolitano Odilon Behrens, Hospital Santa Casa de Belo Horizonte, e Hospital de Base de S&o
Jose do Rio Preto.

A classificacdo clinica dos pacientes sintomaticos foi realizada de acordo com as diretrizes
da WHO 2009 pelo aluno no momento do consentimento, o qual também foi responsavel por
coletar sintomas da doenca e evolucdo, resultados do hemograma e volume plaquetario, quando
disponiveis os prontuarios. A classificacdo foi revisada retrospectivamente por um médico
independente. Neste trabalho os casos de dengue foram classificados em dois grupos: a) dengue
leve que recebeu tratamento ambulatorial; b) pacientes internados apresentando dengue com sinais
de alarme (sa+) e dengue grave. Portanto os grupos foram denominados de a) dengue leve e b)

sa+/grave.

3.2. Coleta e processamento de amostras

As amostras de sangue periférico (40-60mL) foram coletadas em tubos coletores a vacuo
heparinizados e realizadas em trés momentos diferentes: 3-4 dias ap0s o inicio dos sintomas
(periodo febril), 6-12 dias apds o inicio dos sintomas (fase critica, periodo de internacdo) e mais de

30 dias apos o inicio dos sintomas (periodo convalescéncia).
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No mesmo dia da coleta, plasma e PBMC (células mononucleares do sangue periférico)
foram separados por centrifugacdo utilizando gradiente de Ficoll Hipaque (SIGMA). Quando
necessario, as amostras foram mantidas a 4°C até 0 momento do processamento. As amostras de
plasma foram armazenadas em freezer -80°C, e as células lavadas, contadas e ressuspensas em
meio DMEM + 10% Soro Bovino Fetal (SBF) (Cultilab, Lote 013/13) e congeladas em meio de
congelamento SBF + 10% Dimethyl Sulfoxide (DMSO) (SIGMA). As células foram mantidas por
cerca de 24 h a -80°C e entdo transferidas para um botijdo contendo nitrogénio liquido (-196°C) até

0 UsO.

3.3 Cultura de Células e Virus

As células C6/36, da larva do mosquito Aedes albopictus, foram utilizadas para aumento de
titulo viral. As células C6/36 foram cultivadas em meio Leibovitz contendo 5% de SBF e 1% de
Penicilina/Estreptomicina. Ao atingirem cerca 95% de confluéncia, estas células foram infectadas
com 4 sorotipos DENV separadamente e cultivadas por 10 dias. Apos término deste periodo o
sobrenadante da cultura infectada foi coletado, centrifugado, separado do pellet celular,
homogeneizado, aliquotado e congelado a -196°C.

A cultura das células BHK-21, fibroblastos de rim do hamster Mesocricetus auratus, foi
utilizada para verificacdo do titulo viral. As células BHK-21 foram cultivadas em meio DMEM
contendo 10% SBF, 1% Penicilina/Estreptomicina e 1% Anfoterecina B. As células BHK-21 foram
semeadas em placas de cultura estéreis de 6 pocos (quantidade suficiente para atingir confluéncia
de 95% no dia seguinte). Apos cerca de 24h, as células foram infectadas com 4 sorotipos virais
separadamente e incubadas por 5 dias em estufa imida com 5% CO; a 37°C. Apds o téermino de
incubacdo, as células foram fixadas utilizando solucdo de paraformaldeido 10% tamponado e
deixadas em temperatura ambiente por cerca de 24h. As células foram coradas por 5 minutos
utilizando solucdo de cristal violeta. Fez-se a contagem de placas de lise e calculos para

determinacéo do titulo viral.

3.4 Diagnostico Molecular

O RNA foi extraido do sobrenadante de cultura de C6/36 infectado com 1 dos 4 sorotipos,
para serem utilizados como curva padrdo do PCR quantitativo (qPCR), e do plasma/soro dos
pacientes utilizando o PureLink Viral RNA/DNA Kits (INVITROGEN).
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A tipagem e carga viral no sangue foram realizadas por qPCR em tempo real utilizando o
kit SuperScript 111 Platinum One-Step Quantitative RT-PCR Sytem with ROX (INVITROGEN) de
acordo com as instrugfes do fabricante, na presenca de oligos iniciadores e sondas descritos
anteriormente (Tabela 2) (HUE et al., 2011). Foi adicionado 1U/uL de heparinase quando
necessario para evitar propriedades inibidoras da heparina na polimerase (JOHNSON et al., 2003).
As reacgOes foram processadas no equipamento ABI 7500 (Applied Biosystems). O programa
utilizado para reagéo foi 0 SDS 2.4, com 0s seguintes ciclos: 25°C/60min (para acdo da heparinase);
60°C/15min; 95°C/2min; e 45 ciclos de 95°C/15seg. e 60°C/1min. O nivel de expressdo do RNA
foi determinado baseado na curva padrdo que utilizou o RNA viral extraido da cultura de células

C6/36 infectadas com 1 dos 4 sorotipos virais.

Tabela 2 — Oligo e sondas utilizadas

Sorotipos Sequéncia dos primers e sondas (5°-3°)
DENV1-F ATCCATGCCCAYCACCAAT
DENV1-R TGTGGGTTTTGTCCTCCATC

DENV1-Sonda FAM-TCAGTGTGGAATAGGGTTTGGATAGAGGAA-TAMRA
DENV2-F TCCATACACGCCAAACATGAA
DENV2-R GGGATTTCCTCCCATGATTCC

DENV2-Sonda FAM-AGGGTGTGGATTCGAGAAAACCCATGG-TAMRA
DENV3-F TTTCTGCTCCCACCACTTTC
DENV3-R CCATCCYGCTCCTTGAGA

DENV3-Sonda TET-AAGAAAGTTGGTAGTTCCCTGCAGACCCCA-TAMRA
DENV4-F GYGTGGTGAAGCCYCTRGAT
DENV4-R AGTGARCGGCCATCCTTCAT

DENV4-Sonda TET-ACTTCCCTCCTCTTYTTGAACGACATGGGA-TAMRA

3.5 Diagnostico soroldgico, infeccdo secundaria e critérios de inclusdo

Todos os individuos incluidos na pesquisa foram submetidos a testes soroldgicos para
dengue. O diagndstico sorologico para detec¢do de IgM (amostras preferencialmente entre 6-12
dias, mas em casos que ndo havia amostra nesta fase critica, foi realizado com a amostra do
primeiro tempo de 3-5 dias) e 1gG (amostras na fase febril e critica, e também periodo de
convalescéncia) foi realizado utilizando o kit ELISA PanBio (Inverness Medical Innovations

Australia Pty Ltd) de acordo com as normas do fabricante. A leitura foi realizada no equipamento



34

Espectra MAX Plus (Molecular Devices) utilizando o programa SoftMaxPro. Amostras reativas
para 1gG durante os primeiros 7 dias de sintomas foram considerados casos de infeccao secundaria.
Os individuos foram incluidos neste estudo se positivos para infec¢do por dengue quando detectado
IgM nos primeiros 7 dias de sintomas ou quando amostras de sangue foram positivas para PCR
para dengue. Controles saudaveis estavam livres de sintomas e negativos para IgM e 1gG
especificos para dengue. Foram excluidos da pesquisa amostras cujo resultado de IgM foi
indeterminado e ndo houve amplificacdo de DNA no ensaio de RT-PCR.

3.6 Dosagem de citocinas plasmaticas

A quantificacdo de citocinas circulantes em plasma descongelado pela primeira vez foi feita
utilizando os Kits de CBA Humano da BD de acordo com as instrucGes do fabricante. Os dados
foram adquiridos no equipamento BD FACSVerse utilizando o software BD FACSuite.

3.7 Biblioteca de Peptideos e Pools para Mapeamento de Epitopo

Os peptideos foram obtidos da Mimotopes (Mulgrave, Autralia) e as bibliotecas peptidicas
foram construidas com peptideos sequenciais de 15a.a. com deslocamento de 5a.a. (>70% de
pureza), abrangendo totalmente a sequéncia primaria das proteinas Envelope (ENV) e NS3 de
DENV1 (NP 059433.1). As bibliotecas continham 97 e 123 peptideos, respectivamente para ENV
(NP 722460.2) e NS3 (NP 722463) de DENV1 (Tabela 3). Os peptideos foram reconstituidos em
DMSO (20mg/mL) e utilizados na concentracdo final de 2ug/mL em cada ensaio. Para o
mapeamento de epitopos, pools de peptideos de ENV DENV1 foram preparados seguindo a
sequéncia de peptideos, sendo que os pools de 1 ao 9 continham 10 peptideos cada e o 10° pool

continha os Ultimos 7 peptideos.

Tabela 3 — Sequéncia de a.a. dos peptideos das bibliotecas de ENV e NS3 de DENV1

Biblioteca ENV DENV1 Biblioteca NS3 DENV1
Pools ID Sequéncia do Pepetideo ID Sequéncia do Pepetideo
ENV-DV1-1 MRCVGIGNRDFVEGL NS3-DV1.1 SGVLWDTPSPPEVER
; ENV-DV1-2 IGNRDFVEGLSGATW NS3-DV1.2 DTPSPPEVERAVLDD
g ENV-DV1-3 FVEGLSGATWVDVVL NS3-DV1.3 PEVERAVLDDGIYRI
o ENV-DV1-4 SGATWVDVVLEHGSC NS3-DV1.4 AVLDDGIYRILQRGL




Pool n°® 2

Pool n° 3

Pool n° 4

ENV-DV1-5

ENV-DV1-6

ENV-DV1-7

ENV-DV1-8

ENV-DV1-9

ENV-DV1-10
ENV-DV1-11
ENV-DV1-12
ENV-DV1-13
ENV-DV1-14
ENV-DV1-15
ENV-DV1-16
ENV-DV1-17
ENV-DV1-18
ENV-DV1-19
ENV-DV1-20
ENV-DV1-21
ENV-DV1-22
ENV-DV1-23
ENV-DV1-24
ENV-DV1-25
ENV-DV1-26
ENV-DV1-27
ENV-DV1-28
ENV-DV1-29
ENV-DV1-30
ENV-DV1-31
ENV-DV1-32
ENV-DV1-33
ENV-DV1-34
ENV-DV1-35
ENV-DV1-36
ENV-DV1-37
ENV-DV1-38
ENV-DV1-39
ENV-DV1-40

VDVVLEHGSCVTTMA
EHGSCVTTMAKNKPT
VTTMAKNKPTLDIEL

KNKPTLDIELLKTEV
LDIELLKTEVTNPAV
LKTEVTNPAVLRKLC
TNPAVLRKLCIEAKI
LRKLCIEAKISNTTT
IEAKISNTTTDSRCP
SNTTTDSRCPTQGEA
DSRCPTQGEATLVEE
TQGEATLVEEQDANF
TLVEEQDANFVCRRT
QDANFVCRRTFVDRG
VCRRTFVDRGWGNGC
FVDRGWGNGCGLFGK
WGNGCGLFGKGSLLT
GLFGKGSLLTCAKFK
GSLLTCAKFKCVTKL
CAKFKCVTKLEGKIV
CVTKLEGKIVQYENL
EGKIVQYENLKYSVI
QYENLKYSVIVTVHT
KYSVIVTVHTGDQHQ
VTVHTGDQHQVGNET
GDQHQVGNETTEHGT
VGNETTEHGTIATIT
TEHGTIATITPQAPT
IATITPQAPTSEIQL
PQAPTSEIQLIDYGA
SEIQLIDYGALTLDC
IDYGALTLDCSPRTG
LTLDCSPRTGLDFNE
SPRTGLDFNEMVLLT
LDFNEMVLLTMKGKS
MVLLTMKGKSWLVHK

NS3-DV1.5

NS3-DV1.6

NS3-DV1.7

NS3-DV1.8

NS3-DV1.9

NS3-DV1.10
NS3-DV1.11
NS3-DV1.12
NS3-DV1.13
NS3-DV1.14
NS3-DV1.15
NS3-DV1.16
NS3-DV1.17
NS3-DV1.18
NS3-DV1.19
NS3-DV1.20
NS3-DV1.21
NS3-DV1.22
NS3-DV1.23
NS3-DV1.24
NS3-DV1.25
NS3-DV1.26
NS3-DV1.27
NS3-DV1.28
NS3-DV1.29
NS3-DV1.30
NS3-DV1.31
NS3-DV1.32
NS3-DV1.33
NS3-DV1.34
NS3-DV1.35
NS3-DV1.36
NS3-DV1.37
NS3-DV1.38
NS3-DV1.39
NS3-DV1.40

GIYRILQRGLLGRSQ
LQRGLLGRSQVGVGV
LGRSQVGVGVFQEGV

VGVGVFQEGVFHTMW
FQEGVFHTMWHVTRG

FHTMWHVTRGAVLMY
HVTRGAVLMYQGKRL

AVLMYQGKRLEPSWA
QGKRLEPSWASVKKD
EPSWASVKKDLISYG
SVKKDLISYGGGWRF
LISYGGGWRFQGSWN

GGWRFQGSWNAGEEV
QGSWNAGEEVQVIAV
AGEEVQVIAVEPGKN
QVIAVEPGKNPKNVQ
EPGKNPKNVQTAPGT
PKNVQTAPGTFKTPE
TAPGTFKTPEGEVGA

FKTPEGEVGAIALDF
GEVGAIALDFKPGTS
IALDFKPGTSGSPIV
KPGTSGSPIVNREGK
GSPIVNREGKIVGLY
NREGKIVGLYGNGVV
IVGLYGNGVVTTSGT
GNGVVTTSGTYVSAI
TTSGTYVSAIAQAKA
YVSAIAQAKASQEGP
AQAKASQEGPLPEIE
SQEGPLPEIEDEVFR
LPEIEDEVFRKRNLT
DEVFRKRNLTIMDLH
KRNLTIMDLHPGSGK
IMDLHPGSGKTRRYL
PGSGKTRRYLPAIVR
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Pool n°5

Pool n° 6

Pool n° 7

Pool n° 8

ENV-DV1-41
ENV-DV1-42
ENV-DV1-43
ENV-DV1-44
ENV-DV1-45
ENV-DV1-46
ENV-DV1-47
ENV-DV1-48
ENV-DV1-49
ENV-DV1-50
ENV-DV1-51
ENV-DV1-52
ENV-DV1-53
ENV-DV1-54
ENV-DV1-55
ENV-DV1-56
ENV-DV1-57
ENV-DV1-58
ENV-DV1-59
ENV-DV1-60
ENV-DV1-61
ENV-DV1-62
ENV-DV1-63
ENV-DV1-64
ENV-DV1-65
ENV-DV1-66
ENV-DV1-67
ENV-DV1-68
ENV-DV1-69
ENV-DV1-70
ENV-DV1-71
ENV-DV1-72
ENV-DV1-73
ENV-DV1-74
ENV-DV1-75
ENV-DV1-76

MKGKSWLVHKQWFLD
WLVHKQWFLDLPLPW
QWFLDLPLPWTSGAS
LPLPWTSGASTSQET
TSGASTSQETWNRQD
TSQETWNRQDLLVTF
WNRQDLLVTFKTAHA
LLVTFKTAHAKKQEV
KTAHAKKQEVVVLGS
KKQEVVVLGSQEGAM
VVLGSQEGAMHTALT
QEGAMHTALTGATEI
HTALTGATEIQTSGT
GATEIQTSGTTTIFA
QTSGTTTIFAGHLKC
TTIFAGHLKCRLKMD
GHLKCRLKMDKLTLK
RLKMDKLTLKGMSYV
KLTLKGMSYVMCTGS
GMSYVMCTGSFKLEK
MCTGSFKLEKEVAET
FKLEKEVAETQHGTV
EVAETQHGTVLVQVK
QHGTVLVQVKYEGTD
LVQVKYEGTDAPCKI
YEGTDAPCKIPFSTQ
APCKIPFSTQDEKGV
PFSTQDEKGVTQNGR
DEKGVTQNGRLITAN
TQNGRLITANPIVTD
LITANPIVTDKEKPV
PIVTDKEKPVNIETE
KEKPVNIETEPPFGE
NIETEPPFGESYIVV
PPFGESYIVVGAGEK
SYIVVGAGEKALKLS

NS3-DV1.41
NS3-DV1.42
NS3-DV1.43
NS3-DV1.44
NS3-DV1.45
NS3-DV1.46
NS3-DV1.47
NS3-DV1.48
NS3-DV1.49
NS3-DV1.50
NS3-DV1.51
NS3-DV1.52
NS3-DV1.53
NS3-DV1.54
NS3-DV1.55
NS3-DV1.56
NS3-DV1.57
NS3-DV1.58
NS3-DV1.59
NS3-DV1.60
NS3-DV1.61
NS3-DV1.62
NS3-DV1.63
NS3-DV1.64
NS3-DV1.65
NS3-DV1.66
NS3-DV1.67
NS3-DV1.68
NS3-DV1.69
NS3-DV1.70
NS3-DV1.71
NS3-DV1.72
NS3-DV1.73
NS3-DV1.74
NS3-DV1.75
NS3-DV1.76

TRRYLPAIVREAIKR
PAIVREAIKRKLRTL
EAIKRKLRTLVLAPT

KLRTLVLAPTRVVAS

VLAPTRVVASEMAEA

RVVASEMAEALKGMP

EMAEALKGMPIRYQT

LKGMPIRYQTTAVKS
IRYQTTAVKSEHTGK
TAVKSEHTGKEIVDL
EHTGKEIVDLMCHAT
EIVDLMCHATFTMRL

MCHATFTMRLLSPVR

FTMRLLSPVRVPNYM
LSPVRVPNYMIIMDE

VPNYMIIMDEAHFTD
IIMDEAHFTDPASIA
AHFTDPASIAARGY]
PASIAARGYISTRVG
ARGYISTRVGMGEAA
STRVGMGEAAAIFMT
MGEAAAIFMTATPPG
AIFMTATPPGSVEAF
ATPPGSVEAFPQSNA
SVEAFPQSNAVIQDE
PQSNAVIQDEERDIP
VIQDEERDIPERSWN
ERDIPERSWNSGYDW
ERSWNSGYDWITDFP

SGYDWITDFPGKTVW

ITDFPGKTVWFVPSI
GKTVWFVPSIKSGND
FVPSIKSGNDIANCL

KSGNDIANCLRKNGK

IANCLRKNGKRVVQL

RKNGKRVVQLSRKTF
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Pool n° 9

Pool n° 10

ENV-DV1-77
ENV-DV1-78
ENV-DV1-79
ENV-DV1-80
ENV-DV1-81
ENV-DV1-82
ENV-DV1-83
ENV-DV1-84
ENV-DV1-85
ENV-DV1-86
ENV-DV1-87
ENV-DV1-88
ENV-DV1-89
ENV-DV1-90
ENV-DV1-91
ENV-DV1-92
ENV-DV1-93
ENV-DV1-94
ENV-DV1-95
ENV-DV1-96
ENV-DV1-97

GAGEKALKLSWFKKG
ALKLSWFKKGSSIGK
WFKKGSSIGKMFEAT
SSIGKMFEATARGAR
MFEATARGARRMAIL

ARGARRMAILGDTAW
RMAILGDTAWDFGSI
GDTAWDFGSIGGVFT

DFGSIGGVFTSVGKL

GGVFTSVGKLTHQVF
SVGKLTHQVFGTAYG
THQVFGTAYGVLFSG

GTAYGVLFSGVSWTM
VLFSGVSWTMKIGIG
VSWTMKIGIGILLTW

KIGIGILLTWLGLNS
ILLTWLGLNSRSTSL
LGLNSRSTSLSMTCI
RSTSLSMTCIAVGMV
SMTCIAVGMVTLYLG
AVGMVTLYLGVMVQA

NS3-DV1.77
NS3-DV1.78
NS3-DV1.79
NS3-DV1.80
NS3-DV1.81
NS3-DV1.82
NS3-DV1.83
NS3-DV1.84
NS3-DV1.85
NS3-DV1.86
NS3-DV1.87
NS3-DV1.88
NS3-DV1.89
NS3-DV1.90
NS3-DV1.91
NS3-DV1.92
NS3-DV1.93
NS3-DV1.94
NS3-DV1.95
NS3-DV1.96
NS3-DV1.97
NS3-DV1.98
NS3-DV1.99
NS3-DV1.100
NS3-DV1.101
NS3-DV1.102
NS3-DV1.103
NS3-DV1.104
NS3-DV1.105
NS3-DV1.106
NS3-DV1.107
NS3-DV1.108
NS3-DV1.109
NS3-DV1.110
NS3-DV1.111
NS3-DV1.112
NS3-DV1.113

RVVQLSRKTFDTEYQ
SRKTFDTEYQKTKNN
DTEYQKTKNNDWDYV
KTKNNDWDYVVTTDI
DWDYVVTTDISEMGA
VTTDISEMGANFRAD
SEMGANFRADRVIDP
NFRADRVIDPRRCLK
RVIDPRRCLKPVILK
RRCLKPVILKDGPER
PVILKDGPERVILAG
DGPERVILAGPMPVT
VILAGPMPVTVASAA
PMPVTVASAAQRRGR
VASAAQRRGRIGRNQ
QRRGRIGRNQNKEGD
IGRNQNKEGDQYIYM
NKEGDQYIYMGQPLN
QYIYMGQPLNNDEDH
GQPLNNDEDHAHWTE
NDEDHAHWTEAKMLL
AHWTEAKMLLDNINT
AKMLLDNINTPEGII
DNINTPEGIIPALFE
PEGIIPALFEPEREK
PALFEPEREKSAAID
PEREKSAAIDGEYRL
SAAIDGEYRLRGEAR
GEYRLRGEARKTFVE
RGEARKTFVELMRRG
KTFVELMRRGDLPVW
LMRRGDLPVWLSYKV
DLPVWLSYKVASEGF
LSYKVASEGFQYSDR
ASEGFQYSDRRWCFD
QYSDRRWCFDGERNN
RWCFDGERNNQVLEE
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NS3-DV1.114 GERNNQVLEENMDVE
NS3-DV1.115 QVLEENMDVEIWTKE
NS3-DV1.116 NMDVEIWTKEGERKK
NS3-DV1.117 IWTKEGERKKLRPRW
NS3-DV1.118 GERKKLRPRWLDART
NS3-DV1.119 LRPRWLDARTYSDPL
NS3-DV1.120 LDARTYSDPLALREF
NS3-DV1.121 YSDPLALREFKEFAA
NS3-DV1.122 ALREFKEFAAGRR
NS3-DV1.123 PLALREFKEFAAGRR

3.8 Avaliacéo de citocinas intracelulares e Imunofenotipagem
A andlise das PBMC utilizando a técnica de Citometria de Fluxo permitiu identificar e
caracterizar, por meio de 5 paineis distintos, celulas, moléculas reguladoras e citocinas que estéo

envolvidas na resposta contra infeccdo da dengue.

3.8.1 Cultura de Células

As PBMC foram descongeladas em banho Maria a 37°C e lavadas em meio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich) 10% SBF e 20U/mL benzonase nuclease (Novagen). Apos centrifugacéo, as
células foram ressuspendidas em meio RPMI 1640 com 10% SBF e distribuidas em pogos de placas
de cultura estéreis de 96 pogos na concentragdo de 0,5x10° células/poco (Painel de Subpopulagdes
de células T e Painel de Tregs 1) ou 1,0x10° células/poco (Painel de Células T multifuncionais,

Painel de Tregs Il, Painel de Tregs IlI).

3.8.2 Painel T de memoria e Painel de Tregs |

Ap0ds o periodo de ambientacdo de 2 horas em estufa umida com 5% de CO; a 37°C, seguiu-
se com o protocolo de marcacao de citometria de fluxo para o painel de subpopulacdes de células
T ou painel de Tregs I. As células foram lavadas com solucédo salina tamponada com fosfato (PBS
1x) a 4°C e marcadas por 10 minutos em temperatura ambiente (TA) no escuro com Violet
Live/Dead (ViViD) (Invitrogen), um indicador de viabilidade celular, que reage com aminas livres,
tanto na superficie quanto no interior das células. Caso a célula tenha perdido a integridade de
membrana, menor ou maior incorporacdo do ViViD pode ocorrer, o que distingue as células vivas

das mortas, respectivamente. Em seguida foram lavadas com tampéo FACS (PBS 1x com 2% de
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SBF) e seguiu-se com a marcagdo extracelular, por 20 minutos em TA no escuro, do painel de

subpopulacdes de células T (Tabela 4) ou painel de Tregs | (Tabela 5), cujo os anticorpos foram
diluidos em tampédo FACS.

Tabela 4 - Painel de Subpopulac@es de células T

Anticorpo Fluorocromo Marca Catélogo
Marcacdo Extracelular:
CD3 Qd655 invitrogen Q10012
CD4 V500 BD 560768
CD8 APC Ebioscience 17-0081-82
CD27 APC/H7 BD 560222
CD45RA Alexa700 Biolegend 304120
CD127 PE BD 557938
CD200 PE/Cy7 ebioscience 25-9200-42
GITR FITC ebioscience 53-5875-42
LAP PERCP R&D FAB2463C
PD1 BV605 Biolegend 329923
Tabela 5 - Painel de células Tregs |
Anticorpo Fluorocromo Marca Catalogo
Marcacéo Extracelular:
CD3 Qd655 invitrogen Q10012
CD4 V500 BD 560768
CD127 ef780 ebioscience 47-1278-41
CD25 AF700 BD 561398
LAG3 AF647 Biolegend 369304
CD226 PERCP/Cy5.5 Biolegend 338314
GITR FITC ebioscience 53-5875-41
Marcacéo Intracelular:
FoxP3 PE/Dazzle Biolegend 320126
CTLA4 PE-Cy7 Biolegend 349914



http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=Q10012
http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=Q10012
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No caso do painel de Subpopulacdo de células T, as células foram lavadas com tampéao
FACS e fixadas com PFA 2% (Sigma) por 1 horaem TA ao abrigo da luz, lavadas com FACS e
ressuspendidas em FACS para aquisicdo no equipamento BD LSR-FORTESSA utilizando o
software BD FACSDiva.

Com relacdo ao Painel de Tregs I, as células foram lavadas, fixadas e permeabilizadas por
20 minutos em TA ao abrigo da luz, utilizando o kit FoxP3 staining buffer Set (eBioscience)
seguindo-se com a marcacdo intracelular dos anticorpos diluidos em tampao do kit FoxP3 por 45
minutos a 4°C ao abrigo da luz. Apds marcacéo intracelular, as células foram lavadas 3 vezes com
0 tampdo do kit FoxP3 e ressuspendidas em FACS para aquisicdo no equipamento BD LSR-
FORTESSA utilizando o software BD FACSDiva.

3.8.3 Painel de Células T multifuncionais, Painel de Tregs Il e Painel de Tregs Il

Apos a ambientacdo de 2 horas em estufa umida com 5% de CO2 a 37°C, as células foram
incubadas por mais 10 horas em 4 condi¢des experimentais distintas: a) auséncia de estimulo, b)
estimulo com biblioteca (pools ou peptideos individuais) de peptideos do ENV do DENV1
(2,0pg/mL), c) estimulo com biblioteca de peptideos do NS3 do DENV1 (2,0pg/mL), e d) estimulo
com anticorpos anti-CD3 (1,0ug/mL) (BD) e anti-CD28 (0,5ug/mL) (BD). Em todas as condigdes
de cultura foi adicionado Brefeldina A (1,0 ug/mL) (BioLegend).

Terminado o periodo de incubacdo as células foram lavadas com PBS 1x a 4°C, marcadas
com ViViD, lavadas e realizada a marcacdo extracelular do painel de Células T multifuncionais
(Tabela 6), ou painel de Tregs Il (Tabela 7) ou painel de Tregs Il (Tabela 8). Apos essa etapa, as
células foram fixadas, permeabilizadas, lavadas, e seguiu-se com a marcacdo intracelular de seus
respectivos painéis. Apds marcacdo intracelular as células foram lavadas e ressuspendidas em
FACS para os dados serem adquiridos no equipamento BD LSR-FORTESSA utilizando o software
BD FACSDiva.



Tabela 6 - Painel de Células T multifuncionais
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Anticorpo Fluorocromo Marca Catélogo
Marcacgéo Extracelular:
CD3 Qd655 invitrogen Q10012
CD4 V500 BD 560768
CD8 Qd605 invitrogen Q10009
Marcacéo Intracelular:
TNF PE/Alexa700 invitrogen RHTNFA24
IL10 PE ebioscience 12-7108-82
IL17A PERCP/Cy5.5 ebioscience 45-7179
IFNy PE/Cy7 BD 557844
IL4 FITC ebioscience 11-7049-42
IL13 FITC Ebioscience 11-7139-42
IL2 APC ebioscience 17-7029
TABELA 7 - Painel Tregs Il
Anticorpo Fluorocromo Marca Catalogo
Marcacdo Extracelular:
CD3 Qd655 invitrogen Q10012
CD4 V500 BD 560768
CD127 ef780 ebioscience 47-1278-41
CD25 AF700 BD 561398
CD200 PE/Cy7 ebioscience 25-9200-42
GITR FITC ebioscience 53-5875-41
LAP PERCP R&D FAB2463C
PD1 BV605 Biolegend 329923
Marcacéo Intracelular:
FoxP3 APC ebioscience 17-4776-42
IL10 PE ebioscence 12-7108-82



http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=Q10012
http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=Q10009
http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=Q10009
http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=Q10012

TABELA 8 - Painel Tregs 11
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Anticorpo Fluorocromo Marca Catélogo
Marcacéo Extracelular:
CD3 Qd655 Invitrogen Q10012
CD4 V500 BD 560768
CD127 ef780 ebioscience 47-1278-41
CD25 AF700 BD 561398
Marcacédo Intracelular:
FoxP3 APC ebioscience 17-4776-42
IL10 PE ebioscence 12-7108-82
Helios PE/Dazzle Biolegend 137232
Thet PERCP/Cy5.5 Biolegend 644824
Ki67 QD605 Biolegend 350522
IL17 PERCP/Cy5.5 ebioscience 45-7179

3.8.4 Anélises das citometrias de fluxo

As analises foram realizadas utilizando o Programa FlowJo verséo 10 (LLC) e as estratégias
de gate utilizadas estdo demonstradas nas Figs. 6, 7 e 8, respectivamente, para os painéis de células
T multifuncionais, painel de subpopulacdes de células T e painel de Tregs. A estratégia de gate
utilizada para as analises dos painéis consiste primeiramente na selecdo das populacdes de
linfécitos (SSC-A x FSC-A), singlets (FSC-H x FSC-A), que é utilizado para exclusdo de grumos
celulares, e 0 gate de tempo (SSC-A x Time), para exclusdo de eventuais interrupgdes de fluxo
durante a aquisicdo. Em seguida, para obter uma intersecdo destes trés gates iniciais (Linfécitos,
Singlet e Time) foi utilizada a ferramenta Boolean Gate, opcdo Make and Gate do programa
FlowJo, que deu origem ao dot plot utilizado no painel ViViD x CD3, onde foi selecionada a
populacado de linfocitos T vivos (ViViD'CD3") (Fig.6).

Para a analise do painel de células T multifuncionais, a partir do gate de células ViViD"
CD3", foram selecionadas as subpopulacGes de linfécitos T CD4 (CD47CD8) e CD8 (CD4°CD8").
Em seguida foi determinado os gates para as citocinas [IFNy TNF e IL10. Para verificar se as celulas
T produziam uma destas citocinas (IFNy"TNFIL10", IFNy TNF*IL10" ou IFNy TNFIL10%), ou
duas (IFNy*'TNF'IL10°, IFNy'TNFIL10" ou IFNyTNF'IL10*), ou as trés citocinas

(IFNy*TNF'IL10") utilizamos a ferramenta Boolean Gate: Create Combination Gates do


http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=Q10012
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programa. Amostras com menos de 20.000 eventos no portdo ViViD"CD3" foram excluidas da

anélise.
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Make and Gate
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Figura 6: Estratégia de gate do Painel de Citocinas. Foram selecionadas as populagdes de linfécitos, singlets e time.
Em seguida, foi realizada a intersecdo desses trés gates iniciais, para selecionar a populacdo de células CD3* vivas
(CD3*ViViD"). Dentro de CD3*, foram selecionadas as populacdes de CD4* (CD4*CD8) e CD8* (CD4°CD8 *), e 0s
gates das citocinas (IFNy, TNF e IL10) foram selecionadas a partir dessas populagdes.

A partir do gate de células ViViD'CD3", para o Painel de subpopulagdes de células T (Fig.7)
foram selecionadas as subpopulagdes de linfécitos T CD4" e CD8". Dentro de CD4" e CD8" foram
selecionados os gates das moléculas reguladoras CD127, CD200, GITR, LAP e PD1, e também 0s
gates de quatro estados funcionais das células T: CD27*CD45RA", CD27*CD45RA", CD27
CD45RA" e CD27'CD45RA". Os gates das moléculas reguladoras selecionados em CD4" e em

CD8" foram entéo transferidos para suas respectivas subpopulacdes de estados funcionais.
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Figura 7 — Estratégia de andlise das subpopulagdes de linfécitos T CD4" e CD8". Dot plot representativo dos gates
utilizados para determinar as células de meméria (CD27*CD45RA"), naive (CD27*CD45RA"), efetora transitéria
(CD27-CD45RA") e efetora (CD27-CD45RA)). Q significa quadrante.

A comecar da populacdo de ViViD CD3*, para o Painel de Tregs, foi selecionado o gate da
subpopulacdo de linfécitos T CD4", em seguida foram selecionados nos dot plots de
CD25vs.FoxP3 a populacdo duplo positiva CD25FoxP3* e no dot plot de CD25v.s.CD127 foi
feito o gate da populagio CD25*CD127"%. Por meio do uso da ferramenta Boolean Gate: Make
and Gate nestas populacdes selecionadas (CD25*FoxP3* e CD25*CD127'°") foram definidas as
células Tregs (CD4*CD25"CD127"°"FoxP3*). Enfim, os gates para CD200*, GITR*, LAP*, PD1*,
CD226%, CTLA4Y, LAG3" e IL10", foram selecionados na populacdo de linfocitos T CD4™ e estes
foram transferidos inteiramente para a populacdo de células Tregs. Amostras com menos de 100
eventos no gate de CD4* CD25"CD127"°“FoxP3* foram excluidas da analise.
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Figura 8 - Estratégia de Gate do Painel das células Tregs. Dentro da populacdo de células CD3* vivas
(CD3*ViViD"), fez-se o gate das células CD4", e dentro deste grupo foram selecionadas as populagdes de
CD25*FoxP3* e CD25'CD127"". Estes dois dot plots foram utilizados para obter as células Tregs (CD4*
CD25MCD127"°“FoxP3"*) através da ferramenta Boolean Gate: Make and Gate. Enfim, selecionou-se os gates para
GITR*, CD200*, LAP*, PD1*, CD226%, CTLA4*, LAG3* e IL10* dentro do grupo de CD4* (ndo representados) e
transferiu-se inteiramente para a populacéo obtida de células Tregs como demonstrado na figura.
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A comegar da populacéo de linfocitos T CD4", para avaliar células Trl, foram excluidas as
células CD25"CD127"°“FoxP3* da populacdo de células T CD4 total, através da ferramenta
Boolean Gate: Make Not Gate dos dot plots de CD25v.s.FoxP3 e de CD25v.s.CD127, em seguida
utilizou-se a ferramenta Boolean Gate: Make and Gate nas populacfes de CD4" total e
CD25v.s.FoxP3™9 e CD25v.s.CD127™9 e obtivemos as Trl (CD4* (CD25"CD127"""FoxP3*)"9).
Enfim, o gate para IL10" foi selecionado. Amostras com menos de 100 eventos no gate de CD4"
CD25"CD127"°"FoxP3* foram excluidas da analise.

3.9 Andlises Estatisticas

Anélises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad PrismV6.05. Os
resultados foram analisados utilizando os testes estatisticos: Kruskal-Wallis, Mann-Whitney e
Wilcoxon, conforme indicado nas legendas das figuras. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativa quando P < 0.05. Os outliers foram retirados pelo método ROUT (Q
= 2,0%) do programa GraphPad Prism V6.05.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados da coorte

O recrutamento dos controles e individuos com suspeita de dengue foi realizado nas areas
endémicas de Belo Horizonte/MG e S&o Jose do Rio Preto/SP, Brasil entre os anos de 2013 e 2019.
Os pacientes com dengue confirmada (n=93, 60% feminino) foram classificados de acordo com o0s
critérios da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2009). Neste trabalho os pacientes foram
separados em dois grupos: dengue leve (tratados em casa ou ambulatoriais) e sa+/grave (pacientes
internados com sinais de alarme e dengue grave). Os dados laboratoriais e as caracteristicas clinicas
sdo apresentados na Tabela 9. N&o foi possivel recuperar dados clinicos e laboratoriais detalhados
de todos os pacientes, mas todos os pacientes deste estudo possuem classificacao clinica, idade,
género e testes diagnosticos.

A distribuicao de idade e sexo foi semelhante entre os pacientes com dengue, embora 0s
individuos que compdem o grupo controle sejam mais jovens, devido a exposi¢do elevada da
populacdo a doenca o que dificulta encontrar voluntarios mais velhos ndo expostos a dengue
(Tabela 9). O numero de mulheres é semelhante entre 0s grupos controle e pacientes com dengue
(Tabela 9). Ao avaliarmos se os pacientes foram acometidos por infeccdo secundaria, por meio da
presenca de anticorpos IgG em amostras coletadas antes do 7° dia do inicio de sintomas,
encontramos que 86% (37/43) dos pacientes com dengue sat+/grave apresentavam infeccdo
secundaria, significativamente maior que os pacientes com dengue leve 63% (34/54) (Tabela 9).
Em relacdo a contagem de hemécias e valor de hematdcrito ndo ha diferencas entre os pacientes
com dengue leve comparado com sa+/grave, porém pacientes com sa+/grave apresentam maior
frequéncia de plaquetas abaixo de 50.000/mm3 e menor nivel plaquetéario geral comparado com

dengue leve (Tabela 9).
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Controle
(n=26)

Dengue Leve
(n=54)

Sat/grave
(n=43)

Idade?

Sexo (f)

RT-PCR

ELISA IgM

ELISA IgG (>30d)
Infeccdo secundéria

28.0 (20-42)
65% (17/26)
0% (0/26)
0% (0/26)
0% (0/26)

35.5 (13-62)*
57% (31/54)
54% (29/54)
65% (35/54)
67% (20/30)
63% (34/54)

38.6 (13-79)*
58% (25/43)
42% (18/43)
84% (36/43)
92% (11/12)
86% (37/43)*

Caracteristicas laboratoriais dos pacientes com dengue

4,758 (4,50 —5,02) 4,309 (3,8 4,8)
40,5 (38,3 -42,7) 38,6 (359 41,3)
0% (0/25) 47% (13/28)*
125 (100 — 157) 56,9 (43 — 74)%

Hemacias (x10%/mm?)P
Hematdcrito (%)°
Plaquetas < 50.000/mm?

Menor Contagem de Plaquetas (x10%/mm?®)°

a Média Geométrica (min. — max.)

b Média Geomeétrica (Intervalo de Confianca)
* Kruskal-Wallis Test P=0.01

# Fisher’s test P<0.01 (#)

& Mann Whitney Test P<0.0001

4.2 Individuos com sa+/grave dengue desenvolveram uma resposta inflamatdria sistémica escassa

associada a altos niveis plasmaticos de I1L10

A dengue grave esta associada a uma hiperativacdo imune que leva ao extravasamento
plasmatico, e acredita-se que isto se deve principalmente aos elevados niveis de citocinas
inflamatorias durante a Tempestade de Citocinas (ROTHMAN, 2011). Para avaliar o perfil
inflamatdrio sistémico durante as fases critica e de convalescenca da infeccdo por dengue, medimos
IFNy, TNF e IL10 no plasma de controles e individuos com dengue leve e sat/grave. Pacientes
com dengue leve apresentaram niveis aumentados de IFNy e TNF quando comparado ao grupo
sa+/grave, na fase critica (Figs.9A e B). Na convalescéncia, os niveis dessas citocinas diminuiram,
mas os individuos com dengue leve ainda apresentaram niveis mais elevados do que os pacientes
com sa+/grave (Fig.9A e B). A infeccdo pela dengue foi associada ao aumento dos niveis

plasméticos de IL10 tanto em dengue leve quanto em sa+/grave, comparado com 0s controles
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(Fig.9C) durante a fase critica, retornando aos niveis basais na convalescéncia. E interessante que
encontramos niveis semelhantes de IL10 plasmatica entre os dengue leve e sa+/grave durante as
fases critica ou de convalescéncia (Fig.9C). Porém, encontramos que os pacientes com infeccdo
secundaria, durante o periodo critico, apresentam niveis maiores de 1L10 comparado com os que

apresentavam infecgdo primaria e controle (Fig.9F).
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Fig. 9. Niveis plasmaticos de IFNy, TNF e IL10. IFNy, TNF e IL10 foram medidos no plasma de controles (circulo
aberto) e pacientes com dengue leve (quadrado verde) e sa+/grave (triangulo azul) nas fases criticas (6-12 dias apds o
inicio da febre) e convalescéncia (mais 30 dias apés o inicio da febre), conforme detalhado nos métodos. Cada simbolo
representa um Unico individuo, as linhas vermelhas representam a Média Geométrica (GM). A significancia estatistica
foi avaliada por Mann-Whitney (* para P<0.05) e por Kruskal-Wallis (# para P<0.05). Controle n= 17. Durante a fase
critica dengue leve n= 33-35, sa+/grave n= 22. Convalescéncia dengue leve n= 31-32, sa+/grave n= 8-10.
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4.3 Pacientes com dengue leve apresentaram frequéncias mais altas de células T produtoras de TNF

e IL10, mas ndo de IFNYy, especificas ao DENV quando comparadas a pacientes sa+/grave

Durante uma infeccéo, o sistema imune inato e adaptativo sdo ativados para combater o
agente agressor, e a resposta é direcionada de acordo com o tipo de estimulo. A fim de controlar a
replicagdo viral, as células T produzem citocinas inflamatorias, como IFNy e TNF, que compdem
respostas de perfil Thl, e reguladoras, como IL10 para prevenir exacerbacdo do processo
inflamatorio. Assim, para investigar a producdo de citocinas pelas células T durante a infeccédo pela
dengue, cultivamos PBMCs na presenca de bibliotecas de peptideos ENV ou NS3 de DENV1.
Essas bibliotecas contém a maior parte dos epitopos reconhecidos por células T CD4* e CD8",
sendo as proteinas mais imunogénicas do virus dengue (DUANGCHINDA et al., 2010; HATCH
et al., 2011). Primeiramente avaliamos se as bibliotecas de peptideos estimulariam a produgéo de
citocinas como IFNy, TNF e IL10 por células T simples produtoras. Os pacientes com dengue leve
apresentaram maior frequéncia de células T CD4* ou CD8" simples produtoras de TNF (Figs.10A
ou B) especificas ao ENV durante a fase critica quando comparados com 0s pacientes com
sa+/grave. Também ha um aumento em pacientes com dengue leve na frequéncia de células T
CD4* simples produtoras de 1L10 (Fig.10E) ou CD8* simples produtoras de TNF (Fig.10G) ambas
especificas ao NS3 durante a fase critica quando comparado com o grupo sa+/grave. De modo
importante, encontramos que a frequéncia de linfécitos T CD8" simples produtores de 1L10
especificos ao ENV sdo significativamente maiores em dengue leve durante a fase critica
comparado com sat/grave e também com o controle ndo imune (Fig.10B). As frequéncias de
células T CD4" simples produtoras de TNF e IL10 especificas ao DENV estao significativamente
diminuidas em pacientes sa+/grave durante a fase de convalescéncia quando comparado com

dengue leve e também com os controles ndo imunes (Figs.10C e F).
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Figura 10. Frequéncia de células T CD4* ou CD8* simples produtoras de IFNy, TNF ou IL10. PBMC de pacientes
com dengue leve (quadrado verde) e sa+/grave (tridngulo azul) foram estimuladas com bibliotecas de peptideos para
ENV (A-D) e NS3 (E-H), durante as fases criticas e de convalescenca da infeccdo. As frequéncias de células T CD4*
ou CD8" simples produtoras de IFNy, TNF ou I1L10 foram avaliadas por citometria de fluxo. As linhas vermelhas
representam a GM. Linhas pontilhadas representam a GM do grupo de controle ndo infectado (N = 11-15). As
diferencas entre os grupos de grupos infectados com DENV foram analisadas pelo teste estatistico de Mann-Whitney
e sdo indicadas por asteriscos (*) para P <0.05. As comparagdes entre 0s grupos controle ndo-infectado e dengue foram
realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis e sdo indicadas pelo sinal da cerquilha (#) para P <0.05. Durante a fase critica
dengue leve n= 20-22, sa+/grave n= 14-16. Convalescéncia dengue leve n= 19-20, sa+/grave n= 4-5.
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4.4 Individuos com dengue leve apresentaram altas frequéncias de células T multifuncionais.

A produgdo de citocinas IFNy, TNF e/ou IL10 pelas células T multifuncionais foi avaliada
apos estimulacdo com as bibliotecas de peptideos de ENV e NS3 de DENV1. De modo geral,
notamos que, as frequéncias das células T duplo produtoras foram maiores em dengue leve, na fase
critica e na convalescéncia, comparado com o grupo controle (representado por #) (Figs.11A-D e
G), diferentemente das células T simples produtoras. Por exemplo, a frequéncia de células T CD4*
produtoras de IFNy/TNF especificas ao ENV sdo maiores em dengue leve na fase critica
comparado com controle (Fig.11A), bem como had um aumento desta popula¢do em pacientes com
dengue, indiferente da classificagdo, durante a convalescéncia comparado com controle (Fig.11C).
No periodo critico, pacientes com dengue leve também apresentaram maiores frequéncias de
células T CD8" produtoras de IFNy/TNF especificas ao ENV e ao NS3 comparado com pacientes
com sat/grave e individuos controle (Fig.11B e 11G). De modo importante, as frequéncias de
células T CD4* IFNy*IL10" e CD8" IFNy*IL10* especificas ao ENV sdo maiores em dengue leve,
durante a fase critica e de convalescéncia, comparado com 0s grupos de pacientes sat+/grave e
controle (Figs.11A - D). O mesmo encontramos com relacdo as frequéncias de células T CD8*
produtoras de IFNy/IL10 especificas ao NS3 que estdo aumentadas no grupo com dengue leve, na
fase critica, comparado com os grupos dengue sat/grave e controle (Fig.11G). E ainda, as
frequéncias de células T CD4" TNF*IL10" e CD8" TNF'IL10" especificas tanto ao ENV e ao NS3
estdo suprimidas em pacientes que apresentam sa+/grave dengue, durante o periodo de

convalescéncia, comparado com o dengue leve e controle (Figs.11C, D, F e H).
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Figura 11. Frequéncia de células T CD4" ou CD8" duplo produtoras de IFNy/TNF ou IFNy/IL10 ou TNF/IL10.
PBMC de pacientes com dengue leve (quadrado verde) e sa+/grave (triangulo azul) foram estimuladas com bibliotecas
de peptideos para ENV (A-D) e NS3 (E-H), durante as fases criticas e de convalescenca da infeccdo. As frequéncias
de células T CD4* ou CD8" duplo produtoras de IFNy, TNF ou I1L10 foram avaliadas por citometria de fluxo. As linhas
vermelhas representam a GM. Linhas pontilhadas representam a GM do grupo de controle ndo infectado (N = 11-15).
As diferencas entre os grupos de grupos infectados com DENV foram analisadas pelo teste estatistico de Mann-
Whitney e sdo indicadas por asteriscos (*) para P <0,05. As comparagdes entre 0s grupos controle nao-infectado e
dengue foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis e sdo indicadas pelo sinal da cerquilha (#) para P <0,05. Durante
a fase critica dengue leve n=20-22, sa+/grave n= 14-16. Convalescéncia dengue leve n= 19-20, sa+/grave n= 4-5,
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De um modo geral, observamos que no grupo de dengue leve ha um aumento na frequéncia
de células T triplo produtoras de IFNy/TNF/IL10 especificas para NS3, porém nédo para ENV. Por
exemplo, durante a fase critica, a frequéncia de células T CD4" e CD8" IFNy"TNF'IL10" na
presenca de NS3 € maior em pacientes com dengue leve comparado ao grupo com dengue
sat/grave (Fig.12E), e ainda a frequéncia das células T CD8" também triplo produtoras e
especificas ao NS3 é maior em dengue leve tanto com relacdo a sa+/grave quanto ao controle
(Fig.12G). De modo importante, notamos que 0 grupo com dengue leve, no periodo de
convalescéncia, possui maior frequéncia de células T CD4" e CD8*, produtoras de IFNy/TNF/IL10
especifico a NS3 quando comparado com sa+/grave e também ao controle (Fig.12F e G). De modo
interessante, estes dados indicam que o NS3 parece ser um melhor estimulador das respostas
multifuncionais em células T.
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Figura 12. Frequéncia de células T CD4" ou CD8* triplo produtoras de IFNy/TNF/IL10. PBMC de pacientes
com dengue leve (quadrado verde) e sa+/grave (tridngulo azul) foram estimuladas com bibliotecas de peptideos para
ENV (A-D) e NS3 (E-H), durante as fases criticas e de convalescenga da infecgdo. As frequéncias de células T CD4*
ou CD8* triplo produtoras de IFNy, TNF ou IL10 foram avaliadas por citometria de fluxo. As linhas vermelhas
representam a GM. Linhas pontilhadas representam a GM do grupo de controle ndo infectado (N = 11-15). As
diferencas entre os grupos de grupos infectados com DENV foram analisadas pelo teste estatistico de Mann-Whitney
e sdo indicadas por asteriscos (*) para P <0,05. As comparac¢@es entre 0s grupos controle ndo-infectado e dengue
foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis e sdo indicadas pelo sinal da cerquilha (#) para P <0,05. Durante a fase
critica dengue leve n= 20-22, sa+/grave n= 14-16. Convalescéncia dengue leve n= 19-20, sa+/grave n= 4-5.

As células T multifuncionais produzem maiores quantidades de IFNy, TNF e IL10.
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Para comparar os niveis de citocinas encontrados nas células T simples, duplo ou triplo
produtoras, verificamos o MFI de cada citocina IFNy, TNF e IL10. Na maioria das vezes,
encontramos que o MFI de cada uma das citocinas € maior nas células T triplo produtoras
comparado com as células T duplo e simples produtoras (Fig.13). Por exemplo, o valor de MFI de
IFNy encontrado nas células T CD8" IFNy"TNF'IL10" especificas ao ENV foi de 9739, enquanto
que as para as simples produtoras (IFNy"TNFIL10") foi de 872,6, e para as duplo produtoras
IFNy"TNF'IL10" e IFNy*"TNFIL10" foram respectivamente de 1629 e 2986 (Fig.13A). Resultados
similares foram observados para células T produtoras de TNF e IL10 (Fig.13B e C,
respectivamente), bem como para a producao de IFNy, TNF e IL10 por células T especificas para
NS3 (Fig.13A-C).
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Figura 13. MFI da producéo de citocinas por células T CD4* ou CD8" simples, duplo ou triplo produtoras de
IFNy, TNF e IL10 em pacientes com dengue leve durante a fase critica. PBMC de pacientes com dengue leve
durante a fase critica foram estimuladas com bibliotecas de peptideos para ENV e NS3. MFI de IFNy (A) por células
T simples (IFNy*TNFIL10Y), duplo (IFNy*TNF*IL10" e IFNy*TNFIL10%) e triplo (IFNy*TNF*IL10%) produtoras.
MFI de TNF (B) pelas simples (IFNyTNF*IL10"), duplo (IFNy*TNF*IL10" e IFNyTNF*IL10*) e triplo
(IFNy*TNF*IL10%) produtoras. MFI de IL10 (C) por simples (IFNy TNFIL10*), duplo (IFNy*TNFIL10* e IFNy"
TNFL10%) e triplo (IFNy*TNF*IL10%) produtoras. As diferencas entre os grupos foram analisadas pelo teste de
Kruskal-Wallis, indicado por asteriscos (*) quando comparado as simples, duplo e triplos para P <0,05. A analise
incluiu apenas populagdes de células T produtoras de citocinas, para células T CD4* e CD8* simples produtoras n=21
e 20, respectivamente, duplo produtoras, 21 e 20 ou 18 e 20, e para triplo produtores 13 e 10.
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4.5 O aumento na frequéncia de células T duplo ou triplo produtoras esta positivamente relacionado
com maiores niveis sanguineos de plaquetas

Para investigar se essas células T multifuncionais estdo associadas a pardmetros de
evolucdo clinica, verificamos a correlacdo entre as frequéncias das populagdes de células T e a
plaquetopenia avaliada durante a fase critica. As medidas séricas de plaquetas durante a fase critica
estavam disponiveis para a maioria dos pacientes internados, mas conseguimos de poucos pacientes
ambulatoriais. Mesmo assim, com estes dados disponiveis, observamos que durante a fase critica
ha uma correlagdo positiva entre o nivel de plaquetas e as frequéncias de células T CD8" produtoras
de IFNY/TNF especificas ao ENV, entre as frequéncias de células T CD8" produtoras de IFNy/IL10
ou de IFNY/TNF especificas ao NS3, e também entre as frequéncias de células T CD4" e CD8*
triplo produtoras especificas ao DENV (Tabela 11), sugerindo um papel dessas populagdes

celulares na evolucdo clinica.

Tabela 10: Correlacdo entre o volume plaquetéario e a frequéncia de células T produtoras de

citocinas especificas ao DENV

Spearman rank r (P)

Especifico ao ENV Especifico ao NS3
Producao de citocinas CD4" CD8" CD4* CD8"
IENy+TNFIL10 Ns ns ns ns
IFNy TNF+I1L10° ns ns ns ns
IFENy TNFIL10+ ns ns ns ns
IFNY*TNFIL10* ns ns ns 0.51 (0.037)
IENy" TNF*IL10" ns 0.62 (0.005) ns 0.58 (0.010)
IFNy TNFFIL10" ns ns ns ns
IENy* TNF*IL10* 0.47 (0.038) 0.50 (0.029) 0.71 (0.001) 0.53 (0.018)

ns — not significant

4.6 A diferenca na IL12, mas ndo na IL27, estad associada a presenca de células T multifuncionais
produtoras de 1L10 em dengue leve

A IL27 tem sido associada a producdo de IL10 pelas células Thl na leishmaniose e na
malaria (LUCAS et al., 2003; TIAN et al., 2019). Foi demonstrado que 1L27 coopera com IL12
para o surgimento (HEINEMANN et al., 2014; LUCAS et al., 2003) e funcdo (WEI et al., 2011)
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de células Thl que produzem IL10. A fim saber o mecanismo pelo qual induziu a producdo de
IL10 pelas células T duplo e triplo produtoras, avaliamos os niveis plasmaticos das citocinas IL27
e 1IL12p70. N&o encontramos diferencas nos niveis plasmaticos de IL27 entre 0s grupos controle e
as diferentes classificacbes da dengue, tanto durante a fase critica quanto na convalescéncia
(Fig.14A). Por outro lado, podemos observar que pacientes com dengue sa+/grave apresentam
niveis suprimidos de 1L12p70 durante a fase critica quando comparado com dengue leve e
individuos controle (Fig.14B). Esses dados sugerem que a IL12, mas néo a IL27, esté associado a
presenca de células produtoras de IFNy e 1L10 pelas células T de pacientes com dengue leve.
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Fig. 14. Niveis plasmaticos de IL27 e 1L12p70. (A) IL27 e (B) IL12p70 foram medidas em plasmas de pacientes
infectados com dengue durante as fases critica e de convalescenca da infec¢do. Cada simbolo representa um Unico
individuo, as linhas vermelhas representam a GM. A diferenca entre 0s grupos dengue leve e sa+/grave no mesmo
tempo foi analisada pelo teste estatistico de Mann-Whitney (P<0.005) e as diferencas entre 0s pacientes com o grupo
controle pelo teste de Kruskal-Wallis. N foi, respectivamente, para IL27 e 1L12p70, 15 e 17 para controles, 33 e 35
para dengue leve e 22 para sa+/grave durante a fase critica. Durante a convalescéncia, o N foi 31 e 32 para dengue

leve, e 5 e 10 para sa+/grave dengue.

4.7 Subpopulacgdes das células T e expressdo de moléculas reguladoras nas células Teff

A fim de identificar quais os subtipos de linfocitos T estdo respondendo a infeccdo por
dengue, nos analisamos primeiramente a frequéncia das subpopulacdes de células T de memoria
(CD27°CD45RA), naive (CD27*CD45RA"), efetora transitéria (CD27"CD45RA") e efetora
(CD27'CD45RA") (Fig. 7 — dot plot representativo em materiais e métodos). Ao verificar a
frequéncia das subpopulac6es de células T, CD4 e CD8, ndo encontramos diferencas relevantes
entre 0s grupos controle e as diferentes classificagbes da dengue durante o periodo de

defervescéncia ou convalescéncia (Fig. 15A e B).
A presenca de moléculas reguladoras como CD127, CD200, GITR, LAP e PD1, também

foi avaliada nesses subtipos de linfocitos T CD4" e CD8*. NGs encontramos, que embora a infecgao
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por dengue tenha aumentado a presenca das moléculas reguladoras (GITR, LAP e PD1) nas células
T CD4" efetoras, sua expressao foi similar nas diferentes apresentacdes da dengue durante a fase
critica (Fig. 16A). Observamos que a expressdo de receptores reguladores (GITR, LAP e PD1)
retornam aos niveis basais nas células T efetoras dos pacientes com dengue na fase de
convalescéncia (Fig. 16B). N&o houve diferenga na expressdo destas moléculas reguladoras
analisadas nos demais subtipos, memoria (CD27*CD45RA"), naive (CD27"CD45RA") e efetora
transitoria (CD27-CD45RA"). Esses dados nos sugerem que os linfocitos T de pacientes com

dengue leve e sa+/grave apresentam capacidade de autoregulacéo semelhantes.
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Figura 15 — Frequéncias das subpopulacdes de linfécitos T CD4+ ou CD8+. PBMCs provenientes de individuos
controle e pacientes com dengue leve e sa+/grave nas fases criticas (A) e convalescéncia (B) foram descongeladas e
marcadas com painel de anticorpos para identificagdo das subpopula¢des de linfocitos T, conforme descrito em
material e métodos. Em A e em B estdo representadas a percentagem de células T CD4* ou CD8* vivas (ViViD") dentro
do gate de células CD3*. Para subpopulacbes de CD4* Controle n=16; durante a fase critica dengue leve n=17 e
sa+/grave n=17; durante a convalescéncia dengue leve n=18 e sa+/grave n=6. Para subpopula¢des de CD8* Controle
n=13, fase critica dengue leve n=16 e sa+/grave n=13; convalescéncia dengue leve n=16 e sa+/grave n=2. Linha
vermelha representa a GM. Teste estatistico Mann-Whitney.
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Figura 16 — Expresséo de CD127, CD200, GITR, LAP e PD1 por células Teff CD4* e CD8*. PBMCs provenientes
de individuos controle e pacientes com dengue leve e sa+/grave nas fases criticas (A) e convalescéncia (B) foram
descongeladas e marcadas com painel de anticorpos para identificagdo das subpopulacées de linfocitos T, conforme
descrito em material e métodos. Em A e em B estdo representadas a percentagem de células T CD4* ou CD8*
expressando as moléculas reguladoras CD127, CD200, GITR, LAP e PD1. Para CD4* Effector controle n=17, durante
a fase critica dengue leve n=16 e sa+/grave n=17; convalescéncia dengue leve n=16 e sa+/grave n=5. CD8" Effector
controle n=14, durante a fase critica dengue leve n=14 e sa+/grave n=13; convalescéncia dengue leve n=15 e sa+/grave
n=2. Linha vermelha representa a GM. Teste estatistico Mann-Whitney.

4.8 A frequéncia de células Tregs € similar entre as diferentes classificacdes da dengue

As células T reguladoras (Tregs) desempenham importante funcdo no controle das
respostas imunes e prevencdo de possiveis danos causados pela inflamacdo, como ja foi
demonstrado em infec¢des como HSV e WNV (LANTERI et al., 2009; SARANGI et al., 2008;
SEHRAWAT et al., 2008; SUVAS et al., 2004). Como dito anteriormente, a dengue induz um

processo inflamatorio bem elucidado e que pode culminar em uma imunopatologia, portanto é
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importante analisar o perfil de células Tregs (Fig. 8 — estratégia de analise em materiais e métodos)
durante a infecgéo por dengue. Ao avaliarmos a frequéncia total das Tregs circulantes, observamos
que foi similar entre os grupos controle e 0s grupos de pacientes com dengue durante a fase critica
e de convalescéncia (Fig. 17A).

Até o momento poucos trabalhos avaliaram as células Tregs em pacientes com dengue. No
estudo de (LUHN et al., 2007), assim como no nosso, néo foi encontrado diferengas na frequéncia
total de tregs entre as classificagfes clinicas da dengue. Eles também avaliaram a razdo de Tregs
por Teff e encontraram que apenas o0 grupo dengue leve apresentou um aumento de Tregs sobre
Teff. Em nosso trabalho ao analisarmos a razdo entre Tregs/Teff ndo observamos o mesmo que o
grupo de (LUHN et al., 2007), ou seja, ndo encontramos diferencas entre 0s grupos quando
avaliamos a frequéncia de Tregs/CD4" Teff (Fig. 17B e C).
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Figura 17 — Frequéncia Total de Tregs e Razdo entre a frequéncia de Tregs/Teff. PBMCs provenientes de
individuos controle e pacientes com dengue leve e sat+/grave nas fases criticas e de convalescéncia foram
descongeladas e marcadas para identificacdo de Tregs e linfocitos T CD4* ou CD8* efetores, conforme descrito em
material e métodos. Em A esta representado a frequéncia total de células Tregs. Em B e C estdo as razfes entre a
frequéncia total de células Tregs e as frequéncias de CD4* Teff ou CD8" Teff, respectivamente. (A) Controle n=17,
durante a fase critica dengue leve n=20 e sa+/grave n=19, convalescéncia dengue leve n=19 e sa+/grave n=9. (B)
controle = 16, durante a fase critica dengue leve n=16 e sa+/grave n=17, convalescéncia dengue leve n=17 e sa+/grave
n=6. (C) Controle = 13, durante a fase critica dengue leve n=15 e sa+/grave n=13, convalescéncia dengue leve n=15 e
sat/grave n=2. As linhas vermelhas representam a GM. Teste estatistico Mann-Whitney.
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4.9 De um modo geral as células Tregs GITR* ou CD200" ou LAG3" parecem ser importantes para

determinar a evolugdo clinica da doenca em pacientes com dengue

Além de verificar a presenca destas Tregs em pacientes com dengue, € importante avaliar
o fendtipo destas células. Verificamos o fen6tipo das Tregs em diferentes formas clinicas de dengue
por meio da expressdo de moléculas reguladoras, como por exemplo GITR, CD200, LAP, PD1,
CD226, CTLA4 e LAG3. Notavelmente a frequéncia de células Tregs expressando GITR é
significativamente maior em dengue leve comparado com 0s grupos controle e dengue sa+/grave,
tanto durante a fase critica e na convalescéncia (Fig. 18A). No periodo critico, encontramos um
aumento na frequéncia de Tregs CD200* em dengue leve quando comparado com dengue
sat+/grave (Fig.18B). Em relacdo a frequéncia de Tregs que expressam LAP ou PD1, nédo
encontramos diferencas entre o controle e pacientes com dengue tanto durante o periodo critico e
quanto na convalescéncia (Figs.18C e D). A frequéncia de Tregs CD226" é maior em pacientes
com dengue durante o periodo critico quando comparado com o controle (Fig.18E), e na
convalescéncia retornam aos niveis basais. A infeccdo pelo DENV induziu ainda maior frequéncia
de Tregs expressando CTLA4 observado tanto na fase critica quanto na convalescéncia (Fig. 18F).
Observamos também que a frequéncia de Tregs que expressam LAG3 esta diminuida em dengue
leve apenas na convalescéncia quando comparado com 0s grupos controle e dengue sa+/grave
(Fig.18G).
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Figura 18 — Frequéncia de Tregs expressando GITR, CD200, LAP, PD1, CTLA4, LAG3 e CD226. Apds
descongelamento, PBMCs provenientes de individuos Controle, pacientes dengue leve e sa+/grave nas fases critica e
de convalescéncia foram submetidas a marcacdo com painel de anticorpos para avaliar a expressao de GITR, CD200,
LAP, PD1, CD226, CTLA4 e LAG3 por Tregs como detalhado em Material e Métodos. Controle n= xx, dengue leve
n=xx e sa+/grave n=xx. As linhas vermelhas representam a GM. As diferencas entre os grupos de grupos infectados
com DENV foram analisadas pelo teste estatistico de Mann-Whitney e sdo indicadas por asteriscos (*) para P <0,05.
As comparages entre 0s grupos controle ndo-infectado e dengue foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis e séo
indicadas pelo sinal da cerquilha (#) para P <0,05. (A-D) controle n= 16-17; fase critica dengue leve n= 22-28 e
sat/grave n= 17-20; convalescéncia dengue leve n= 21-27 e sa+/grave n= 9. (E-G) controle n= 10-14; fase critica
dengue leve n= 11-16 e sa+/grave n= 13-14; convalescéncia dengue leve n= 7 e sa+/grave n= 5.

62



63

Verificamos também o nivel de expressdo dessas moléculas reguladoras analisando o MFI.
Apesar das diferencgas nas frequéncias de Tregs GITR™, ndo observamos diferenca entre grupos
com relagdo ao MFI de GITR nas Tregs de controle e pacientes com dengue (Fig.19A). De forma
semelhante, a densidade da expressdo celular de LAP e PD1 também néo apresentaram diferengas
entre as formas clinicas de dengue (Fig.19C e D). Por outro lado, encontramos que o0 MFI de CD200
nas celulas Tregs provenientes de individuos com dengue leve é maior comparado com individuos
com dengue sa+/grave apenas fase convalescente, quando o grupo com dengue sa+/grave parece
sofrer uma supressdao dos seus niveis (Fig.19B). Curiosamente, apesar da frequéncia de Tregs
CD226" estar aumentada em pacientes com dengue durante a fase critica, a densidade de CD226
na superficie das Tregs diminuiu nos pacientes na fase critica quando comparado com 0 grupo
controle (Fig.19E) apresentando um movimento de retorno aos niveis basais primeiramente no
grupo com dengue leve seguido do grupo com dengue sa+/grave na convalescéncia (Fig. 19E).
Além dos pacientes com dengue apresentarem maior frequéncia de Tregs CTLA4" em relacdo ao
grupo controle, tanto na fase critica quanto na convalescéncia, observamos também um aumento
do MFI para CTLA4 nas Tregs de pacientes com dengue durante a fase de convalescéncia (Fig.
19F). A expressdo celular de LAG3 das Tregs de pacientes com dengue na fase critica € menor
quando comparada com a do grupo controle (Fig. 19G), retornando aos niveis basais ou até mesmo

maiores, caso do grupo com dengue sa+/grave, no periodo de convalescéncia (Fig. 19G).
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Figura 19 — MFI de GITR, CD200, LAP, PD1, CTLA4, LAG3 e CD226 expressas em células Tregs. Apos
descongelamento, PBMCs provenientes de individuos Controle, pacientes dengue leve e sa+/grave nas fases critica e
de convalescéncia foram submetidas a marcagdo com painel de anticorpos para avaliar o MFI de GITR, CD200, LAP,
PD1, CD226, CTLA4 e LAG3 por Tregs como detalhado em Material e Métodos. As linhas vermelhas representam a
GM. As diferencas entre os grupos de grupos infectados com DENV foram analisadas pelo teste estatistico de Mann-
Whitney e sdo indicadas por asteriscos (*) para P <0,05. As comparagdes entre os grupos controle ndo-infectado e
dengue foram realizadas pelo teste de Kruskal-Wallis e séo indicadas pelo sinal da cerquilha (#) para P <0,05. (A-D)
controle n= 16-17; fase critica dengue leve n= 22-28 e sat+/grave n= 17-20; convalescéncia dengue leve n= 21-27 ¢

sat/grave n= 9. (E-G) controle n= 10-14; fase critica dengue leve n= 11-16 e sa+/grave n= 13-14; convalescéncia
dengue leve n= 7 e sa+/grave n= 5.
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4.10 Paciente com dengue leve possuem populagdo de Tregs produtoras de IL10 especificas ao
DENV1

As Tregs, além de utilizar moléculas reguladoras como forma de inibir a funcéo de outras
células, também produzem citocinas anti-inflamatérias como IL10. Portanto verificamos a
producéo de IL10 pelas Tregs quando estimuladas com as bibliotecas de peptideos de ENV e NS3
de DENVL1. De modo importante, encontramos um aumento significativo na frequéncia de Tregs
produtoras de IL10 especificas ao NS3 de DENV1 em individuos com dengue leve durante a fase
critica. E ainda, também houve aumento significativo na frequéncia de Tregs produtoras de IL10
especificas a0 ENV de DENV1 em individuos com dengue leve durante a convalescéncia (Fig.
20B). De forma curiosa, o grupo controle também respondeu ao estimulo com ENV (Fig. 20B).
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Figura 20 — Frequéncia de células Tregs produtoras de IL10 especificas ao DENV1. Apos descongelamento,
PBMCs provenientes de individuos controle dengue leve e sa+/grave nas fases criticas e de convalescéncia foram
cultivadas por 10 horas na auséncia ou na presenca de estimulos imunogénico (ENV ou NS3 - DENV1) ou policlonal
(Anti-CD3 e Anti-CD28). Em todas as condigdes foi adicionado BFA. Apos o término da incubacéo, as células foram
marcadas para avaliar a producdo de IL10 por Tregs como detalhado em Material e Métodos. (A) Dot plot
representativo da produgdo de IL10 por Tregs na auséncia ou presenca de estimulo da biblioteca de ENV DENV1 do
grupo Controle, dengue leve e sat/grave. (B) Frequéncia de Tregs produzindo IL10 na presenca da biblioteca de
peptideos ENV ou NS3 de DENV1 ou na presenca de aCD3/aCD28, Controle n=17, 6-12d dengue leve n=23 e
sa+/grave n=19, >30d dengue leve n=22 e sa+/grave n=9. Teste estatistico Wilcoxon e Mann-Whitney.
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4.11 As células Tregs produtoras de IL10 especifica ao DENV expressam GITR, mas ndo CD200

Como as Tregs de individuos com dengue leve tém maior expressdao de CD200 e GITR
quando comparados a pacientes com dengue sa+/grave, resolvemos verificar se tais moléculas
poderiam ser marcadores extracelulares das Tregs IL10". Assim, realizamos um estudo de
correlacdo entre as Tregs especificas ao DENV1 provenientes dos pacientes com dengue durante
as fases criticas e de convalescéncia. Nao observamos correlagdo entre as Tregs produtoras de 1L10
especificas ao DENV e expressando CD200 (Fig.21A-D). De modo importante, houve uma forte
correlagdo entre as Tregs produtoras de IL10 estimuladas com a biblioteca de ENV (Fig.21A e C)
ou NS3 (Fig.21B e D) de DENV1 e as Tregs GITR" provenientes de pacientes com dengue durante

as fases critica e de convalescéncia.
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Figura 21 — Correlagdo de Tregs produtoras de I1L10 especificas ao DENV1 e Tregs GITR" ou CD200*. Ap6s
descongelamento, PBMCs provenientes de pacientes com dengue nas fases criticas e de convalescéncia foram
cultivadas por 10 horas na auséncia ou na presenca da biblioteca de peptideos de ENV ou NS3 de DENV1. Em todas
as condig¢des foi adicionado a BFA. Apds o término da incubacao, as células foram submetidas a marcacao para avaliar
a producdo de IL10 e expressdo de CD200 e GITR por Tregs como detalhado em Material e Métodos. Correlagédo entre
Tregs produtoras de IL10 especificas a0 ENV de DENV1 expressando CD200 ou GITR de pacientes com dengue na
fase critica (A) ou de convalescéncia (C). Correlagdo entre Tregs produtoras de IL10 especificas ao NS3 de DENV1
expressando CD200 ou GITR de pacientes com dengue na fase critica (B) ou de convalescéncia (D). Pacientes com
dengue na fase critica n=41 e na convalescéncia n= 31. Teste estatistico Pearson correlation coefficients (P value: two-
tailed).
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As células Tregs GITR™ sdo as que produzem IL10 especifico ao DENV em pacientes com
dengue, verificamos entdo se estas Tregs GITR" também expressam CD200, LAP, PD1, CD226,
CTLA4 ou LAG3. Observamos que ha uma correlagdo positiva entre as Tregs GITR™ e as Tregs
LAP* ou CD226" durante a fase critica da dengue (Tabela 11). E ainda, as Tregs GITR* de
pacientes com dengue também expressam LAG3 durante a convalescéncia (Tabela 11). Estes
marcadores adicionais podem contribuir para selecionar as Tregs especificas ao DENV e
produtoras de 1L10.

Tabela 11 — Correlagdo entre as células Tregs GITR" especificas ao ENV de DENV e as células
Tregs expressando CD200, LAP, PD1, CD226, CTLA4 ou LAG3.

Pearson rank r (P)

Tregs expressando:
CD200 LAP PD1 CD226 CTLA4 LAG3

» . 0.37 0.53
Fase Critica | Tregs GITR ns ns ns ns
(0.012) (0.006)
o . 0.76
Convalescéncia | Tregs GITR ns ns ns ns
(0.004)

ns - ndo significante

4.12 As células Tregs produtoras de IL10 especificas ao DENV expressam marcador Helios,

marcador de tTregs

Com o objetivo de compreender melhor a origem e caracteristicas funcionais das Tregs
IL10" especificas a0 ENV de dengue, investigamos se sdo Tregs timicas (tTregs) através da
expressdo do fator de transcricdo Helios. Se possuem uma resposta reguladora direcionada as
respostas inflamatdrias de perfil Th1 por meio da expressdo de Thet. Por fim, verificamos se estdo
proliferando, medido pela expressdo de Ki67. Observamos que mais de 90% das Tregs produtoras
de IL10 especificas ao ENV de DENV expressaram Helios (Fig. 22), enquanto que menos de 7%
e 9% das Tregs IL10" especificas ao ENV de DENV expressam Thet e Ki67, respectivamente (Fig.
22). Estes dados ainda que preliminares sugerem que estas células sdo tTregs produtoras de 1L10
especificas ao ENV de DENV que ndo possuem um controle direcionado ao perfil pro-inflamatorio

do tipo Thl e n&o estdo proliferando.
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4.13 Mapeamento de epitopo das Tregs produtoras de IL10 especificas ao ENV de DENV1

Ki67— Thet— Helios — >

A fim de identificar o epitopo ou epitopos responsaveis pela ativacao das Tregs produtoras
de IL10 especificas ao DENV, iniciamos o mapeamento de epitopo utilizando a biblioteca de
peptideos de ENV de DENV1. Para isso, as PBMCs de voluntarios que possuem Tregs produtoras
de IL10 especificas ao DENV1, foram cultivadas por 10hs na presenca de 10 pools dos peptideos
que cobrem toda a proteina do ENV de DENV1. Para investigar a inducdo da producédo de 1L10
pelas Tregs consideramos que houve resposta quando a producdo I1L10 na presenca dos pools de
peptideos de ENV foi maior que o dobro quando comparado com 0s niveis basais. Encontramos
que os peptideos presentes nos pools 8, 9 e 10 parecem ter sido 0s mais importantes na inducéo da
producdo de IL10 pelas Tregs especificas ao DENV (Fig.23A e B). Com destaque para o pool 9
que foi responsavel por 20% do total de Tregs produtoras de 1L10 apresentadas (Fig.23B) e que
apresentou a resposta de maior magnitude, ou seja, a producédo de IL10 pelas Tregs especificas ao
DENV na presenca dos peptideos do pool 9 foi maior que o limiar de intensidade de resposta
observado nos demais pools (Fig.18C). Além disso, 6 de 8 individuos testados responderam ao
pool 9 com producdo de IL10 pelas Tregs.

Para verificar quais dos peptideos que estavam no pool 9 induziram a producédo de IL10
pelas Tregs especificas ao DENV, as PBMCs de voluntarios que possuem Tregs produtoras de
IL10 especificas ao DENV1, foram cultivadas por 10hs na presenca individual dos peptideos que
constituiam o pool 9 (peptideos de 81 a 90). Podemos observar que os peptideos 81, 88 e 89 foram
0s que induziram maior resposta entre os voluntarios, visto que suas Tregs especificas ao DENV
estimuladas com os peptideos 81, 88 e 89 produziram IL10 maior que o dobro quando comparado
com os niveis basais (Fig.23C). Destacamos de forma importante, os peptideos 88 e 89 que

induziram uma resposta de maior magnitude comparado com os demais peptideos (Fig.23D).
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Figura 23 — Mapeamento de epitopo da proteina ENV de DENV1 utilizando Tregs produtoras de 1L10
especificas ao DENV. Apds descongelamento PBMCs de foram cultivadas por 10 horas na auséncia (A-E), ou na
presenca de 10 pools da biblioteca de peptideos de ENV DENV1 (A-C), ou na presenca de peptideos que constituiam
0 pool 9 (81-90 separadamente) (D e E), ou na presenca de estimulo policlonal (anti-CD3 e anti-CD28). Em todas as
condigdes foi adicionado BFA. Apds o término da incubacdo, as células foram submetidas a marcagdo com painel de
anticorpos para avaliar a producdo de IL10 por Tregs como detalhado em Material e Métodos. (A) Gates
representativos da producdo de IL10 por Tregs especificas ao DENV1 na auséncia ou presenga de estimulo
imunogénico ou policlonal. Distribuicdo das frequéncias de respostas de células Tregs produtoras de 1L10 associados
aos pools de peptideos de 1 a 10 (B) ou aos peptideos 81 a 90 (D). Raz&o de resposta da producdo de IL10 por Tregs
especificas ao DENV1 entre as estimuladas com os pools de peptideos (C) ou com os peptideos separadamente (E) e
a producéo basal (auséncia de estimulo). Linha tracejada representa a GM da producéo de IL10 especifica pelas Tregs
de todos os voluntérios (limiar da intensidade de resposta), para (C) GM = 1.288) e (E) GM=1.175. As linhas vermelhas
representam a GM. (B) e (C) n=8. (D) e (E) n=7.
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4.14 Células Tregs sdo maiores produtoras de I1L10 que as células Trl

Além das células Tregs, outra fonte produtora da citocina anti-inflamatéria 1L10 sdo células
T CD4" FoxP3" (Trl — T reguladoras do tipo 1). Neste trabalho para estudarmos as células Trl
excluimos da populagdo de células T CD4* as células CD25"CD127"°“FoxP3*, como melhor
detalhado em métodos. Comparamos a frequéncia de células Tregs IL10" com as células Trl para
avaliar a contribuicdo destas populagdes na producdo de IL10 durante a infeccdo por dengue.
Observamos que dentre as células T CD4 total a producdo de 1L10 é mais frequente em Trl quando
comparado com as Tregs (Fig.24A). No entanto, de modo importante encontramos que o nivel de

producdo de IL10 é maior em Tregs quando comparado com as Trl (Fig.24B).
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Figura 24 — Comparacio da produgéo de 1L10 pelas células Tregs e por células Trl. Apos descongelamento
PBMCs de controles, dengue leve e sa+/grave, foram cultivadas por 10 horas na auséncia, ou na presenca da biblioteca
de peptideos de ENV DENV1 e na presenca de estimulo policlonal (anti-CD3 e anti-CD28). Em todas as condi¢fes
foi adicionado BFA. Ap6s o término da incubacdo, as células foram submetidas a marcagdo com painel de anticorpos
para avaliar a producgdo de 1L10 por Tregs e por Trl como detalhado em Material e Métodos. (A) Frequéncia de Tregs
IL10* e Trl IL10* dentro da populacdo de CD4* total. (B) MFI da producéo de IL10 por Tregs e por Trl. Barra de erro
representada em vermelho.
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5 DISCUSSAO

A resolucdo das infecgBes causadas por virus como dengue, West Nile, influenza, entre
outros, sdo bastante varidveis. E possivel encontrar individuos que desenvolvem uma doenca
assintomatica ou infeccdo subclinica, bem como uma pequena minoria das pessoas que
desenvolvem doencas mais graves que podem ser letais (ROUSE; SEHRAWAT, 2010). Muitos
estudos buscaram compreender melhor a patologia encontrada na dengue grave. Ja se sabe que uma
infeccdo primaria confere protecdo por um longo periodo ao sorotipo homélogo (MATHEW;
ROTHMAN, 2008). Porém, durante uma infeccdo secundaria heterotipica, a presenca de
anticorpos ndo neutralizantes e com reatividade cruzada ao sorotipo da infeccdo primaria podera
acarretar em uma viremia elevada, fendbmenos como o ADE, e consequentemente a produgédo
exacerbada de citocinas pelas ceélulas da imunidade inata e adaptativa, que caracterizaria a
Tempestade de Citocinas (BELTRAMELLO et al., 2010; NG et al., 2014).

Além do ADE, ha também a hipétese do Pecado Antigénico Original, que é explicada pela
presenca de linfdcitos T e B de memoria, que foram induzidos por uma exposi¢do primaria por um
sorotipo diferente ao da infec¢do secundaria, mas que séo capazes de responder mais rapidamente
que as células T virgens durante a infecgdo secundaria heterotipica aguda. Entretanto, segundo essa
hipdtese, estes linfécitos de memoria ndo possuiriam uma Otima avidez aos epitopos
correspondentes ao novo virus, e por existir uma certa preferéncia na ativacdo de células T de
memaria em comparacdo as celulas T virgens, a resposta que serd montada ndo seria a mais
adequada para eliminar o novo sorotipo viral desencadeando assim uma Tempestade de Citocinas
ainda mais intensa (ZOMPI; HARRIS, 2013).

A grande maioria dos estudos em dengue buscaram elucidar as causas da patogénese da
doenca, e se concentram em investigar os efeitos das respostas inflamatorias. Foi demonstrado que
fatores vasoativos, como receptor de TNF soluvel, e a producdo excessiva de citocinas, como IFN,
estdo associados a dengue grave (BETHELL et al., 1998; GREEN et al., 1999), TNF pode agir
diretamente sobre as células endoteliais vasculares e induzir o extravasamento vascular sistémico
(PANG; CARDOSA; GUZMAN, 2007) e elevados niveis de IL-1beta, IL-8, TNF e MCP-1
também estdo associadas a permeabilidade vascular encontrada na dengue (BOZZA et al., 2008).
No entanto, contrapondo aos achados citados acima, em nossa coorte, observamos que 0s pacientes

com dengue sa+/grave apresentaram uma escassa resposta inflamatéria, enquanto que os niveis
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plasméticos de IFNy, TNF e 1L12p70 estavam elevados em pacientes com dengue leve durante a
fase critica da doenca. As diferencas encontradas entre 0 nosso trabalho e os citados acima pode
ser o0 tempo analisado. Engquanto nds nos concentramos na pos-febril, aqueles analisaram o periodo
febril, 0 que nos leva a especular que apesar de uma alta producdo precoce de citocinas, individuos
que desenvolvem dengue sa+/grave ndo conseguem sustentar esses niveis. A producdo sustentada
de citocinas em contraste com a producéo ndo sustentada pode sugerir fontes de citocinas diferentes
entre pacientes com dengue leve ou dengue sat+/grave. Em nosso trabalho, verificamos que
individuos com dengue leve apresentam uma fonte adaptativa importante para as citocinas
analisadas, enquanto os individuos com dengue sa+/grave tiveram uma ativacao de linfocitos T
especificos para DENV modesta. Nossos resultados, entretanto, concordam com os trabalhos de
(HATCH et al., 2011; MATHEW; TOWNSLEY; ENNIS, 2014), que relataram altos niveis de
células T CD4" produtoras de citocinas TNF e IFNy em pacientes com melhor progndstico a
infeccdo pelo DENV. Estas diferencas podem ser ainda maiores nos tecidos, de certa forma, os
niveis sisttmicos seriam representativos de apenas parte da Tempestade de Citocinas. De fato, foi
recentemente demonstrada a presenca de intensa proliferacao e ativacao de linfocitos T especificos
ao DENV na pele durante infec¢cdo aguda (RIVINO et al., 2015).

Os linfécitos T especificos ao DENV reconhecem as células infectadas com virus e
respondem com um diverso grupo de fungdes efetoras, como proliferacdo, formacao de células de
memo@ria, lise das células alvo e producao de citocinas. O padrédo de producéo destas citocinas segue
o perfil de Thl, ou seja, producdo principalmente de IFNy, TNF, IL2 e CCL4, e menos comumente
das citocinas de perfil Th2 como IL4 (IMRIE et al., 2007; MANGADA, M. M.; ROTHMAN,
2005). Em dengue, a ativacao dos linfdcitos € essencial na resisténcia a infeccao e esta altamente
associada a uma producdo robusta e sustentada de IFNy (DUANGCHINDA et al., 2010;
MANGADA, MARLOU M et al., 2002).

A evolucdo nas ferramentas de estudo das respostas imunes nos permitiu enxergar as
multifuncdes que as células T podem exercer, mostrando que de uma unica célula pode ser fonte
de mais de uma citocina. Embora existam poucos relatos analisando células T multifuncionais em
dengue, as células T CD4 produtoras de IFNy"TNF*IL2" parecem estar associadas a uma resposta
a vacina contra a dengue (CHU et al., 2015; LINDOW et al., 2012). Em nosso trabalho,
observamos que individuos que desenvolvem dengue leve durante a fase critica tém aumento nas

frequéncias das populagdes de células T CD8" duplo produtoras de IFNy/TNF especificas ao
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DENV quando comparado com sa+/grave e controle. E ainda, essa frequéncia elevada de células
T CD8" IFNy"TNF*IL10" correlaciona-se positivamente com niveis mais altos de plaquetas,
sugerindo associagdo com resisténcia a infeccdo por DENV.

Além de uma resposta inflamatoria eficiente, os pacientes da nossa coorte com dengue leve
também apresentaram um adequado perfil regulador, inclusive com a producédo de IL10 especifica
para antigenos virais. A citocina anti-inflamatoria IL10 pode ser produzida por muitos tipos
celulares como dendriticas ativadas, macréfagos infectados com virus, células T CD4" e CD8",
Tregs ativadas, células B e alguns subgrupos de NK, quando estimuladas com ligantes de TLR
(COUPER; BLOUNT; RILEY, 2008). As atividades da IL10 podem interferir em muitas vias de
sinalizacdo que promovem a produgdo de quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias, como por
exemplo inibindo a sinalizagdo de NF-kB, suprimindo a transducdo de sinal de IFN do tipo I,
inibindo a expressdao de MHC-II, entre outras acdes (MOORE et al., 2001).

Em dengue, o papel da IL10 tem sido motivo de muito debate. Enquanto alguns relatos
associam a IL10 a uma evolucdo favoravel das infeccbes em geral, incluindo a dengue, outros
encontram a IL10 associada as respostas imunes prejudicadas e manifestaces hemorragicas da
dengue. Acreditamos que a fonte celular de IL10 pode ter implica¢Ges importantes nesses achados
divergentes. A maioria das evidéncias que ligam a IL10 a piora clinica da dengue séo de relatos
que avaliam seus niveis plasmaticos durante uma fase muito inicial (principalmente do periodo
febril) da infeccéo e, principalmente, ndo avaliam a fonte. Por outro lado, a maioria das evidéncias
que ligam a IL10 a uma evolucdo favoravel de doencas infecciosas avalia a IL10 derivada de
células T. O trabalho de (SUN et al., 2009) demonstrou que durante uma infeccdo aguda de
camundongos por influenza, a producdo de IL10 por células T efetoras especificas ao virus
influenza, minimizou a severidade das lesdes pulmonares (SUN et al., 2009). Como ja
mencionamos, varias células podem produzir IL10. Nossos resultados demonstraram altos niveis
de IL10 circulante em ambos os grupos de dengue leve e sa+/grave durante a fase critica.
Entretanto, a origem da IL10 pode ser diferente entre estes grupos.

Em nosso trabalho, focamos na IL10 derivada dos mecanismos reguladores da imunidade
adaptativa, especialmente quando associada a uma resposta imune eficaz contra a infeccdo por
DENV. Inicialmente podemos observar que as células T CD4* e CD8" oriundas de pacientes com
dengue leve produziram IL10 especifico ao DENV, porém o mesmo ndo foi observado em

sat+/grave (dados ndo mostrados), que sugere que 0s pacientes com dengue leve possuem um
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mecanismo de controle das respostas pré-inflamatdrias sem detrimento da resposta efetiva,
contribuindo para a melhor evolugdo clinica da doenga. Além disso, pacientes com dengue leve,
durante a fase critica e de convalescéncia, apresentaram maiores frequéncias de células T CD4",
bem como células T CD8*, ambas simples produtoras de 1L10 especificas ao DENV comparado
com pacientes com sa+/grave e controle. Outros trabalhos também j& haviam demonstrado esta
plasticidade das células CD8" em produzir a citocina anti-inflamatoria 1L10. Por exemplo, em
individuos infectados com HIV as células T CD8" produziram IL10 e suprimiram a producéo de
IL2 (ELREFAEI et al., 2007).

Nossos dados indicam que em dengue leve a IL10 provém da resposta imune adaptativa,
enquanto que a fonte provavel da IL10 para os sujeitos com sa+/grave parece ser o sistema inato,
ja que ndo encontramos producdo de IL10 pelos linfocitos T destes pacientes. A auséncia de células
T produzindo IL10 em pacientes com sa+/grave sugere que a falta de controle da resposta
inflamatoria pode estar associada as complicagdes observadas durante a evolucdo clinica dos
pacientes classificados como sa+/grave o que contribui para a imunopatologia. Outros estudos
também relatam que a auséncia da sinalizacdo de IL10 pode impedir o controle das respostas
inflamatorias e consequentemente contribuir para apresentacdes clinicas mais graves. Por exemplo,
a falta de 1L10 resulta em reacOes inflamatdrias mais graves durante a infeccao ocular pelo virus
herpes simples em modelo experimental (SARANGI et al., 2008). Além disso, a supressédo da
resposta de IL10 por células T efetoras parecem contribuir para 0 aumento de patogénese das cepas
de HIN1 e H5N5 (KOBASA et al., 2007).

A quantidade de IL10 que é produzida durante uma infeccao pode influenciar a magnitude
de danos teciduais. Portanto, se a resposta de IL10 for ausente ou estiver suprimida, as reacdes
inflamatdrias contra os agentes infecciosos poderdo ser exageradas. A atividade protetora da I1L10
pode ser observada durante as infec¢Bes cronicas, como HCV e HIV, nas quais, a funcdo anti-
inflamatéria da IL10 contém a gravidade das reacdes inflamatérias (BROCKMAN et al., 2009;
MANGIA et al., 2004; NAICKER et al., 2009). Portanto o que podemos esperar de uma resposta
imune eficiente que elimine os patdgenos, € uma resposta inflamatdria adequada e controlada.
Neste sentido as células T que produzem simultaneamente IL10 e IFNy sdo de especial interesse
porque foram associadas a resisténcia as infec¢des virais ou protozoarias em conjunto com uma

reducdo na patologia relacionada as doencas causadas por estes agentes patogénicos. Por exemplo
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em um estudo que a frequéncia elevada de células T CD4" e CD8" produtoras de IFNy e 1L10
controlaram a infecg¢do aguda por Trypanosoma cruzi em camundongos (ROFFE et al., 2012).

Observamos que pacientes com dengue leve apresentaram frequéncias mais altas de células
T CD4" e CD8" duplo produtoras de IFNy/IL10 ou TNF/IL10 especificas ao DENV comparado
com sa+/grave. E também células T CD4* e CD8" triplo produtoras IFNy/TNF/IL10, especialmente
em resposta ao antigeno NS3. Nossos dados mostram algumas flutuagbes em relacdo as diferencas
entre 0s grupos dengue leve e sat+/grave de acordo com o tempo da infeccdo. Enquanto algumas
populacGes de células T duplo produtoras estavam elevadas na circulagdo de dengue leve durante
a fase critica, outras estavam elevadas apenas durante a convalescéncia. Esses dados sugerem uma
homeostase dindmica das células T ao longo da infeccéo.

As celulas T multifuncionais também precisam ser melhor estudadas com relacdo a
capacidade de producdo de citocinas. Por exemplo, trabalhos de (LINDOW et al., 2012)
demonstraram que as células T multifuncionais IFNy/TNF/IL2, embora em menor namero,
produziram niveis mais altos de citocinas. De forma semelhante, também observamos que as
células T triplo produtoras de IFNy/TNF/IL10 especificas ao DENV apresentaram um nivel maior
de acumulo intracelular de citocinas, comparado com as células T duplo e simples produtoras.
Outra questdo seria o tempo de meia vida destas células, como foi recentemente demonstrado para
as células T multifuncionais IL2* em que o tempo de vida da producdo de multiplas citocinas foi
menor comparado com as células T simples produtoras, apesar disso, o equilibrio entre a produgéo
multipla e Gnica foi muito dindmica (CHU et al., 2015). Em nosso trabalho ndo realizamos anélises
semelhantes, mas observamos uma flutuacéo interessante entre as fases criticas a convalescente
nas frequéncias de células T IL10* duplo ou triplo produtoras.

Dentre as grandes fontes de IL10 do sistema imunologico, devemos considerar as células
Tregs, que em humanos caracterizam-se pela expressio das moléculas CD25", CD127'°" e FoxP3*
(JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012). As Tregs eficientemente controlam as células T
efetoras e células da resposta inata, prevenindo respostas exacerbadas tanto em infec¢cdes agudas
quanto crdnicas, consequentemente minimizando os danos colaterais nos tecidos (CAMPBELL,
2015). As células Tregs suprimem a proliferacdo de células T e a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como IFNy, TNF e IL6, por meio de dois mecanismos principais: liberacdo de
citocinas anti-inflamatdrias, como TGF-p e 1L10, e por meio de contato através da interagdo de
moléculas reguladoras, tais como GITR, CD200, LAP, PD1, CD226, CTLA4 e LAG3, expressos
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nas Tregs, com seus respectivos receptores presentes nas APCs e células T efetoras (BELKAID;
V. TARBELL, 2009; JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012).

Alguns trabalhos fornecem evidéncias convincentes para o papel de células Tregs
expressando FoxP3 em um largo nimero de infeccBes experimentais e humanas (BELKAID; V.
TARBELL, 2009). Por exemplo, a deplecéo das Tregs de camundongos antes da infec¢do por HSV
resulta em lesdes mais graves e a inducdo da doenca ocorre com doses de virus infectivos menores
(SUVAS et al., 2004). Em outro estudo, foi demonstrado que a letalidade de camundongos
infectados com WNV e o desenvolvimento sintomatico da doenca em individuos com WNV, estdo
relacionados a baixa frequéncia de células Tregs quando comparados com o0s individuos
assintomaticos (LANTERI et al., 2009). Outros trabalhos demonstraram que 0 aumento da
proporcdo de Tregs limitou as reagdes imunopatoldgicas induzidas pela infeccdo por HSV
(SARANGI et al., 2008; SEHRAWAT et al., 2008). Até 0 momento, o Unico trabalho publicado
que avaliou Tregs em dengue ndo encontrou diferenca na frequéncia das células Tregs entre os
grupos dengue leve e sa+/grave, nem observou se a dengue induziria disfuncéo das Tregs (LUHN
et al., 2007). Em nosso trabalho, nos avaliamos marcadores funcionais e observamos que ha
grandes diferencas em diversos marcadores quando se compara individuos com dengue leve ou
dengue sa+/grave.

Aliés, apenas observar a frequéncia de células Tregs pode ser insuficiente para uma
conclusdo sobre sua real participacdo em doencas inflamatorias. Sabe-se que a expressdo dos
receptores inibitorios presentes nas células do sistema imune inato e adaptativo € um dos
mecanismos usados para regular a magnitude da resposta pro-inflamatéria. Embora néo esteja claro
como a infeccdo leva a expressao destes receptores inibitorios em células T, alguns trabalhos
demonstram que componentes virais como as proteinas nucléicas do HCV, ligantes TLRs (YAO
et al., 2007) ou mesmo os IFNs induzidos por virus (MAIER et al., 2007) apresentam um papel
nessa inducdo (BOASSO et al., 2008). Além disso, acredita-se que a expressdao de moléculas
inibitdrias seja um dos mais eficientes mecanismos pelos quais as células Tregs exercem sua fungéo
(ROUSE; SEHRAWAT, 2010).

O nosso trabalho demonstrou um aumento significativo nas populacdes de células Tregs
GITR™ e Tregs CD200* em individuos com dengue leve. A presenca de células Tregs CD200* pode
estar contribuindo para uma eficaz resolucdo da inflamacdo através da ligacdo com o receptor
(CD200R), inibindo a resposta imune inata (KARNAM et al., 2012). Por outro lado, a molécula
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GITR é importante no desenvolvimento das células Tregs e na regulacéo da resposta Th1 (SNELL
et al., 2010). Além dessas moléculas, observamos que a infec¢do por dengue induz um aumento na
frequéncia de células Tregs CTLA4" presentes ao longo da fase critica até a convalescéncia.
Interessantemente, pacientes com dengue apresentaram maiores frequéncias de células Tregs
expressando CD226, mas uma redugdo importante na densidade na membrana celular. Apesar de
ndo haver diferencas entre as classificacfes clinicas da dengue quanto a presenca e densidade de
Tregs CD226", especulamos que 0 aumento na mobilizacdo de Tregs durante a dengue aguda possa
estar associada a maior nimero de células expressando essa molécula, mas a reducdo da sua
densidade na fase aguda possa se associar a liberagdo molecular para as Tregs executarem
mecanismos efetores. Por outro lado, o repertério de moléculas reguladoras entre Tregs de
pacientes com dengue leve e dengue sa+/grave é distinto. Enquanto pacientes com dengue leve
apresentam aumento de CD200 e GITR nas fases aguda e convalescente, pacientes com dengue
sa+/grave apresentam aumento apenas de LAG3 na fase de convalescéncia. Essa observacao sugere
diferentes funcionalidades entre as Tregs de pacientes com dengue leve e dengue sat+/grave.
Estamos ainda investigando diferencas funcionais entre as Tregs desses diferentes grupos de
pacientes com dengue, mas trabalhamos com a hipotese de disfuncao reguladora de células Tregs
com pacientes com as formas graves de dengue.

As celulas Tregs sd@o uma das principais fontes de 1L10 no compartimento adaptativo,
estudos mostram que as células Tregs possuem um papel benéfico tanto na resolucéo de infeccdes
virais crénicas — como a causada pelo HCV, que apresenta elevada producao de IL10 por Tregs
(MACDONALD et al., 2002), quanto de infeccdes agudas, como as causadas por protozoarios
(MONTES DE OCA et al., 2016; ROFFE et al., 2012). Em nosso trabalho, ao avaliarmos a
producdo de IL10 pelas células Tregs, encontramos um aumento significativo na frequéncia de
Tregs especificas ao virus e produtoras de IL10, porém apenas nos pacientes com dengue leve
durante a convalescéncia. Observamos também que as Tregs produtoras de 1L10 especificas sdo as
mesmas células Tregs que expressam GITR, mas ndo CD200, sugerindo dois principais
mecanismos reguladores mediados pelas células Tregs em dengue: contato para as Tregs CD200*
e contato e producdo de IL10 para as Tregs GITR" especificas ao DENV.

As células Tregs podem ser oriundas do Timo (tTregs) ou induzidas na periferia (iTregs).
Observamos que a producdo de IL10 especifica ao DENV por Tregs ndo se limitava apenas aos

pacientes com dengue leve, 0 mesmo pbde ser visto quando se tratava das células Tregs
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provenientes de voluntérios controle, sugerindo entdo que estas células poderiam se tratar de
celulas tTregs. Em humanos foi demonstrado que as Tregs que expressam Helios sdo provenientes
do Timo, portanto séo tTregs (FONTENOT, J. D. et al., 2005; GETNET et al., 2010; SUGIMOTO
etal., 2006). Observamos que as células Tregs produtoras de I1L10 especificas ao DENV expressam
Helios, portanto os pacientes com dengue leve apresentam um importante componente regulador
mediado pelas células tTregs GITR'IL10" especificas ao DENV.

As células Trl sdo outra fonte de producdo de IL10 que contribuem para limitar a
inflamacdo. Por exemplo, foi relatada uma via de regulacdo da patologia mediada por TNF, em
malaria e leishmaniose visceral, através da producdo de IL10 pelas células Trl, de um modo
dependente de Blimp-1 (MONTES DE OCA et al., 2016). Em nosso trabalho, observamos que ha
uma frequéncia relevante de Trl produtoras de IL10, dentro da populacdo de CD4, em comparagéo
com a frequéncia de Tregs. Entretanto, os niveis intracelulares de IL10 encontrado nas celulas
Tregs sdo significativamente maiores que os das células Tr1. O que sugere que as Trl contribuem
para limitar a inflamacdo em dengue, mas em menor desempenho em relacdo aos outros
mediadores reguladores estudados neste trabalho, as células T multifuncionais IL10* especificas
ao DENV, as Tregs CD200" e as Tregs GITR* IL10* especificas ao DENV.
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6 CONCLUSOES

As citocinas de perfil pro-inflamatorio IFNy e TNF estdo circulantes em pacientes com
dengue leve, apesar de ndo encontramos em pacientes com dengue sat+/grave nos tempos que
investigamos. Além disso, a fonte produtora destas citocinas, IFNy e TNF, em pacientes com
dengue leve parecem ser as células T CD4* e CD8" especificas ao DENV.

Contrapondo o perfil pro-inflamatério, os pacientes com dengue leve apresentaram maiores
frequéncias de células T multifuncionais IL10* e de células T simples produtoras de IL10
comparado com pacientes com dengue sa+/grave. Demonstrando a presenca de um importante
mecanismo de controle da resposta inflamatdria em pacientes que tém a dengue mais branda.

Nossos resultados sugerem que, uma adequada resposta inflamatoria mediada por IFNy e
TNF para combater a infeccdo, somado a mecanismos reguladores mediados por células T
multifuncionais 1L10", células tTregs GITR" IL10", células Tregs CD200" encontrado nos
individuos com dengue leve, efetivamente contribuem para a resolucdo apropriada da infeccdo,

levando a melhor evolucéo clinica da doenca.
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Introduction

Sum mary

Multifunctional interleukin 10 (IL10)" Thl cdls have bem implicated in
favorable evolution of many infectious discases, promoting an cffimcious
immune response while limiting immunopathology. Here, we investigated
the prsence of multifinctional CD4" and CDE" T-cdls that expressed
interferon gamma (IFN+), IL10 and tumor necrosis factor (THF), or its
combinations during demgue infecion. Peripheral bood monomadear
cdls (PEMCs) from outpatients with dengue (mild demgoe forms) and
hospitalized patimnts (or patiemts with dengue with wamning signs and sov-
cre dengue) were coltured in the presence of envdope (ENV) or NS3 pep-
tide libraries of DENV during oitical (hospitalization period) and
convalescence phases. The production of IFNy, IL10 and TNF by CD4"
and CDE" T-cells was assessed by flow cytometry. Our data show that
patients with mild dengue, when compared with patients with dengue
with warmning signs and severe dengoe, presented higher frequencies of
multifunctional T-cells like NS3-specific [FNy/ILI0-producing CD4" T-
cdls in critical phase and N53- and ENV-spedfic CDE" T-cells producing
IFMNy/IL10. In addition, MNS3-specific CDE" T-clls producing high levds
of IFNy/TNF and IFMNy/TNF/IL10 were also observed in the mild dengue
group. We observed that multifunctional T-cells prodoced higher levels of
cytokines as measured by intracdlular content when compared with single
producer T-cells. Importantly, multifuncional CIM° and CDE" T-cdls
producing [FNy, TNF and IL10 simultaneously displayed positive oorrela-
tion with platelet levels, suggesting a protective role of this population.
The presence of ILIO*Thl and IL10"Tel multifunctional cells was associ-
ated with mild dengue presentation, suggesting that these cells play a role
in clinical evolution of dengue infection,

Keywords: dengue; IL107Tcl; ILI0+Thl; immunoregulation; mulifunc-
tional T-cells.

the host develops mild or severe forms of dengue are
unclear and may be associated with extrinsic factors, such

Dengue fever is a mosquito-horne viral infection that is
mainly characterized by a self-limited acute fever, which
resolves spontancously in most cases.” The World Health
Organization (WHO) dasifies dinical dengne as dengue
without warning sgns (mild denge), dengue with warning
sgns (ws+) and severe dengue.’ The mechanisms by which

as the virulence of the dengue virus ( DENV),” or intrinsic
host factors, especially the host's immunity status Previ-
ously exposed individuals with heterotypic infection pre-
sent higher chances of deveoping severe dengue?
assodated to a phenomenon called antibody-dependent
enhancement (ADE) in which heterotypic non-nentralizing

Abbreviations: DENV, dengue virus ENV, enwelope; IFNy, intereron gamma; [L10 interleukin 10; N53, non-structurml protein
3 Te, T oytotoxic cells Th, T helper cells; ws+, positive for warning signs
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antibodies opsonize mature and immature virus particles,
fadlitating infection of mononudear phagoortes and pro-
moting virus replication.’

Interestingly, individuaks that develop secondary dengue
ako present an increased chance of asymptomatic dengue
presentation during heterologous infection.*® Such resis-
tance was associated with the presence of an efficient
response of DENV-specific aoss-reactive cytotoxic T bym-
phocytes producing interferon gamma (1FNy).>* Indeed,
active CD8" T-cells against DENV can reduce viral load
and prevent ADE in mice,” migpesting that lymphocyte
activation & critical to DENV resistance. On the other
hand, some authors propose that T-cell hyperactivation
can be associated with the development of hemorrhagic
manifestations, ™"

While details of the mechanisms that trigger sevem
dengue development are undear, there is a consensus that
hyperinflammatory status either from inmate'" or possibly
adaptive immunity™ activation is important. The path-
ways that lead to immune hyperactivation have been the
subject of several investigations and speculations. In con-
trast, the mechanisms that regulate inflammation during
dengue infection are poorly addressed. Although the acti-
vation and function of regulatory T-cels (Treg) in den-
gue infection have not been camefully investigated, it has
been demonstrated  that, although not  functionally
impaired durmg infection, the mmber of peripheral
Tregs may be decreased in relation to effector cells” in
severe cases of dengue. On the other hand, while trans-
torming growth factor f levels have been assodated with
favorable evolution of dengue,” the role of another major
regulatory oytokine, interlenkin 10 (IL10), is still contro-
versial High serum levels of IL10 are found in sevene
dengue patients during early moments of clinical manifes-
tations."*~'* On the other hand, T-cell-derived IL10 has
ako been implicated in favorable evolution of several
virus infections "% A very interesting study concuded
that polymorphisms assodated with low IL1D production
can increase the chances for severe dengue presentation.’
Importantly, there is evidence showing los of coordinate
regulation between the anti-inflammatory oytokine TL10
and the inflammatory cytokines IL6 and ILE in patients
with mare severe discase.™

Interleukin 10 has been implicated in Prnrcming; hyper-
inflammation during various infectious diseases'” espe-
dally if produced by multifuncional T-cells. For
eample, pathogen-specific TLIOTTFNy™ CD4™ Tcels ane
asociated with favorable evolution of malaria**™** toxo-
plasmosis,™ Chagas disease™ and influenza.™ In con-
trast, these multifundional T-cellk are assocated with
impaired effector responses to leishmanisis™ and tuber-
culogs, ™ but still considered an important mechanism to
limit pathology to these same discases.

There is little nformation about multifunctional T-cells
in dengue infection,”™™" especially with regard to

i 2000 John Wiky & Sons Ltd, Immunalogy, 160, S0-102

Multifunctional T-celk in dengue

ILI0"Thl and ILIO Tl celk. In this work, we amed to
investigate the presence of these cells in ditferent clinical
forms of dengue infection Because IL10TThl may also
expres other cvtokines besides TL10 and 1My, we
decided also to investigate the production of tumor
necrosis factor (TMF), a cytokine that possesses anti-viral
properties™ and has also been found in a subpopulation
of T-cell producing IFNy amultaneoudy during DENV
infections ™™ Therefore, in this work, we evaluated den-
gue patients for the presence of DENV-specific T-cells
produdng IFMy, TNF and/or IL10 at defervescence (criti-
cal) and convalescence phases of infection. We found that
the TFNy™ IL107, IL10T TNF™ and IFNy™ TNF IL107, in
addition to IFMNy" TNF', mulifunctional D47 and
CDE T-cells weme associated with mild dengue presenta-
tion. These results suggest that IL107 multifunctional T-
celk may play a mle in clinical evolution of dengue.

Materials and methods

Ethical statement

This study was camied out in Belo Horizonte, Minas Ger-
ais, in a dengue-endemic area with seasonal transmission
between 2013 and 2015, The study was reviewed and
approved by the Institutional Review Board from Inst-
tuto Rendé Rachow, Fiocruz-MG [CAAE:
I497014.9.0000.5091). All adult candidates or legal guar-
dians (in the case of an underage participant) signed a
consent form prior to their enrollment in the study
Underage teenagers signed an assent form. Outpatients
were recruited at Primary Care Center Jardim Montanhis
and Santo Feo Hospital. Inpatients were recruited in Odi-
lon Behrens Metropolitan Hospital, Santa Casa Hospital
and Joao Paulo I Hospital Healthy wolunteers weme
recruited in the community.

Clinical imformation, sample colection and processing

Classification between different clinical forms of dengue
was performed according to WHO guidelines® by the
attending physician at the moment of consenting, which
was abko responsible to collect illness symptoms and evo-
lution and blood work results Clssification was reviewed
retrospectively by an independent research  physician
Dengue cases were classified in this smdy into two
groups: (i) mild dengue (outpatients), cases of mid den-
gue treated at home; and (i) ws+/severe dengue (inpa-
ticnts), the combination of dengue with warning signs
(ws+) and severe dengue groups (ws=/severe), which weme
treated at the hospital. The dinical information and plate-
let levels were retrieved from the patients’ charts. Some
patients did not have platelet level information available.
Volunteers donated blood (40-60 ml) in heparinized vac-
uum tubes during  hospitalization or  time-matched

m
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control for mild cases (ie. 6-12 days post-fever onset)
and at convalescence (more than 30 days after fever
onset]. On the smme day of collection, plasma and
peripheral blood mononuclear cells (PEMCs) were scpa-
rated by centrifugation using Ficoll-Hypagque gradient
[SHGMA, San Luis, MI). Plasma samples were stored in
—80° freezer. Cells were frozen in fetal bovine serum
(FBS; Cultilab, Campinas, 5P, Brazil) in the presence of
10% dimethyl sulfoxide (DMS0; SHGMA) at —80° for
24 hr, and then transfemed to liguid nitrogen (—196%)
until use.

Dengue diagnostics, indusion criteria and  secondary
infection

Serological tests for dengue were performed using Ighd
and Igli PanBio ELISA kit (Inverncss Medical Innova-
tions Anstralia Pty, Brishane, (JLD, Australia) according
to the manufacturer's instructions.

HMA from plasma/’serum was obtained wsing PureLink
Wiral BNA/DNA Kits (INVITROGEN, Carlshad, CA).
Amplifications were performed by quantitative poly-
merase chain reaction (gPCR) using SuperScript 1 Plat-
mum Cne-Step Chuantitative RT-PCR System with ROX
(IMVITROGEN) according to manufacturer’s instructions
n the presence of primers and probes described previ-
ously (Table 51).* We added 1 U/pl of heparinase when
necessary to avoid polymerase-nhibiting properties of
heparin**

Individnals were incuded i this study if positive for
dengue infection when Ighd at the first 7 days of symp-
toms or PCR were positive for dengue. Maoreover, healthy
controls were symptom-free and negative for dengue-
spedfic IgM and Igh. Individuak with positive dengue
diagnostic presenting Igl during the first 7 days of symp-
toms were consdered pre-cxposed and having secondary
mfection.

Peptide library

Peptide libraries containing sequential peptides of 15aa and
Saa offset spanning envelope (ENV) and non-structural
protein 3 (MN53) of DENV (NMP_059433.1) were purchased
from Mimotopes (Melbourne, VIC, Australia).  The
bibraries of DEMV1 ENV [(NP_7X246032) and MNS3
(NP_722463) contained 97 and 123 peptides, respectively,
and the list of peptides in each library is listed in Table 5.
The peptides were reconstituted in DMSC (20 mg/ml) and
used at final concentration of 2 pgiml in cach assay.

Immunophenotyping and intracellular oytokine assess-

et

Peripheral blood monomuclear cedk were thawed in
RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) containing 10% FBS and
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20 U/ml benzonase nuclease (Movagen, Madison, WI),
washed in phosphate-buffered saline (PBS) and cultured
at the concentration of 1.0 s 10° cellywel. After a per-
ind of ambience of 2 hr in a humidified incubator with
5% 0y at 379, the celk were cultured for another
10 hr in four different experimental conditions: (i)
absence of stimulus; (i) stmubtion with DENV1 BNV
peptide library; (i) stimulation with DENVI N53 pep-
tide library; and (iv) stimulation with anti-CD3 (1.0 pg!
ml) (BD, Franklin Lakes, NJ) and anti-CD28 (05 pg/ml)
antibodies (BD). Brefeldin A (149 pg/ml BioLegend) was
added in all culture conditions. After the incubation per-
ind, el were washed in PES, and stained with Violet
Live/Diead (Invitrogen), and with monodonal antibodies
CD3 (Invitrogen), CD4 (BD) and CD8 (Invitrogen).
PEMOs were washed, foeed and pemmesbilied using
FoxP3 saining buffer Set (eBiosdence, San Diego, CA)
according to the manufacturer's imstructions Cells were
then incubated with antibodies againgt IFNy (BD), TNF
(Invitrogen) and IL10 (eBioscienoe), washed, resuspended
in FACS buffer and acquired on an LSE-FORTESSA
(BD).

Analyses of T-cell subpopulations and cytokines produc-
tion

Data from cell acquisition were analyzed using Flow o X
program (LLC, Ashland, OR). The populations of lympho-
oytes, singlets and time (exclison of interruptions in the
flow) were selected as in Fig. 51. Then, to obtain the intemec-
tion of these three initial gates, the Boolean Gate tool ‘Make
and Gate' was used, resulting in the dot plot from which the
live CDA™ ((D3"VIVID ™) population was selected. The sub-
populations of CDM7™ and COE™ T lymphocytes were selected
from the ViViD~CD3, and gtaining of [Ny, TNF and IL10
oytokines  were  determined  within  the  gate  of
ViViD~ CD3 CIM* CDE- or ViViIDCD3 CD4- (De”
cells. Single (IFMy™ TNF ILI0-, IFMy~ TNF ILI0™ and
IFMy~ THF ILIOT), double (IFMy" THET IL10-,
Iy TNF ILI0Y, IFMy~ TNF' IL10T)  and  triple
(IFRy" THF" ILI0T) cytokine-producing CIM™ or (D8 T-
cells were determined with Boolean gating (Make and Gate).
Samples with less than 20 000 events on ViViD CD37 gate
were eduded from analysis.

Statistical amabysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Frism
V6.05 software. The results were analyred wsing the statis-
tical tests: Kruskal —Wallis statistical test, Mann—Whitmey
test and Wilcowon test as indicated in the figure legends.
The differences were considered statistically significant
when P = 005 The outliers were analyzed wing the
ROUT () = 240%) method of GraphPad Prism V605
softwane.
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Results

Study population

Dengne patients (n = 39) were recruited between 2013
and 2015 (before Zika epidemic in Brazil), and wem
grouped into mild dengue group [ patients that were trea-
ted at home as outpatients) and wssevere dengue group
[inpatient cases that met WHO and Brazilian Ministry of
Health for hospitalization). The blood was collected dur-
ing the critical phase (period when patients were hospital-
ized or their time match controls) and at convalescence.
Unfortunately, only 25 participants accepted to return for
second blood collection. Importantly, all participants wene
contacted by telephone, and had their outpatient or inpa-
tient treatment confirmed by stdy pemonne. Demo-
graphic characteristics and laboratory data available are
shown in Table 1. Groups were comparable for age, sex
digtribution, and the proportion of individuals presenting
secondary dengue infection was not significantly different
between mild and ws+/severe dengue (Table 1). Inpa-
tients (ws+isevere] displayed higher frequencies of plate-
lets under 50 000/mm~ (up to 43%) and lower platelet
nadir level (Table 1). All the patients with PCR postive
reaction were infected by DENWVI, data that were con-
firmed by the local health authorities stating that DENY
was the predominant serotype droulating in Belo Hori-
zonte in the years of sample collection. Four patients with
DEMV4 infection found in our cohort were not induded
in this study.

Mild dengue patients presented higher frequencies of
DENY-spedfic single functional T-cells positive for
TNF and IL10, but not IFNy, when compared with
ws+/severe dengue patients

To evaluate the cytokine production by T-cells during
dengue infection, we cultured PEMCs in the presence of
ENV or M53 peptide libraries of DENV]. Because we
focused on the production of IFMy, THF and IL10, we
first investigated i the peptide libraries would stimulate
single cytokine producers T-cells We observed that, when
considering only these cytokines, the frequendies of single
cytokine-producing T-cells by dengue patients rarey wemne

Multifunctional T-celk in dengue

Tahle I. Demogrphics and bbomtory chanderistic of study popu-
lation from contral, mikl d.u'l.gu.c [outpatients | and wsiisevers [in-
patients) groups during seasonal tansmission 20132015

Chamacteristics Mild w | isevere
and diagnostic of Control dengue dengue
SI.'I.I.'I‘.I.}' population [m=15] [m= 22} [m= 171
.hgel 29 (2142) 36 (13-62) 32 (13-M)
Gender (F) 53% (BI15) 73 (1622) a5% [ 11717)
RT-PCR (m) 0% (F15) 68% (15722) 65% [ 11717)
ELTEA Tghl (m) 0% [0W15) T (17722) B2 (1417
ELISA Ig(s 0% [W15) a5%: (13/20) B0% (4/5)
(== 30 o) {m)
Secondary — 3% (16722) 1% (1417)

infection [n)
Lahomatory characteristics of dengue patient groups

Erpthrocytes 4B 4354 41[33-57)=
(s 10 imm™)®

Hematocrit (37 427 {358 372 (282

7-4) 5.5

Platelet < 50 000/ % (0/12) 3% (&4
mm® ()

Lowest platlet 1646 (600- 624 [16-9-
count 224.0) IR0
(= 10 mm’)*

\Genmetric mezn [min—max).

Gevmetric mean lcomhdencs intervall

*Plaikets were not availible for all mtients as the request of this
emm was at attending physician discretion.

“Fisher test P« 04005,

"Mann—Whitney test P« 0-002; age: Eruskal-Wallis test P 0-1%
gender: Fisher test P> 05

different from background control levels, indicated by the
dashed line (Fig. 1). Only the frequency of ENV-stimu-
lated IL10-producing CDET T-cdk during the critical
phase was sgnificantly above background (as indicated by
the # dgn; Fig. 1b). Interestingly, despite poor stimula-
tion of THF and TL10 single producers CO4™ or CDET T-
celk by ENV or N53 (Figs 53 and 54), we could ohserve
that patients with ws+isevere dengue, when compared
with the mild dengue group, presented decreased frequen-
des of T-cells produdng anly TMF or IL10 during critical
and convalescence phases upon stimulation with peptide

Figure L. Individinls with mikl dengue presented more dengue virns (DENV)-specific T-cell single produes of tumor neaois factor [ THF)
and interleukin (TL)10, but not interferon gamma (TFMy), than wsi/severe dengue subjects. Peripheral blood monomuclear cells (PEMOCs) from
DEMV-infected patients with mild (dark gy squares) and severe (white triangle) forms were stimulaied with peptide libmris br emvdope
(ENV: a—d) and non-structural protan 3 (N53; eh) d.uring critical and comvalescano phase= of infection. Frequencies of IFMy, THF or TL1O
production by CO4" and CDE” T-cdls were evaluated by flow cptometry among CD3° live gated cells. The harizontal solid lines represent the
geometric mean Dotted lines represent the geometric mean of the non-infeded contral goup (N = 11-15 1. Differences hetween DENV-indecied
groups were analyzal by Mann-Whitney statistical test and are indicated by asterisks [*) for P < 0205 Comparisons between noninfected @il
and dengue groups were performed by Kruskal—Wallis test, and are indicated by the hash sign () for P 005 N was 20-22 for mikd dengue
and 14-16 for wstisevere dengue cases during the critical phase, and 19-20 for mikd dengue and 4-5 for ws+isevere dengue cases during comva-

lescenee.
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libraries for ENV (Fig. la—c) and N33 (Fig. lef). In gen-
eral, CD4™ T-cells were generally poor singe cytokine
responders (Figs 52 and 53) upon stimulation with pep-
tide libraries when compared with unstimulated cultures
(Fig. 53). Although the frequency of IFMy-producing
DEMV-specific T-cek was not different hetween dengue
groups (Fig. 1), CD& T-cells from mild dengue at comva-
lescent phase responded to W53 displaying mcreased
IFMy-poative population after stimulation, while T-cells
were refractory in most ws+/severe dengue group (Figs 52
and 54). In contrast, we observed that CD4™ T-cells of
ws=/severe patients group showed decreased IFNy pmo-
duction upon ENV stimulation during the critical phase
when compared with unstimulated cultures (Fig. 53). In
addition, FNV-spedfic 1L10 and N53-spedfic THF in
D8 T-cell compartments were also inhibited by peptide
library stimulation in ws+isevere group (Fig. 54).

Individuals with mild dengue presented high
frequencics of multifinctional T-cells

We evaluated if T-cells were able to produce simultane-
owsly IFMy, THF and/or IL10 upon stimulation. Mult-
functional T-celks producing muoltiple cytokines emerged
in response to both antigens, ENV and N53, although tri-
ple ortokine producers were induced only by N53 (Figs 2,
3 and 55-57). These cell populations, i.e. multifimctional
DEMV-specific T-cells, were mome often different from
the control non-exposed group (as indicated by the #
sign) when compared with single oytokine-producing T-
cells,

The mild dengue group presented higher frequendes of
DENV-specific T-cell double producers of IFNy and IL10
when compared with controls and the ws+/severe group
during critical (ENV- and N53-specific; Fig. 2ahef) and
convalescence (ENV-specific) phases (Fig. 2cd). Although
not different from uninfected controls, MS3-specific
IFNy" LI CD47 T-cells were found more frequently in
the mild dengue group when compared with ws+/seven:
patients (Fig. 2e). We ako could observe a consistent
population of IFNy™ THF™ CD8™ T-cells responding to
EMV and M53 during the critical phase in the mild group
when compared with ws—fsevere patients (Fig. Zhf), a
difference that faded in the convalescence phase In

Multifunctional T-cells in dengue

addition, despite no difference between the mild dengue
and ws+/severe dengue groups, frequencies of ENV-sped-
fic TFNy" THF CD4™ T-cels were also found to bhe
increased over non-infected controks during critical phase,
for mild dengue group (Fig. 2a), and convalescence, for
both mild and ws+/severe groups (Fig. 2c). Furthermore,
wi+/severe dengue patients showed decreased frequencies
of ENV- and MN&3-specific T-cell double producers of
THF and IL10 when compared with mild dengue and
control subjects during convalescence (Fig. 2c,dgh). In
addition, N53-spedific, but not ENV-specific, T-cell triple
producers of IFNy, TNF and IL10 were found increased
in the mild dengue group when compared with controls
and ws+/severe dengue at both citical (CDE T-cels
Fig. 3g) and convalescence (CDM7 and CD8™ T-cells)
phases (Fig. 3Lh). Interestingly, our data indicate that
M53 seems a better stimulator of multifunctional T-cell
responses For  example, 4" T-cells were able to
respond to N53 with double and triple multihnctional T-
celk, while EMV stimulation could marginally induce
these types of responses (Fig. 56).

In order to investigate if these multifunctional T-cells
were asodated with objective clinical evolution parame-
ters, we investigated the correlation between the frequen-
des of T-cell populations and the lowest levels of platelets
measured during the critical phase. Serial platelet mea-
surements during the critical phase were available for
most of the inpatients and few outpatients as Brazilian
Health Ministry guidelines do not require serial platelet
measurement for mild dengue cases. From the available
data, we could observe that, during the critical phase, the
frequencies of N53-spedfic TNy TLIOT and IFNy THNF
producer CDE T-cells and triple cytokine producer
4™ and CDE T-cells responding to either ENV or M53
showed positive correlations with the nadir platelet levels
ohserved (Table 2), suggesting a role of these cell popula-
tions in clinical evolution.

Multifunctional T-cells produce higher amounts of
[FMNy, TF and IL10

To gain insght about the ability of multifunctional T-
celk to produce effector cytokines, we compared the
mean fluorescence intensity (MFI) of each ortokine in T-

Figure . Individunls with mild dengue presented higher frequencies of interleukin (TL)10° doutle producer D4 and C08° T-lk, Peripheral
blood mononuclear cells (FEMCs) from dengue virus (DENV) -infeded patients with mild and severe clinical presentations were stimulbited with
p-epl.'ide libraries of enveope (ENV; a—di and non-strudural protein 3 (N53; =-h) duri:ng warte (top) and @mnvalescenas [ hottom i phases of indec-
tion. Frequencies of double producer COM° and CO8° T-cdls were evahatal by flow griomery in G053 gatal ells. The harizontal lines repre-
sent the geometric mean. The dotted lines represent the geometric mam of the non-inlected control group (N = 10-15). Differenes betwen
goups were anahyzal by Mam—Whitney statistical test and are indicated by asterisks (*) for P < 0-05. Comparisons between non-infeced con-
trol and dengue groups were performed by Erskal—Wallis test and are indicated by the hash (#) sign for P 0405 N was 30-22 for mikd den-
gue amad 14-16 for wsi/severe dengue cases during the critical phase, and 19-20 for mild dengue and 4-5 for wstisevere dengue cmes during

conval e e,
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Multifunctional T-cells in dengue

Tahle 2 Corelation of T-cell frequencies with nadir platelet levels

Sparman mank r (F)

ENV-sparific MNE3-spadtic
Cytokine
producion [stal Cos cod” CoE"
TFMy anly ns ns ns ns
THNF anly ns ns ns ns
TLIO anly ns ns ns ns
TFMy" TL10" ns ns ns 051
(D4037)
TFMy " THE® ns 0-62 ns 058
[0-D03) (0H010)
THF" TLI0° ns n= ns ns
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cell producing single or multiple cytokines. Triple pro-
ducer T-cells often showed the highest MFI of each cyto-
kine when compared with single or double producers
(Figs 4 and 58). For example, the MF of IFNy displayed
by ENV-spedfic IFNy" TNF® IL10T CDE™ T-cells was
9739, while IFMNy” TNF ILI0” CDE™ T-cells presented
726, IFMy" TMET ILIO- CDE T-cells were 1629, and
IENy" TNE™ ILI0T  CD8"  Tecells  presented 2986
(Fig. 4a). Similar results were observed for TMF- and
ILI0-producing T-cells (Fig. 4h,c, respecively), as wel as
for production of IFMy, THF and IL10 by N53-specific
Tcells (Fig. 4a—c). The few multifunctional cells found in
the control non-exposed gmoup and in the ws+/sevem
dengue group, when detected, were also more efficient in
producing cytokines (Fig. 58).

Figure 3. Individuals with mild dengue display higher frequencies of
non-structural protein 3 (N53 jspecihc triple producer CD4" and
CD8" T-ells Peripherad bood monomuder cdlk (PEMCs) from
d.crgu-e virs [DEMV)-indected patienis with mild and severs clinical
forms were stimulbated with peptide libraries of envelope (ENV; a—d)
and W53 [=h) during aritical (top) and comvalescences [hatiom )
phases of infaction. Frequencies of interferon gamma [ [FNy Viumar
negaeis factor (THFVinerdeakin (TL)1 (-producing CO4 " and CD&"
T-cdls were svalusted by flow cptometry in CD3° gaied cells. The
horzont] lines represent geometric mean. The dotted lines represent
geometric man of the non-infacted @ntrol group (N = 11-14). Dif-
ferences hetween mikl dengue and ws+isevere groups were analyed
by Mam—Whitney statistical test and are indicted by asterisks (*)
for P =2 0405, Comparisons hetween nom-infected control and dengue
groups were performed by Eruskal—Wallis test and are indicated by
the hash (#) sign for P < 0-05. N was 20-22 for mild dengue and
14-16 for wst/severe dengue cases during the critical phase, and 13-
0 for mild dengue and 4-5 o ws/severe dengue cases during con-
valescence
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FRgure 4 Multifundional T-cdls prndu:\e muare interferan gamma [[FNy), umor necrosis facior (THF) and interleukin | TLY10 than single pro-
ducer T-cells. Peripheral blood mononuclear cells (FEMOCs) from mikd dengue patients were stimulaied with peptide libraries for envelope [ ENV;
o) and non -structural protan 3 (W53 hottom ) d'l.n'ing the acuie phsen'l:'in:ﬁed:im_ We=an Huorescene intensity | MFT) vn-'F'l'FN"r (a) by single
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(IFR THETLIO, double (TR TNFILIO® md TFNy TNE'ILIO"), triple (IFNy TNFILIO") T-cell producers cells were avahued by flow
grtometry in C03° CO4° and CD3° CDE" gated clls. Differences between groups were analyzal by Kruskal—Wallis test when comparing single,
double and triple produwcers, and are indicated by asterisks [*) for P < 0-05. Analysis inchuded only cptokine-positive T-cell populations, and N
was, respectively, for 04" and CD8" T-cdls, 21 and 20 for single producers, 18 and 20 double producers, and 13 and 10 for triple produers.
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Dengue vims infection resistance is highly asodated with pancsoma ouzi infection, ™ which develop higher levels
a robust and sustained production of FNy.** Although of parasiternia and increased pathology. Similarly, 1110
there are few reports analyring multifunctional T-cells in production by Thl cels was found to display potent
dengue, IFMNy TNF T2 -producng CIM T-cells seem to effector function agains Taxoplasma gonds,” contribut-
be associated with a robust response to live-attenuated ing to parasite control. These cdk were also found to
dengue vacane ™ In this report, we analyzed the contribute to virus control and limit mmunopathology
composition and quality of D47 and CDE™ T-cell in the lungs of mice infected with influenza virus™ and
responses against DENY dwring natural infecion We in the brain of mice infected with coronavirus,™ Despite
found that T-cells pmdudng only IFMy are present in low frequendes of these celk during effecor immune
amilar percentages during both mild and severe discase response, they are considered very important to promote
presentations Strikingly, the mos significant differences effector mechanisms against mfection and to contain
n T-cell populations between mild dengue and ws+jsev- hyperinflammation during disease evolution minimizing
ere  dengue patients were found in the double pathalogy ™

(IFNy" TNE', IFNy" ILI0T and TNFTILIOT) and triple Diengue virus-specific T-cells producing IFMy and TNE
(IFMy" TNF" ILI0") T-cell producers, which were often can be found in human ***'* and experimenta®” den-
increased in individuals developing mild forms of dengue gue infection. Interestingly, IFNy™ TNF® CDE™ T-cells
and rarely upregulated in relation to background in the were also found to be increased in patients with a history

WEHSEVETE ErOUp. of Hemorrhagic Dengue,” suggeding a deleterious role of

Multifunctional TLI0™Th] or ILI0"Tcl cells are able to these cells. On the other hand, this T-cdl popultion was
produce sustained and controlled lewels of IFMy con- found to be induced by different immunogenic live-atten-
tributing to host resistance to several infections®' %" uated dengue vaccines*****" In our cohort, we ohserved
These cells not only contribute to a better effective con- that IFMy" TMF™ CDE™ T-cell populations were increased
trol of pathogens, but ako are able to  limit in individuals developing mild dengue infection in
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response to structural (EMV) or non-structural (M53)
proteins when compared with mome severe forms of dis-
ease. In addition, the frequency (or amowunt) of CDE™ T-
cells positive for IFNy and TNF, ie. IFNy™ TNF and
IFNy" THET ILI0T populations, demonstrated  podtive
correlation with higher platelet levels, suggesting assoda-
tion with resisance to DENV infection Interestingly,
Hatch et al® found that higher frequendes of T-cells pro-
ducing IFMy, TNF or IL2 were associated with asymp-
tomatic dengue infection, but they did not find
multifunction in their observation. Possibly, the type of
antigen stimulation, peptide library in the present work
versus inactivated vims culture, may have had an impact
on the ability to detect multifunctional T-cells.

The role of IL10 in dengue infection has been a matter
of much debate. While some reports asodate IL10 with
favorable evolution of infections in general, induding
dengue,"****! others find IL10 associated with impaired
immune responses in dengue and hemorrhagic manifesta-
tions"***** we believe that the cell source of IL10 may
have important implications in these divergent findings
Maost of the evidences linking IL10 to detrimental dengue
evolution are from reports that evaliate its level in
plasma during very eady phase (mostly febrile period) of
infection and, importantly, do not assess the source. On
the other hand, most of the evidences linking IL10 to a
favarable evolution of infections diseases evaluate T-cell-
derived ILI0. In our work, we focused on T-cell-derived
ILID, especially when associated with effective immune
response against DENY infection.

T-cells produdng simultaneously 1L10 and 1FMy are of
especial interest becanse they have been assodated with
increased resistance to viral or protozoal infections assod-
ated with decreased infection-related pathology,™ ™
However, a recent ohservation of an TFMy™ IL10T CD47
T-cell DEMV-specific subpopulation has found them
more frequently in severe dengue cases®® Interestingly,
we found this DENV-specfic CIM= T-cell population
increased in mild dengue patients, but this population
did not show correlation with platelet levels In contrast,
we ako found that mild forms of denme presented
higher frequendes of not anly IFMy™ ILI0T CD4™ and
CDE" T-cells, but also T-cells THNE™ ILIOT, IFNy" TNE
and IFNy" TMF' ILI0Y, especialy responding to NS3
antigen, many of which showed positive correlation with
platelet level. Our data show some fluctnations regarding
the differences betwern mild and ws+/severe dengue
groups according to the time of infection. While some
double producer T-cell populations were upregulated in
mild forms during the critical phase, others were uprego-
lated in the drculation only during comvalescence. These
data suggest a dynmamic T-cell homenstasis along the
infection Moteworthy, the IFNy, TWF and IL10 triple
producer MS3-gpedfic T-cells wemre observed in our
cohort in low frequendes in both groups during the

@ 2020 bohn Wilsy & Sons Ltd, immunology, 160, 90-102
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critical phase, but in higher frequencies, up to seven
times, in ndividuals with mild dengue when compared
with individuals with ws+fsevere dengue. This cell popu-
lation decreased in the comvalescence phase, specially in
the ws~fsevere dengue group. In convalescence, patients
with mild dengue presented 17-22 times mone triple po-
ducer N53-spedfic CD4M™ or CDE T-cells, suggesting that
mild dengue individuals are able to develop and maintain
memaory of this cell population.

Interleukin 10 production has been widely reported to
control the levels of cytokine production, induding 1FMy,
but few studies have focused on the ability of cytokine
production by ILI0T mukifunctional T-celk. On the ather
hand, it is commonly ohserved that IFNy and 1110 dou-
ble producers display MF in the highest fluorescence
spectrum during intracellulir gaining™ We found that
double producers are more efficient cytokine producers
than simple producers, and triple producers presented the
highest level of intracellular optokine accumulation. That
was true even for the background producers in the con-
trol group. We speculate that the DENV response in the
control group might be asodated with some level of
cross-reactivity between Yellow Fever vaccine, widely used
in Brazil, and DEMNV epitopes, but additional studies are
needed to confirm this hypothesis. Mevertheless, we do
not beieve that such ross-madivity may compromise
our condusions, as multifunctional T-cells are regarded
as hetter cytokine producers in other modek. For oam-
ple, others have demonstrated that IFNy™ TNF' 1127
multifunctional T-cells, although in lower numbers, also
produce higher levels of optokines.**** Recently, the bial-
ogy of IL?" multifuncional T-celk has been thoroughly
investigated, and it was found that their lifetime of muolt-
ple ortokine production was shorter than the lifetime of
singe cytokine producers, but the halance between multi-
ple and single producers was very dynamic with inter-
changing convemsion®’ Similar aralyss has not been
performed by others for ILI0T multifunctional T-cells,
but these data are coherent with our findings that show a
decline in frequencies of muoltifunctional T-cells from
critical to convalescent phases. Interestingly, we did not
find major differences in the intracellular accumulation of
oytokines when comparing a spedific T-cell subpopulation
between mild dengue and ws+/severe patients. This obser-
vation suggests that once differentiated, the biology of
multifunctional T-cellk may be similar even between dif-
ferent patient groups. The difference between the groups,
themefore, seems to be the ability to generate higher fre-
quencies of multifunctional T-cell populations, espedally
IFNy" ILI0T  and  IFMy TNFT CDE T-cdk, and
IFMy" TNFT ILI0T CDE and CD4™ T-cells, which dis-
played positive correlation with platelets. The mechanims
underlying the difference between mild and ws+/zevem
dengue  groups to  produce multifuncional T-cells
demand further investigation
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Our findings that multifuncional T-celk produced
more cytokines and were present preferentially n the
mild dengue group seems to create tension with the cyto-
kine storm, a high level of cytokine in the blood like
THF, sTHFR, 112, MIF, IFMy, and other pro-inflamma-
tory oytokines, often ohserved in individuals with compli-
cated dengue.'™'***** However, the soume of such
massive production of cytokine remains chisive. On the
other hand, the majority of the data regarding the physi-
ology of T-cells in dengue infection miggest a protective
role, 4% by the innate source of this cytokinemia
has been poorly investigated. Some data suggest that mast
cel:™ ™ and macrophages, ™ for example, may con-
tribute to early cytokine production and also to severe
dengue presentation. O the other hand, NE cels were
found to produce cytokines amocated to the optokine
sgorm, like IFMy but, while some reports show that NE
cells might be associated with resstance to DENV infec-
tion, ™ MKT cells might be associated with disease
severity.*' We believe that pathogen-specific lympho-
cytes, by acting in a specific manner (antigen-presenting
cells displaying pathogen antigens or infected non-im-
mune cells), may provide precise and controlled effica-
dous response to infection It has been observed that,
despite some leakage, most of the ortokines produced by
T-celk will be channeled to the immunological synapse
and act primarily and preferentially on the target
cells 535+ Conversely, innate immunity sources of IL10,
IFMy or TMF may cause increased collateral damage as
their production is not driven by antigen-specific and tar-
get cell-oriented mechanisms, We have not investigated
mnate sources of these cytokines, but we do not discharge
a role of cytokines coming from inmate cels, especialy
IL10, in ws+isevere dengue, which will demand further
mvestigation to establish,

An important limitation of this study & the reduced
mimber of patients, espedally in the we/severe dengue
goup in the convalescent phase. However, despite a
weakened  statistical amalyss at this time point, the
main findings are still validated by the consistent ditfer-
ences we found from the IFNW/ILIO and IFMwILIOY
THF double and triple CD4™ and CDE™ T-cell produc-
ers during critical or convalescent phases from the mild
dengue group when compared with the ws+isevere
group and also from controk. In addition, the correla-
tions of these populations and platelets indicate a bene-
ficial role of these cells during active dengue infection.
Another limitation of this study is that most of our
volunteers have a positive history of vacdnation for
Yelow Fever, which could impact the hackground
levels, espedally in the non-infected goup, due to pos-
dhle cros-reactive clones.® Importantly, the celk asso-
ciated with our main findings, DENV-specific 1L10°Thl
(FMy" 107 TNF®  CM* T-cellk) and  especialy
ILIOTTel (IR 0T THFS  CDET T<dls), were
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satistically increased in mild dengue patients when
compared with ws=/severe patients and with non-in-
fected controks.

This paper shows that multifuncional T-cells produc-
ing IFy, THF and TL10 are present during mild forms
af dengue disease. We fond a strong amocation
between high frequendes of DEMV-specific IFMy pro-
duction by T-cels, espedally when combined with TNF
and/or ILI0, and mild dinical forms of dengue. These
data agree with the literature that IFMy is necessary for
resistance against DENV infection.™ Importantly, double
(IFNy" TNF, IFNy" IL10* and TNF® IL10Y) and mark-
edly triple (IFNy" TNF' ILI0T) oytokine producer CDM”
and CDE T-celk seem to be important effector players
of immune response against DENV as they scem able to
produce very high levels of 1IFMy, TNF and IL10. These
results sigpest that type 1 pro-inflammatory response
assocated with a regulatory response provided by TL10,
produced by multifundional T-cells, contributes to an
appropriate evolution of dengue infection, possbly hal-
ancing effector mechanisms against the virus and pre-
venting pathology.
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Supporting Information

Additional Supporting Information may be found i the
online version of this article:

Figure 51. Cytokine pand gate strategy.

Figure 5% Dot plots representative for optokines pro-
duction by CD4' and CD8' T-cells in the presence of
EMV or M53 peptide library stimulation.

Figure 53. Dengue patients show poor cytokine pro-
duction by single producers CD4' T lymphocytes in the
presence of DENV-spedfic peptides.

Fignre 54. Mild dengue patients showed IFNy and
IL10 production by DENV-pedfic CD8' T lymphooytes
in convalescence phase.

Figure 55. Dot plots representative for double produc-
tion of cytokines by CD4" and CD8' T-cells in the pres-
ence of ENV or M53 stimuli.

Figure 56. Production of cytokines by polyfunctional
DENV -specific CD4" T lymphocytes from mild dengue
patients at defervescence phase.

Figure 57. Production of cytokines by polyfunctional
DENV specific CDE" T lymphocytes from mild dengue
patients at defervescence phase.

Figure 58 The multifunctional T-cells produce maore
oytokines than double and simple producer T-cells.

Table 51. (ligo primers and probes

Table 51 Sequence of peptides in each Library.
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