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Introducéo

m 2.5 bilhGes de pessoas sob risco de infecgao
(100 paises);

= Mais de 50 milh8es de infec¢Bes anuais;

= 500 000 casos de FHD e 22 000 mortes.
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Introducéao
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Introducéao

m Dengue virus:
O Flaviviridae;
0 Den 1-4;
[ RNA de fita simples de sentido positivo;

O Transmissao por mosquitos:
= Aedes aegypti and A. albopictus.

Mackenzie et al, Nat. Med. 2004

|
Aedes aegypti

Aedeéﬁmpic'hs

fh-ﬂ“ o

W&l AA|NSIB

Alvarez et al, Novartis. Found. Symp. 2006

Introducéao

Sylvatic/enzootic Epidemic
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Whitehead et al, Nat. Rev.
Microbiol. 2007

Introducéo

= Tropismo celular:
O Linhagem fagocitica mononuclear (mondcitos,
macroéfagos, e células dendriticas);

O Linfécitos B, linfdcitos T, células NK, células
endoteliais, hepatocitos, células nervosas.




E 'a Introduc&o

m Amplo espectro de manifestagdes:
O Manifestac¢des sub-clinicas;
0 Doenca febril leve;
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Introducéo

m Fatores de risco para FHD:
O Linhagem e sorotipo virais, tamanho do

indculo;
0 Febre do Dengue (classica) (FD); O Perfis ggnético e imune e idade do
[ Febre hemorragica do dengue (FHD); hospedeiro;

0 Doengas concomitantes;
O Infeccéo anterior com sorotipo diferente.

g a Introduc&o

= Patogénese:

1 Ativacdo de células endoteliais: aumento da
permeabilidade vascular, hemoconcentragao,

HE

P > 0 Modelos animais inapropriados:

nipotensao e cnogue, = idade (poucos dias de vida);

= focados na letalidade e ndo em manifestacées clinicas;
= Afetam predominantemente infec¢éo do SNC;

= Poucas alteragdes sistémicas, como na doenga humana.

Introducéo

= Pouco conhecimento sobre a patogénese:
O Dados clinicos;
O Estudos in vitro;

[ Ativacao leucocitéria: leucocitose ou leucopenia;
1 Agregacéo plaquetaria: plaguetopenia e hemorragia.
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Charlier et al, Novartis Found Symp. 2006

g a Introduc&o

m FHD (lesdo endotelial):
J Anticorpos de reatividade cruzada;

Hipétese de trabalho

Desenvolvimento de um modelo experimental de
dengue nés permitird o entendimento de
mecanismos e mediadores envolvidos na

O Citocinas: patogénese da doenga
= TNF-o; o o
u IL-6; - Estratégias vacinais
= IL-8; - Outras possiveis estratégias enfocando na
= IL-10; resposta do hospedeiro
= IFN-y.

0 PAF T

Resposta inflamatdria
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Dengue sorotipo 2: N° Acesso AY927231

8 passagens em Infecgdo de camundongos

pela injegdo i.p. de 10 .
BALBYC de 2a 40 PFU/100uL " Sobrevida
dias de idade
3, 50u 7 dias
Sacrificio
Sinais clinicos Pardmetros Avaliacdo de
e laboratoriais inflamatdrios carga viral no
da infecgdo Bago (PFU)

Sinais caracteristicos da doenca
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Plaquetas

Platelets x 10/ of blood

Control Control

Days after Days after
Den-2 infection Den-2 infection

Normal Infectado
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Letalidade induzida por infecgdo com DEN-2

days after infection days after infection

Modelo:

Dose e linhagem dependente

Perfil de produgdo de citocinas ho soro

)
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/s after
Den-2 infection
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Titulagdo viral
Blood spleen

ND__ND

0
Control

Not detectable in Brain. NC= not countable. ND= not detectable.



Modelo experimental de Dengue
> Letalidade dependente de dose e linhagem.

> doenga mais sistémica que localizada com
> leucocitose
> Plaquetopenia
» Hemoconcentragdo
> aumento de citocinas na circulagdo
» aumento de permeabilidade vascular
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PAF e Dengue (formas graves)
Aumento de permeabilidade vascular

Recrutamento e ativagdo de leucécitos -> leucocitose e/ou

__ leucopenia 0000000000

Ativagdo e agregagdo plaquetdria -> frombocitopenia e
sangramento

Hipotensdo
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Quimiocinas CXCR2 x neutréfilo

o 0
Control 3 5 7 Control 3 5

Days after Days after
Den-2 infection Den-2 infection

Den-2 infection

PAF (Platelet-activation factor)

A administragdo de PAF induz:

Aumento de permeabilidade vascular

Recrutamento e ativagdo de leucécitos -> leucocitose
e/ou

leucopenia

Ativagdo e agregagdo plaquetdria -> frombocitopenia e
sangramento

Hipotensdo

Platelet-Activating Factor

Platelet-activating factor (PAF) or 1-alkyl-2-acetyl-sn-glycero-3-phosphocholine is
an ether analogue of

- PAF é sintetizado por vérios tipos celulares
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PAF ¢€ liberado por leucécitos e celulas endoteliais .
P Para avaliar o papel do PAF:

ACTIVATED RECEPTOR Seu receptor é expresso em _ g -
leucécitos, plaquetas e celulas PAFR-deficient mice;

l—"v": endotelias.

- PAFR antagonists (mostly developed for asthma/allergy)
(including UK-74,505);

Receptor nuclear

Balb/c R . ..
Sinais clinicos

PAFR-/- sdio menos

susceptiveis a
; P T Platelets Hematocrit
infecgdo por DEN- ) » w10

2 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Days (after infection)

Lethalidade

Platelets x 10%/yl of blood

=== PAFR"1000 LDS0
—o— PAFR" 10 LD50

Days (after infection)

Citocinas no soro




Titulagdo viral

Parry MJ, Alabaster VA, Cheeseman HE, Cooper K, deSouza RN, Keir RF.
Pharmacological profile of UK-74,505, a novel and selective PAF antagonist with
potent and prolonged oral activity. J Lipid Mediat Cell Signal. 1994 Sep;10(3):251-68.

UK?74,505 is a potent, selective, long-acting irreversible PAF antagonist

Jezequel SG, Uden S, Wastall P. Modipafant, a new PAF antagonist: pharmacokinetics and
disposition in rat, dog and(man.) Xenobiotica. 1996 Sep;26(9):963-75.

The elimination of modipafant is characterized by short half-life (mean values for t1/2 range
from 1 to 3 h). However, the nature of the receptor kinetics of modipafant (slow offset) means
that the drug shows a long duration of action in spite of short pharmacokinetics at
pharmacologically relevant doses.

Kuitert LM, et al. Effect of a novel potent platelet-activating factor antagonist, modipafant, in
clinical asthma. Am J Respir Crit Care Med. 1995 May;151(5):1331-5.

59 patients with asthma took modipafant (one 50 mg capsule twice daily), no effect in chronic
asthma.

Alguns do sintomas clinicos mais comumente observados
incluem:

Febre e dor (corpo, cabega - "break-bone disease")

Ha febre apés infecgdo?

Ndo detectamos em nosso modelo.

Ha dor apés infecgd

Animais deficientes no receptor de PAF:
» atraso da letalidade
» menor gravidade da doenga
> menor resposta inflamatéria sistemica

» menor carga viral sistemica

Antagonista de PAF???
UK-74,505

UK-74,505 (30 mg/kg) previne letalidade

end of treatment

% survival

—=— vehicle

8 9 10 11
Days (after infection)

Qual o efeito do t mento?
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Den-02 induz nocicepgdo apés 3 dias de infecgdo. i
Prevention of lethality occurs even if start of

treatment is delayed.

end of treatment

N
=3

Hipernociception (g)
5

% survival

days after infection
8

Days (after infection)

UK-74,505 - 5-7 days, 30 mg/kg, BID Antagonista de PAF previne aparecimento de

Choice of treatment to evaluate effects of UK- sinais clinicos induzidos por DEN-2
74,505 on clinical disease. treatment started on day 5 - parameters evaluated at day 7.
end of treatment

1000

—— UK 3-10
e
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UK 0-10

Hematocrit (%)
Platelets x 10%/l of blood

=-<=UK7-10
Veic UK Veic UK Veic UK Veic UK
—=— vehicle
1PFU 100 PFU 1PEU 100 PEU
8 9 10 11

Days (after infection)

Antagonista de PAF previne aumento da
concentragdo de citocinas Sem, entretanto, inibir concentragdo de IFN-g

treatment started on day 5 - parameters evaluated at day 7. treatment started on day 5 - parameters evaluated at day 7.
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Titulo viral

—a- Vehicle
DEN-2
10 LDso
" parR” hipernocicepgdo

=&~ Not Infected

INTENSITY OF
HYPERNOCICEPTION
Awithdraw threshold, (g)

Spleen -day 7 liver - day 7

Days after inoculation

Beginning of treatment

|

—=— Vehicle

Figado (PFU/g)

DEN-2
(10 LDsp)

—— UK-74,505

I/% —o— Not Infected
6 7

Bab  UK(5-7) Bab UK (57) Bab  UK(s7) Bab  UK(57)

0,1LDgy 10,0 LD 0,1LDg, 10,0 LI

INTENSITY OF
HYPERNOCICEPTION
A withdraw threshold, (g)

o 1 2 3 4
Days after inoculation

Antagonista de PAFR pode ser proposto como uma hova
terapia para o tratamento de dengue. —o
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UK 74 505 jd foi testado em humanos e possui > apa>a D (‘(,

farmacocinética e farmacodinamica bem estabelecido

Estudo clinico??

IFNy/-x WT

1004—— —-—-—I —— WT1LD50

—— WT10LD50

ND
Control 5

ys after
Den-2 infection

IFN-y IFN-/- 1LD50
. . L. —+— IFN-/- 10LD50
Possui importante papel na resposta inflamatdria

. . 7 8 9 10 11 12
e imune, especialmente resposta Thl

hours after infection
Papel importante no controle de infecgdes virais
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Apés infecgdo com DEN-2 hd uma produgdo inicial de IL-

Em nosso modelo quais citocinas modulam a produgdo de IFN-
18 e IL-12

e T o 6 2 66 2 O I 6 2 & 3
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iNOS-/- 1LD50
—=—iNOS-/- 10LD50

0
5 6 7 8 9 10

hours after infection

IL-12/18-induced IFN-y acting via NO -> Role in protection
Production of PAF and activaton of PAFR -> severe disease

IL-12 e/ou IL-18
avadvadadDadDadDada>

C NO
Controle viral
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“Pull out, Bety! Pull outi ., .
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