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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

ESTUDO DOS MEDIADORES INFLAMATÓRIOS E DE COAGULAÇÃO NA EPIDEMIA 2013  
PELO DENV-4 

RESUMO 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL 

Victor Edgar Fiestas Solórzano 

A dengue se tornou a arbovirose mais difundida no mundo, atingindo mais de 100 
países. O sorotipo DENV-4 foi reintroduzido no Brasil em 2010, se espalhou para as 
diferentes regiões brasileiras sendo responsável por uma das maiores epidemias de 
dengue relatadas no país em 2013. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil 
clínico-laboratorial, citocinas/quimiocinas inflamatórias e mediadores da coagulação 
em pacientes infectados pelo DENV durante esta epidemia. Para isto, foram 
avaliados 265 casos confirmados de dengue atendidos nos centros de saúde dos 
estados do RJ e MS no ano de 2013. Os pacientes foram classificados de acordo 
com a nova classificação da OMS, 2009 nos grupos: 158 (70,2%) dengue sem sinais 
de alarme (DSSA), 65 (28,9%) dengue com sinais de alarme (DCSA) e 2 (0,9%) 
dengue grave. Os sinais de alarme mais frequentes foram dor abdominal persistente 
(61,5%) e sangramento de mucosas (32,3%). O DENV-4 foi o sorotipo de maior 
incidência e 85,2% dos pacientes apresentaram infecção secundária. Pacientes 
DCSA/DG apresentaram baixa contagem de leucócitos totais, de plaquetas e altos 
níveis séricos de AST/TGO e ALT/TGP quando comparados aos pacientes DSSA e 
aqueles ODF (outras doenças febris). A quantificação dos mediadores inflamatórios 

por ensaios imunoenzimáticos indicou: (i) níveis aumentados de citocinas (TNF-α, IL-
6 e IL-10) e quimiocinas (IL-8/CXCL8, IP-10/CXCL10 e MCP-1/CCL2) nos pacientes 

DSSA e DCSA/DG quando comparados com o grupo controle; (ii) níveis 
aumentados de IL-10 e IL-6 nos pacientes DCSA/DG  enquanto que  IL-8/CXCL8 foi 
maior nos pacientes DSSA; Em relação aos parâmetros de coagulação: (iii) Os 
pacientes DSSA e DCSA/DG apresentaram menores níveis do fator tecidual (TF) e 
maiores níveis do inibidor fisiológico da via do TF (TFPI) quando comparados com o 
grupo controle; (iv) Baixos níveis de fibrinogênio foram encontrados nos  pacientes 
DCSA/DG e níveis elevados de trombomodulina foram encontrados nos pacientes 
entre 4-7 dias de doença. As análises de correlação demonstraram correlação 
inversa entre os níveis circulantes de IP-10/CXCL10 e IL-10 com a contagem de 
plaquetas e leucócitos totais e correlação positiva com níveis séricos de AST/TGO. 
Além disso, IL-10 foi associada diretamente com relação albumina/globulina. As 
análises de correlação demonstraram que os níveis de TF estavam diretamente 
correlacionados com os níveis do TFPI, que por sua vez foi associado inversamente 
com a contagem de plaquetas. Estes resultados sugerem mecanismos de regulação 
da cascata da coagulação durante a infecção pelo DENV. Apesar dos altos níveis 
circulantes de IL-10 encontrados nos pacientes DCSA/DG, a análise da curva sob a 
área ROC não encontrou bom valor preditivo na discriminação entre DSSA e 
DCSA/DG e, portanto a IL-10 não se mostrou adequada para o uso como um 
biomarcador nesta população.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

EVALUATION OF INFLAMMATORY AND COAGULATION MEDIATORS IN 2013  
DENGUE VIRUS TYPE 4 OUTBREAK 

ABSTRACT 

MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL 

Victor Edgar Fiestas Solórzano 

Dengue has become the most widespread arbovirus in the world, reaching more than 
100 countries. The DENV-4 serotype was reintroduced in Brazil in 2010, and spread 
to the different Brazilian regions being responsible for one of the largest epidemics of 
dengue reported in the country in 2013. The objective of this study was to evaluate 
the clinical and laboratory profile, and inflammatory cytokines/chemokines and 
coagulation mediators in patients infected with DENV during this epidemic. For this, 
were evaluated 265 confirmed cases of dengue attended at health centers in the 
states of RJ and MS in the year 2013. Patients were classified according to the new 
WHO classification, 2009 in groups: 158 (70.2%) dengue without warning signs 
(DwoWS), 65 (28.9%) dengue with warning signs (DwWS) and 2 (0.9%) severe 
dengue (SD). The most frequent warning signals were persistent abdominal pain 
(61.5%) and mucosal bleeding (32.3%). The DENV-4 was the most prevalent 
serotype and 85,2% of dengue patients showed secondary infection. DwWS/SD 
patients showed lower white blood cell and platelet counts, and higher AST and ALT 
serum levels compared to DwoWS and other febrile illnesses patients. Quantification 
of inflammatory mediators by immunoassays indicated: (i) increased levels of 

cytokines (TNF-α, IL-6 and IL-10) and chemokines (IL-8/CXCL8, IP-10/CXCL10 and 

MCP-1/CCL2) in DwoWS and DwWS patients compared with healthy individuals; (ii) 
increased levels of IL-10 and IL-6 in DwWS/SD patients while IL-8/CXCL8 was 
increased in DSSA patients; In respect to coagulation parameters: (iii) DwoWS and 
DwWS/SD patients showed lower levels of sTF and higher of TFPI compared with 
the control group; (iv) Lower levels of fibrinogen were found in DwWS/SD patients 
and higher levels of thrombomodulin in patients between 4-7 days of illness; 
Correlation analysis showed an inverse correlation between circulating levels of IP-
10/CXCL10 and IL-10 with the total amount of platelets and leukocytes and positive 
correlation with serum levels of AST. Furthermore, IL-10 was directly associated with 
albumin/globulin ratio. Correlation analysis showed that TF levels were directly 
correlated with TFPI levels, which in turn was inversely related with platelets counts. 
These results suggest mechanisms involving regulation of the coagulation cascade 
during DENV infection. Despite higher circulating levels of IL-10 found in DwWS/SD 
patients, analysis of the area under the ROC curve, did not showed a good predictive 
value in discriminating those who were likely to develop DwWS/SD and therefore IL-
10 was not suitable for use as a biomarker in this population. 
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1 

1 INTRODUÇÃO 

A dengue é uma doença aguda causada pelo vírus Dengue (DENV) 

pertencente à família Flaviviridae e gênero Flavivírus com quatro sorotipos 

antigénicamente distintos chamados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (1). 

Notícias recentes relataram a suspeita da existência de um quinto sorotipo viral, 

entretanto, registros científicos ainda não estão disponibilizados a respeito deste 

novo achado (2). É a arbovirose (“arthropod-borne vírus”, doença transmitida por 

artrópodes) mais difundida no mundo, atingindo mais de 100 países das áreas 

tropicais e subtropicais (Figura 1.1).  

A incidência da dengue aumentou dramaticamente nas últimas décadas (3) e, 

atualmente, quase 3 bilhões de pessoas (mais de 40% da população mundial) estão 

em risco de adquirir a doença, ocorrendo anualmente entre 50-100 milhões de 

infecções no mundo. De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), a 

cada ano 500.000 pessoas com dengue grave necessitam de hospitalização, e cerca 

de 2,5% dos casos evoluem para o óbito (4). O custo anual da dengue nas Américas 

está estimado em aproximadamente dois bilhões de dólares e cerca de 60% 

correspondem aos custos indiretos, principalmente perda de produtividade (5). 

Países ou áreas onde foram 
reportados casos de dengue

Países ou áreas em risco, 2013

 

Figura 1.1 Distribuição de países e/ou áreas de risco de transmissão da dengue 
no mundo, 2013 [OMS, 2014 (6)] 
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1.1 Histórico e Epidemiologia 

Os primeiros relatos sugerindo a doença foram documentados na 

enciclopédia chinesa publicada durante a dinastia Chin (265 a 420 D.C.), e foi 

chamada pelos chineses de “veneno da água”, porque entenderam que a doença 

tinha alguma relação com insetos voadores e água (revisto por Gubler, 1998) (7). 

A origem da palavra dengue não é clara, sendo atribuída aos diferentes 

nomes recebidos nas regiões geográficas afetadas pela doença. Provavelmente, o 

termo dengue originou-se da frase suaíli "ki-dinga pepo", que significava "súbito 

tremor ou cãibras causado por um espírito maligno", fazendo referência ao estado 

de moleza e prostração dos pacientes durante uma epidemia de doença febril 

(provável Chikungunya) que afetou a África Oriental nos anos 1823 e 1827. Outros 

termos também foram usados para descrever alguma doença febril semelhante, tais 

como: “Coup de Barre” nas Índias Francesas do Oeste (1635), “Fiebre quebranta 

huesos” em Porto Rico (1771), “Mal de Genoux” no Egito (1780), “Knokkelkoorts” em 

Jacarta (1779), “La Piadosa” na Espanha (1784-86), “Dandy fever” em São Tomás - 

Índias Ocidentais (1827), “Febre Polca” no Brasil (1845-49) (8). Além disso, existe 

evidência que a palavra espanhola “dengue” que significava “melindre” já era 

utilizada na Espanha desde 1801 para descrever uma doença semelhante. 

Posteriormente, com o comércio de escravos africanos, a doença se espalhou para 

o Caribe junto com seu nome suaíli. Assim, em Cuba a frase suaíli foi popularmente 

identificada com a palavra espanhola. Finalmente, após o surto de 1828 em Cuba, o 

termo dengue entrou em uso geral na literatura médica, continuando até hoje (9, 10).  

Provavelmente, a infecção teve sua origem na Ásia, onde foi demonstrada a 

circulação dos quatro sorotipos do DENV nos ciclos silvestres de forma endêmica, 

com baixa patogenicidade. O Aedes albopictus era o principal vetor que transmitia o 

vírus para primatas não humanos e, ocasionalmente, para humanos (11). No 

entanto, o Aedes aegypti de origem africana se adaptou ao homem, utilizando seus 

reservatórios de água junto às moradias para postura e, consequentemente, passou 

a utilizá-lo como principal fonte de repasto sanguíneo. Assim, o Aedes aegypti 

acompanhou as grandes migrações para Ásia e o comércio de escravos favoreceu a 

chegada deste vetor às Américas (12).  

Definitivamente, a presença de um vetor em grande quantidade e próximo ao 

homem permitiu a rápida circulação dos DENV na Ásia, e a partir do século XVIII 

começaram a surgir surtos epidêmicos esporádicos. Durante a Segunda Guerra 
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Mundial (1939-1945), o deslocamento de refugiados, destruição de cidades e 

mudança de ecossistemas com a criação de criadouros artificiais, como pneus e 

materiais de guerra abandonados, e a urbanização desordenada no pós-guerra 

criaram condições favoráveis para a infestação do vetor. Nesse período, muitos 

países na Ásia tornaram-se hiperendêmicos para dengue com a circulação dos 

quatro sorotipos e uma nova forma clínica da dengue foi descrita, a Febre 

Hemorrágica por Dengue / Síndrome de Choque por Dengue (FHD/SCD) que atingiu 

principalmente as crianças com taxas elevadas de letalidade. A primeira epidemia de 

FHD na Ásia ocorreu em Manila, Filipinas (1953-1954). Posteriormente, outros 

países também reportaram epidemias de FHD, como Tailândia (1958), Cingapura, 

Malásia e Vietnã (1960s), Indonésia e Myanmar (3, 13). 

Apenas nove países tinham experimentado epidemias de FHD até 1970. 

Posteriormente, a incidência da doença aumentou dramaticamente, tornando-se 

endêmica em mais de 100 países (4). 

Em 2010, mais de 2,3 milhões de casos foram registrados nas Américas, 

Sudeste Asiático e Pacífico Ocidental. Além disso, existe evidência de disseminação 

da dengue para novas áreas. Em 2010, foi relatada pela primeira vez transmissão 

local na França e na Croácia. Em 2012, um surto de dengue nas ilhas Madeira, em 

Portugal, resultou em mais de 2000 casos e foram detectados casos importados em 

outros 10 países europeus. Em 2013, foram reportados casos no estado da Flórida 

(Estados Unidos da América - EUA) e na província de Yunnan (China) (4). 

1.1.1 Dengue nas Américas 

Nas Américas, epidemias de dengue ou doenças muito semelhantes foram 

descritas desde o século XVII, principalmente nas regiões costeiras, onde a 

introdução do vetor estava associada ao transporte marítimo. Assim, o primeiro surto 

foi descrito na Filadélfia, EUA, por Benjamin Rush em 1780. Nos séculos XIX e XX, 

sucessivos surtos e epidemias foram relatados, especialmente no Caribe e nos EUA 

(10). 

Em 1901, William Gorgas iniciou uma campanha de eliminação do Aedes 

aegypti em Cuba para o controle da febre amarela, esta iniciativa foi seguida por um 

programa semelhante da Fundação Rockefeller no Brasil (1923-1940) conseguindo 

eliminar o vetor em vastas áreas do país. Resultados semelhantes foram também 

obtidos em outros países como Bolívia, Colômbia, Equador, Paraguai e Peru (14, 

15). Em 1947 foi aprovado o Programa Continental de Erradicação do Aedes aegypti 
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para controle da febre amarela urbana pela Organização Pan-Americana da Saúde 

(OPAS), que teve sucesso demonstrado em 1962, quando 18 países do continente e 

uma série de ilhas do Caribe tinham alcançado a erradicação do vetor. Contudo, a 

deterioração do programa no final da década de 60 levou à reintrodução do vetor a 

partir das áreas onde não havia sido eliminado, resultando em surtos subsequentes 

causados pelos diferentes sorotipos do DENV nos países do continente americano 

(10). 

No início da década de 1980, o número de casos notificados aumentou 

consideravelmente, e esta tendência manteve-se durante as décadas seguintes 

(Figura 1.2). Em 1977, o DENV-1 foi relatado pela primeira vez nas Américas, 

causando uma epidemia na Jamaica que se espalhou para o resto do Caribe, 

México, América Central e norte da América do Sul (16). Em 1981, ocorreu em Cuba 

a primeira epidemia de FHD nas Américas causada pela entrada do DENV-2, quatro 

anos depois da epidemia pelo DENV-1. Foram reportados 344.203 casos, incluindo 

10.312 casos de FHD e 158 mortes (101 crianças) e foi considerada uma das piores 

epidemias nesse período em Cuba (17). Além disso, em 1981 o DENV-4 foi 

introduzido no Caribe (18) e, posteriormente, se espalhou na região das Américas e 

esteve associado com doença branda e casos esporádicos de FHD (19-23). 

Apesar do número crescente de casos na região durante a década de 1980, a 

incidência de FHD permaneceu baixa até 1989, quando uma segunda grande 

epidemia de FHD, associada principalmente ao DENV-2, foi relatada na Venezuela 

(1989-1990) com mais de 6.000 casos e 73 mortes (16). Por último, o DENV-3 foi 

reintroduzido nas Américas em 1994, causando uma epidemia na Nicarágua com 

20.469 casos, incluindo 1.247 casos de FHD (24). 

No período de 2000 a 2013 foi relatado um aumento sem precedentes no 

número de casos de dengue nas Américas com a circulação dos quatro sorotipos. 

Em 2013, ocorreu a maior epidemia da história do continente, com mais de 2,3 

milhões de casos, 37.705 casos graves e 1.289 mortes. Porém, apesar do aumento 

da incidência de dengue, a taxa de mortalidade caiu de 0,07% para 0,05% nos 

últimos três anos (25). Em 2014, até a semana epidemiológica (SE) número 14, a 

região das Américas relatou um total de 275.787 casos, 2.494 casos graves e 63 

mortes no continente. Em seis países (Brasil, Guatemala, México, Nicarágua, Peru e 

Venezuela) foi confirmada a circulação simultânea dos quatro sorotipos (26). 
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Figura 1.2 Evolução do numero de casos de dengue nas Américas, 1980-2010 
[Adaptado de Brathwaite, 2012 (10)] 

1.1.2 Dengue no Brasil 

A primeira referência sobre provável surto de dengue no Brasil data de 1846, 

no Rio de Janeiro, e foi conhecida como “febre polca”. Posteriormente, outros surtos 

foram relatados em Curitiba (1896), São Paulo (1916), Rio Grande do Sul (1917), 

Niterói, no Rio de Janeiro (1923) (27). A primeira epidemia confirmada 

laboratorialmente ocorreu em Boa Vista, Roraima (1981-1982), com o isolamento do 

DENV-1 e DENV-4 na região (28). 

A reinfestação do vetor em 1976 resultou em uma rápida dispersão do DENV 

pelo país e, consequentemente, na ocorrência de epidemias. Em 1986, identificou-

se a introdução do DENV-1 no estado do RJ, o qual espalhou-se para outros 

estados brasileiros (29). Em 1990, a situação foi agravada pela introdução do DENV-

2 no RJ, com o aparecimento dos primeiros casos de FHD associados à infecção 

secundária. Com a dispersão do vetor e a disseminação do DENV-1 e DENV-2, 

várias epidemias foram registradas durante a década de 1990, inicialmente nos 

grandes centros urbanos das regiões Sudeste e Nordeste e alcançando depois as 

regiões Centro-Oeste e Norte. Em 1998 foi observada a maior incidência daquela 

década, com mais de 500.000 casos notificados (figura 1.2) (10, 30, 31). No final do 

ano 2000, ocorreu a introdução do DENV-3, mais uma vez pelo estado do RJ, e este 

novo sorotipo disseminou-se rapidamente ocasionando grandes epidemias 

simultâneas nas regiões Sudeste, Nordeste e Centro-Oeste. Em 2002 foram 

notificados 780.644 casos, correspondendo a maior taxa de incidência ao estado do 

RJ (32, 33). 
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Nos anos 2007-2008, a emergência do DENV-2 (genótipo Asiático/ 

Americano) esteve relacionada com casos de FHD (34, 35). Em 2007, foram 

registrados um total de 496.923 casos, incluindo 1896 casos graves e 148 óbitos. No 

ano seguinte, 632.680 casos foram registrados, incluindo 4.455 casos graves e 259 

óbitos (36). 

Em 2010, havendo circulação do DENV-2 e reemergência do DENV-1 (35, 

37), foram registrados um total de 1.011.548 casos, 3.700 casos graves e 300 óbitos 

(36). Neste mesmo ano ainda foi marcado pela reemergência do DENV-4 no estado 

de Roraima (38). Estudos filogenéticos evidenciaram no Brasil, a co-circulação dos 

genótipos I e II do DENV-4 (39). 

Em 2013, houve um predomínio da circulação do DENV-4 e ocorreu a maior 

epidemia registrada no Brasil com aproximadamente 2 milhões de casos notificados 

(40). A região Sudeste teve o maior número de casos (926.595 casos; 63,0%), 

seguida pela região Centro-Oeste (270.797 casos; 18,4%), região Nordeste (152.466 

casos; 10,4%), região Sul (69.456 casos; 4,7%) e região Norte (51.173 casos; 3,5%). 

Foram também registrados 213 óbitos (36). Neste ano (2014), o Brasil começou a 

adotar a nova classificação de casos de dengue da OMS. Até a SE 27 foram 

registrados 659.051 casos de dengue no país, incluindo 5.413 casos com sinais de 

alarme, 387 casos de dengue grave e 249 óbitos (41). 

1.2 O Vírus Dengue: Características estruturais e ciclo replicativo 

1.2.1 O Vírus Dengue  

O DENV pertence à família Flaviviridae, gênero Flavivirus. Este gênero 

abrange mais de 70 vírus, dentre estes 56 incluem o grupo arbovírus (“arthropod-

borne virus”), cuja transmissão é feita por carrapatos ou mosquitos. Em geral, os 

flavivírus são mantidos na natureza em reservatórios animais (zoonoses). No 

entanto, o DENV têm se adaptado completamente aos seres humanos e são 

mantidos em grandes áreas urbanas nas regiões tropicais e subtropicais, em ciclos 

de transmissão homem-mosquito-homem, mas os reservatórios animais ainda são 

mantidos na selva da África e sudeste da Ásia em ciclos de transmissão mosquito-

macaco-mosquito (42). 
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1.2.2 Estrutura do vírus 

O DENV tem forma esférica com um diâmetro entre 50-60 nanômetros (nm), o 

seu genoma é composto de uma fita de ARN (ácido ribonucleico) simples com 

polaridade positiva (ssRNA+). O ARN está protegido por um nucleocapsídeo de 

simetria icosaédrica, composto por uma única poliproteína, a proteína C (capsídeo), 

circundado por uma bicamada lipídica associada à proteína E (envelope) e a 

proteína M (membrana) que também pode ser encontrada em sua forma não 

processada prM (pré-membrana). O genoma tem um comprimento aproximado de 

11 Kb (11.000 nucleotídeos) com uma única sequência de leitura aberta (“open 

reading frame – ORF”) codificando uma poliproteína que é posteriormente clivada 

em três proteínas estruturais (C, prM, M e E) e sete não-estruturais (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (Figura 1.3) (43). 

Bicamada lipídica

Proteína PrM-E

Nucleocapside icosaédrico

ssRNA +

DENV imaturo

DENV maturo

Bicamada lipídica

Nucleocapside icosaédrico

ssRNA +

Proteína Envelope

Estrutural Não estrutural

 

Figura 1.3 Características estruturais e genômicas do DENV 

O ARN genômico codifica 10 proteínas virais: três proteínas estruturais (C, prM e E) 

e sete proteínas não estruturais (NS1, NS2a, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Os 

vírions imaturos apresentam a proteína prM-E em formas de espículas. Os vírions 

maduros apresentam os dímeros de proteína M-E na forma lisa. C: capsídeo; E: 

envelope; prM: pré-membrana; ssRNA+: ARN fita simples com polaridade positiva 

[Adaptado de Herrero, 2013 (44)]. 
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As proteínas estruturais E e prM são os principais alvos da resposta de 

anticorpos na infecção pelo DENV (45).  

A proteína E é responsável pela adsorção e penetração do vírus na célula 

alvo, esta proteína está composta por três domínios, Dl, DII e DIII. O domínio DI 

contém a região central, o domínio DII é o local de dimerização da proteína E que 

está envolvido na fusão da membrana mediada pelo vírus e, por fim, o domínio DIII 

contém uma região de interação com receptores presentes na superfície das células 

hospedeiras e apresenta epitopos que se ligam aos anticorpos neutralizantes. 

Enquanto os anticorpos dirigidos contra os domínios DI e DII da proteína E 

apresentam reação-cruzada entre os diferentes sorotipos do DENV e outros 

flavivírus, os anticorpos dirigidos contra o domínio DIII são em geral do tipo 

neutralizante e sorotipo específico (46).  

As proteínas não-estruturais estão envolvidas na tradução, transcrição e 

replicação viral (47). Dentre as proteínas não-estruturais (NS), a proteína NS1 (46 

kDa) pode ser encontrada em três formas: intracelular, membranar e na forma 

solúvel. Uma vez que circula em níveis elevados no sangue, a NS1 é um importante 

alvo no diagnóstico da dengue. Lin e colaboradores demonstraram que os 

anticorpos contra proteína NS1 apresentam reação-cruzada contra as células 

endoteliais induzindo ativação de células inflamatórias e, consequentemente, lesão 

das células endoteliais (48). Além disso, altos níveis circulantes de NS1 foram 

associados com doença grave (49).  

As proteínas NS2A, NS4A e NS4B foram identificadas como potenciais 

antagonistas da via de sinalização dos interferons (50). A proteína NS3 é encontrada 

no citoplasma, agindo como helicase de ARN, e sua porção N-terminal atua como 

protease para algumas proteínas virais durante a tradução, tendo como cofator a 

NS2B (47). Finalmente a proteína NS5 (103 kDa) é uma proteína multifuncional 

exibindo atividade de polimerase dependente de RNA (51). Estudo demonstrou que 

a proteína NS5 foi capaz de induzir a expressão e secreção da interleucina-8            

(IL-8/CXCL8) (52). Da mesma forma que as proteínas NS2A, NS4A e NS4B, a 

proteína NS5 foi identificada como um potente antagonista dos IFN tipo I (53).  

1.2.3 Replicação viral e Células Alvo 

O principal vetor do DENV é o Aedes aegypti, uma espécie antropofílica e 

endofílica. A transmissão do DENV se faz pela picada dos mosquitos Aedes aegypti, 

no ciclo homem-vetor-homem. Após a infeção da fêmea do vetor durante o repasto 
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sanguíneo, o vírus se multiplica no intestino do inseto e, em seguida, migra para as 

glândulas salivares. Quando um mosquito infectado se alimenta numa pessoa 

saudável, o vírus é inoculado pela via subcutânea (54). Assim, durante a infecção 

natural, o DENV é inoculado pelo vetor no espaço subcutâneo ou no espaço 

intradérmico. A replicação viral ocorre no local, nas células retículo-endoteliais ou 

nas células de Langerhans, que se encarregam de levar o vírus até os linfonodos 

regionais, favorecendo sua disseminação, preferencialmente, nas células 

mononucleares do sangue periférico (55). O DENV já foi encontrado em hepatócitos, 

pneumócitos tipo II, fibras cardíacas, células dendríticas, células endoteliais 

teciduais e plaquetas (56-59). 

O ciclo de replicação inicia-se com a adsorção do vírus nas principais células 

alvo (monócitos, macrófagos e células dendríticas), através de receptores celulares 

expressos na membrana plasmática. Várias moléculas vêm sendo propostas como 

receptores do vírus. Dentre estas, glicosaminoglinas, sulfato de heparan e o receptor 

de manose (60). Alguns estudos sugerem fortemente o DC-SIGN (“Dendritic cell-

specific intercellular adhesion molecule-3 grabbing non-integrin” – CD209) como 

indispensável para a infecção do DENV nos humanos. Neste contexto, a infecção do 

DENV nas células dendríticas é mediada através do DC-SIGN expresso nestas 

células (61-63). 

O DENV entra na célula hospedeira via endocitose mediada por receptor. 

Após a ligação do vírus ao receptor na superfície celular, o vírus é então endocitado 

num processo mediado por clatrinas (64). Uma vez dentro da célula, a acidificação 

da vesícula endocítica leva ao rearranjo da glicoproteína E, fusão do envelope viral 

com a membrana endossomal e liberação do ssRNA viral no citoplasma (65). Em 

seguida, o ssRNA viral é traduzido na membrana do retículo endoplasmático rugoso 

(RER), produzindo inicialmente uma poliproteína que é subsequentemente clivada 

em proteínas individuais (estruturais e não estruturais), enquanto o ssRNA viral é 

replicado mediante um complexo de replicação viral. Posteriormente, ocorre a 

montagem do vírus imaturo com a participação da proteína E, PrM, C e o RNA 

recém-sintetizado, através de um mecanismo denominado brotamento ("budding") 

(66). Finalmente, a proteólise da membrana precursora viral (prM) ocorre na rede 

trans-Golgi, mediada pela enzima furina do hospedeiro, ativando o rearranjo da 

homodimerização da proteína E e formação de novas partículas virais maduras que 

são liberadas da célula do hospedeiro (67). (Figura 1.4) 
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Figura 1.4 Ciclo de replicação do DENV 

1) O vírus entra nas células do hospedeiro via endocitose mediada por receptor;  

2) Acidificação da vesícula endocítica e rearranjo da proteína prM/M e proteína E;  

3) Liberação do RNA viral no citoplasma e migração ao retículo endoplasmático 

rugoso; 4) Tradução, replicação e montagem do vírus; 5) Transporte ao Complexo 

de Golgi; 6) Clivagem da proteína PrM e maturação do vírus; 7) Liberação dos novos 

vírions [Adaptado de Green, 2014 (67)] 

1.3 Manifestações clínicas 

1.3.1 Fases clínicas 

Depois do período de incubação de 3-10 dias após a picada do mosquito, a 

doença começa abruptamente e pode apresentar três fases (68):  

Fase febril: Caraterizada por febre alta de início súbito com duração de 2 a 7 

dias, acompanhada de eritema, mal estar geral, mialgia, artralgia, dor retroorbitária e 

cefaleia (69). Nesta fase, anorexia, náuseas e vômitos são comuns, sendo difícil 

distinguir dengue de outras doenças febris agudas, mas uma prova do laço positiva 

pode reforçar a suspeita de dengue (70-72). Podem também ser observadas 

1 2 

3 

4 

5 

6 

7 
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manifestações hemorrágicas brandas tais como petéquias e equimoses na pele. 

Leucopenia acentuada pode também sugerir o diagnóstico (73). 

Fase crítica: Caracterizada pelas manifestações clínico-laboratoriais de 

disfunção endotelial promovida pela infecção viral, com o aumento da 

permeabilidade capilar e extravasamento de plasma para o espaço extravascular. 

Esta fase pode durar 24-48 horas, sendo marcada pela queda abrupta da 

temperatura (defervescência), alterações circulatórias e perfusionais (hipotensão e 

choque, de início hipovolêmico), derrames serosos (pleural e ascite) e disfunções 

orgânicas, tais como: insuficiência hepática, encefalite, miocardite e distúrbios de 

coagulação. Leucopenia progressiva com linfocitose e queda abrupta da contagem 

plaquetária precedem o extravasamento plasmático, e a elevação progressiva do 

hematócrito refletirá a magnitude da perda de volume para o terceiro-espaço (70). 

Derrame pleural e ascite podem ser detectáveis clínicamente ou por exames 

complementares (radiografia de tórax e ultrassonografia abdominal) na dependência 

do grau de extravasamento plasmático e do volume da reposição volêmica (74, 75). 

Dosagem de albumina sérica também pode ser útil na detecção de aumento da 

permeabilidade vascular (76). 

Fase de recuperação: Após 24-48 horas da fase crítica, começa a ocorrer 

reabsorção do fluído extravascular, estabilização do hematócrito e recuperação 

progressiva das plaquetas nas 48-72 horas subsequentes. Pode aparecer um 

exantema do tipo “ilhas brancas em um mar vermelho”. Em geral, há melhora do 

malestar, mas podem acontecer distúrbios respiratórios, edema pulmonar ou 

insuficiência cardíaca congestiva caso tenham sido administrados fluídos 

intravenosos em excesso durante a fase crítica (68). 

1.3.2 Classificação clínica, OMS 1997 

A infecção pelo DENV causa uma doença de espectro clínico amplo, incluindo 

desde formas assintomáticas ou oligossintomáticas até quadros com hemorragia e 

choque, podendo evoluir para o óbito.  

Devido ao grande espectro da apresentação clínica da dengue, em 1997, a 

OMS classificou as infecções sintomáticas em três categorias: Febre indiferenciada, 

Dengue clássica (DC), Febre Hemorrágica por Dengue (FHD) e Síndrome do 

Choque de Dengue (SCD) (Figura 1.5) (77). 
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Dengue clássica (DC): pacientes com doença febril aguda com duração de 

até 7 dias, acompanhada de cefaléia, prostração, dor retrorbitária, artralgia, 

exantema e mialgia. Incluía também manifestações hemorrágicas (77). 

Febre hemorrágica por dengue (FHD): requeria os seguintes 4 critérios:           

1) febre ou história de febre nos últimos sete dias; 2) manifestações hemorrágicas 

(evidenciado por prova do laço positiva, petéquias, equimoses ou púrpura, 

sangramento de mucosa do trato gastrintestinal ou outros órgãos);                                        

3) trombocitopenia (plaquetas < 100.000/mm3); e 4) evidência de extravasamento de 

plasma (evidenciado por um aumento do valor do hematócrito ≥ 20% sobre o basal 

na admissão, queda do valor do hematócrito ≥ 20% após o tratamento adequado, 

presença de derrame pleural, ascite ou hipoproteinemia). Por último, a FHD foi 

classificada em quatro graus (I-IV), correspondendo os graus III e IV às formas mais 

graves com evolução para o choque (SCD) (77).  

Infecção por 
Dengue

Assintomática Sintomática

Febre 
indiferenciada

Dengue Clássico

Sem 
manifestações 
hemorrágicas

Com 
manifestações 
hemorrágicas

Febre 
Hemorrágica por 

dengue (FHD)

Sem choque
Com Choque 

(SCD)

Grau I
•Prova do laço +

Grau II

•Hemorragias espontâneas leves, 
epistaxe, gengivorragia e outros

Grau III
• Insuficiência circulatória

Grau IV
•Choque

Classificação de Dengue, OMS 1997 

 

Figura 1.5 Classificação clínica da Dengue [OMS 1997 (77)] 

Esta classificação foi baseada principalmente na experiência clínica na 

Tailândia, e sua adoção generalizada juntamente com a implementação de guias 

para o manejo do paciente, contribuiu para a queda da sua taxa de letalidade. No 

entanto, após a expansão global da dengue, vários investigadores relataram uma 

grande preocupação em relação à exigência dos quatro critérios para sustentar um 

diagnóstico de FHD e, como resultado, os termos "dengue clássica com 

manifestações hemorrágicas" e "dengue clássico com sinais de choque" foram 

introduzidas (78-81). 
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1.3.3 Classificação clínica, OMS 2009 

Baseado nos resultados do estudo multicêntrico DENCO (Dengue control) 

realizado em pacientes de todas as faixas etárias do Sudeste Asiático e da América 

Latina (82), a OMS propos em 2009 uma nova classificação baseada na avaliação 

clínica e exames laboratoriais amplamente disponíveis, que inclui três categorias 

(Figura 1.6) (68): 

Dengue sem sinais de alarme: presença de sintomas que correspondem à 

fase febril aguda, caracterizada por mialgias, cefaleia, artralgia, exantemas em 

variados graus de intensidade. 

Dengue com sinais de alarme: definida pelo início da fase crítica e inclui 

qualquer um dos seguintes sinais: dor abdominal intensa e contínua, vômitos 

persistentes, sinal de acúmulo de líquido (derrame pleural, ascite, derrame 

pericárdico), sangramento de mucosa, letargia ou irritabilidade, hepatomegalia, 

aumento do hematócrito acompanhado de diminuição das plaquetas. O manejo 

adequado dos pacientes vai depender do reconhecimento precoce destes sinais. 

Dengue grave: definida pela fase crítica na sua maior intensidade e pode 

incluir grave extravasamento de plasma que leva ao choque ou insuficiência 

respiratória, sangramento grave ou evolução para disfunção orgânica (fígado, 

sistema nervoso central, coração e outros). 

Sinais de alarme*
• Dor abdominal
• Vômito persistente
• Sinal de acúmulo de fluido
• Sangramento de mucosa
• Letargia / irritabilidade
• Hepatomegalia >2cm
• Laboratório: Aumento do 

hematócrito e rápida queda 
na contagem das plaquetas

1. Extravasamento plasmático grave 
levando ao: 
• Choque
• Acúmulo de fluido com desconforto 

respiratório
2. Hemorragia grave

• Avaliada pelo médico
3. Envolvimento grave dos órgãos 

• Fígado: AST ou ALT ≥ 1000 UI/ml
• SNC: Alteração da consciência  
• Coração e outro órgãos

Suspeito de Dengue   
• Febre
• Anorexia e náuseas
• Exantema
• Dor contínua
• Mialgia e artralgia
• Prova do laço
• Leucopenia
• História de dengue na 

vizinhança ou de 
viagem em área 
endêmica de dengue

* Requer observação rigorosa e intervenção médica

DENGUE ± sinais de alarme DENGUE GRAVE

1. Extravasamento plasmático grave

2. Hemorragia grave

3. Envolvimento orgânico grave

Sem sinais 

de alarme

Com sinais 

de alarme

 

Figura 1.6 Classificação clínica da Dengue [OMS 2009 (68)] 
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Esta nova classificação tem demonstrado vantagens em relação à 

classificação anterior no manejo dos pacientes e na vigilância da doença (83-88). 

Finalmente, é necessário ter em conta que o diagnóstico diferencial é amplo e 

varia conforme evolução da doença, podendo incluir outras arboviroses, influenza, 

enterovírus ou doenças exantemáticas (sarampo, rubéola, etc.). Doenças como 

febre tifoide, malária, leptospirose, hepatite viral, rickettsiose e sepse bacteriana 

também devem ser consideradas dependendo do quadro clínico e das informações 

epidemiológicas locais (1). 

1.4 Aspectos imunopatogênicos na dengue 

Os mecanismos patogênicos pelos quais o DENV causa doença grave ainda 

não estão completamente esclarecidos, contudo, acredita-se que a patogênese da 

doença seja multifatorial (89). A inexistência de um modelo animal que reproduza 

todas as manifestações clínicas da doença tem dificultado a compreensão da 

patogenia da dengue (90). Na atualidade, camundongos humanizados (quimera 

camundongo-humano) e camundongos geneticamente modificados e susceptíveis à 

infecção pelo DENV estão sendo utilizados no estudo dos mecanismos patogênicos 

e desenvolvimento de vacinas (91, 92). 

1.4.1 Virulência viral 

O DENV, quando submetido a uma pressão seletiva apropriada, desenvolve 

variações genéticas que conferem aumento na sua virulência e no seu potencial 

epidêmico (93).  

Estudos epidemiológicos e filogenéticos associaram o DENV-2 genótipo 

Sudeste Asiático / Americano com FHD, enquanto que o genótipo Americano foi 

associado com DC (94-96). Estudo prospectivo realizado em crianças na Ásia 

demonstrou que as infecções secundárias com os sorotipos DENV-2 seguido pelo 

DENV-3 tiveram um risco duas vezes maior no desenvolvimento da FHD quando 

comparado com a infecção sequencial pelo DENV-4 (97). Por outro lado, estudos 

realizados na população tailandesa demostraram que as infecções primárias com 

DENV-1 ou DENV-3 causaram FHD, enquanto DENV-2 ou DENV-4 foram 

associados com FHD em infecções secundárias (98, 99). 
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No Brasil, análise filogenética das cepas de DENV-2 isoladas na epidemia 

ocorrida no ano de 2008 demonstrou que, apesar destes vírus serem do mesmo 

genótipo que circulou anteriormente, pertencem a uma linhagem específica que 

forma um grupo monofilético distinto (100). Neste sentido, a reintrodução do DENV-

2, associada à evolução viral e à emergência de novas linhagens, aparentemente 

mais virulentas, causou uma das mais graves epidemias de dengue registrada no 

país até então, com um maior número de hospitalizações e óbitos em crianças e 

adultos (101). 

1.4.2 Facilitação dependente de anticorpos ou imuno-amplificação 

da infecção 

A resposta imune humoral durante a infecção pelo DENV consiste na 

produção de anticorpos dirigidos principalmente contra a proteína E. Durante a 

infecção primária ocorre uma resposta lenta e com baixos títulos de anticorpos da 

classe IgM. A maioria dos pacientes apresentam níveis detectáveis de IgM no quinto 

dia de doença e apenas 8% já se encontram positivo nos primeiros dias de doença 

(102). Já os anticorpos da classe IgG começam a aparecer a partir do quinto dia de 

doença na infecção primária e permanecem detectáveis por quase toda a vida do 

indivíduo. Durante a infecção secundária os níveis séricos do anticorpo IgG são 

detectados precocemente já na fase aguda. No entanto, os níveis séricos de IgM na 

infecção secundária são mais baixos se comparados à primária. Assim, a relação 

entre os títulos de IgM e de IgG e a especificidade dos anticorpos tem sido usados 

na caracterização das respostas primárias e secundárias (68). 

A infecção com um sorotipo confere imunidade protetora de longo prazo 

contra esse sorotipo, mas pode induzir imunidade de curto prazo contra infeção por 

outros sorotipos (103). Qualquer um dos quatro sorotipos podem causar doença 

grave e morte (104). Um cenário de hiperendemicidade com vários sorotipos tem 

sido demostrado como um fator muito importante para o desenvolvimento de 

quadros graves da doença. Assim, vários estudos epidemiológicos retrospectivos e 

prospectivos revelaram que a infecção secundária com um sorotipo heterólogo é um 

fator de risco para o desenvolvimento de FHD/SCD (105-109) 

Segundo o fenômeno ADE (“antibody-dependent enhancement”), os 

anticorpos heterólogos subneutralizantes preexistentes reconhecem o vírus 

infectante, formam um complexo antígeno-anticorpo cuja ligação ao receptor Fcγ 

(FcγR) na célula alvo resulta no aumento da infecção (110). O ADE na infecção 
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sequencial, pela facilitação da entrada do vírus também influenciaria os mecanismos 

da resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro, favorecendo a replicação do 

DENV (111). 

A epidemia de FHD ocorrida em Cuba em 1981, causada pela introdução do 

DENV-2 quatro anos depois de uma epidemia pelo DENV-1, forneceu dados 

importantes para corroborar esta teoria (17, 112). Posteriormente, análise dos dados 

da epidemia em 1997 pelo DENV-2, continuou apoiando esta teoria (107). No 

entanto, vários estudos não encontraram associação entre infecção secundária e 

gravidade (113, 114). Posteriormente, outro estudo sugere que os efeitos do 

fenômeno ADE podem ser influenciados pelo polimorfismo genético do hospedeiro 

(115). 

1.4.3 “Pecado Antigênico Original” 

De acordo com este mecanismo, durante uma infecção secundária as células 

B e T de memória induzidas pela exposição prévia por outro sorotipo responderiam 

mais rapidamente do que as células ativadas pelo sorotipo viral infectante. Essas 

células de memória teriam baixa avidez para os epítopos do sorotipo infectante. 

Assim, as células T de memória ativadas seriam menos efetivas na eliminação viral, 

mas teriam alta capacidade de produção de citocinas pro-inflamatórias, como TNF-α, 

IL-1β, IL-6, que resultariam numa resposta inflamatória exacerbada (116, 117). Esta 

ineficácia da resposta celular e humoral nas infecções secundárias contribuiria para 

o desenvolvimento da forma grave (45). 

1.4.4 Mimetismo molecular 

Propõe uma resposta de reação cruzada em consequência da semelhança 

das proteínas do vírus com proteínas do hospedeiro. Estudos em pacientes com 

FHD/SCD demonstraram que os anticorpos dirigidos contra as proteínas E, NS1 e 

prM apresentaram reatividade cruzada com plasminogênio (118-120), fatores da 

coagulação XI, X, IX, VIII, II (121), plaquetas (122) e células endoteliais (123). Esta 

teoria vem sendo questionada pelo fato de que trombocitopenia e permeabilidade 

vascular são fenômenos transitórios na dengue, enquanto que os anticorpos 

causadores da resposta autoimune poderiam perdurar por anos (124). 
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1.4.5 Polimorfismo genético 

Baseia-se nas características individuais e genéticas que influenciariam a 

susceptibilidade à infecção e a modulação da resposta imunológica do paciente.  

Estudos realizados em países hiperendêmicos como Haiti, sugerem que 

indivíduos de etnia negra teriam maior resistência à FHD (125). Estudos 

encontraram que variantes dos genes do complexo de histocompatibilidade principal 

(“Major Histocompatibility Complex” - MHC) estão relacionadas a 

resistência/susceptibilidade à dengue. Assim, os alelos de classe I, HLA-A*0203 e 

HLA-A*33 foram associados à proteção, enquanto que os alelos HLA-A*0207 e HLA-

A*24 foram associados com a susceptibilidade a FHD em populações asiáticas (126, 

127). Estudo realizado no Brasil evidenciou que o alelo de classe II, HLA-DQ1, 

esteve associado com maior susceptibilidade a gravidade (128). Além desses, o 

alelo TNF-308A esteve associado com níveis elevados de TNF-α em pacientes 

venezuelanos com FHD (129). Enquanto polimorfismos de nucleotídeo único (“single 

nucleotide polymorphism” – SNP) 1801274 do receptor FcγRIIa e 4804803 do DC-

SIGN, foram associados com proteção na população mexicana (130). 

1.4.6 Interação Multifatorial 

A combinação de fatores do hospedeiro (idade, sexo, etnia, condições 

nutricionais, antecedente de infecção e resposta imunológica), fatores virais 

(virulência da cepa, sorotipo e genótipo) e fatores epidemiológicos (população 

suscetível, densidade vetorial, circulação do vírus e hiperendemicidade) estariam 

envolvidos no desfecho clínico (131, 132). 

1.5 Resposta imune inata e inflamação 

A resposta imune inata constitui a primeira linha de defesa contra patógenos.  

Células que compõem o sistema imune inato [monócitos, células NK (“Natural Killer 

cells”-NKs), células dendríticas (“Dendritic cells”-DCs) e células dendríticas 

plasmocitoídes (“Plasmocitoid Dendritic Cells”-pDCs)] possuem os receptores de 

reconhecimento padrão (“Pattern Recognition Receptors”-PRRs) codificados no 

hospedeiro e que são expressos no citoplasma, membranas plasmáticas ou 

endossomais. Os PRRs reconhecem estruturas chamadas de padrões moleculares 

associados aos patógenos (“Pathogen-associated molecular patterns”-PAMPs) que 
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são estruturas presentes nos patógenos e essenciais à sua sobrevivência (133). 

Atualmente, existem quatro classes de PRRs identificados: Receptores semelhantes 

ao Toll (“Toll-like receptor”-TLR), Receptores de Lectina tipo C (“C-type lectin 

receptors”-CLR), os Receptores semelhantes ao RIG-1 (“Retinoic acid-inducible 

gene 1”-RLR) e Receptores semelhantes ao NOD (“NOD-like receptor”-NLR) (134). 

Durante infecções virais, a resposta imune inata é ativada pelo 

reconhecimento de ácidos nucleicos virais através dos PRRs, levando a ativação 

das células da imunidade inata. A ação efetora dessas células resulta principalmente 

numa resposta antiviral com produção dos interferons do tipo I (α, β) e na indução da 

resposta inflamatória com a produção das citocinas e mediadores inflamatórios. 

Desta forma, a ativação de respostas antivirais e inflamatórias constituem funções 

primordiais do sistema imune inato (135)  

As citocinas são uma classe de proteínas intracelulares com papel crucial nos 

processos inflamatórios e na manutenção e regulação da resposta imunológica. 

Agem como mensageiros dentro do sistema imune e também dentro de outros 

sistemas, formando uma rede integrada altamente envolvida na regulação da 

resposta imune (136).  

A inflamação é uma resposta protetora do organismo para assegurar a 

remoção dos estímulos prejudiciais bem como um processo de reparo para os 

tecidos lesionados. A inflamação pode ser causada por vários fatores como, por 

exemplo, infecções e lesão tecidual. Classicamente, a inflamação é caracterizada 

por sintomas como inchaço, calor, dor e perda da função do tecido. Esses sinais 

macroscópicos refletem o aumento da permeabilidade vascular, seguido de 

extravasamento de componentes séricos e/ou celulares. Em geral, a resposta 

inflamatória leva ao reparo tecidual e, portanto, finaliza-se rapidamente (137). No 

entanto, uma exacerbação desta resposta, através da produção exagerada de 

citocinas pelas células imunológicas, pode ser extremamente prejudicial para o 

hospedeiro e até mesmo fatal.  

O sistema imune inato é o principal agente indutor da inflamação aguda 

induzida por infecções microbianas. A resposta inflamatória é orquestrada pelas 

citocinas pro-inflamatórias TNF-α (“Tumor necrose fator α”), IL-6 (“interleukin”) e      

IL-1β que modulam efeitos sistêmicos como a febre e a síntese de “proteínas de 

fase aguda” pelo fígado (137). 

A magnitude e duração das respostas inatas são reguladas por mecanismos 

inibitórios com intuito de prevenir lesão tecidual. Neste contexto, a IL-10 é uma 
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citocina imunoreguladora capaz de inibir a produção de várias citocinas 

inflamatórias, incluindo IL-1β, TNF-α e IL-12 pelos macrófagos e DCs ativadas (138). 

1.5.1 Resposta imune inata na dengue: citocinas e mediadores 

inflamatórios 

Durante o repasto sanguíneo pelo vetor, as primeiras células infectadas pelo 

DENV são as DCs imaturas presentes na pele (57). De fato, as DCs iniciam a 

produção dos interferons tipo I (α, β) nos estágios iniciais da infecção pelo DENV. As 

células DCs mieloides e as pDCs são fundamentais na resposta imune inata e  

direcionam as respostas adaptativas. As pDCs produzem interferons tipo I em 

resposta aos ácidos nucleicos virais, através do reconhecimento pelos TLR, TLR7 e 

TLR9, e são importantes mediadoras das respostas antivirais (139). Neste sentido, a 

indução dos interferon tipo I na fase febril em pacientes com dengue refletiria a 

ativação da resposta imune inata (140). Da mesma forma, trabalho recente 

demonstrou aumento significativo de pDC, além de níveis circulantes aumentados 

de IFN-α, nos casos brandos de dengue (141). Interessantemente, Sun e 

colaboradores (2009) demonstraram que as pDCs infectadas com DENV in vitro 

produziram IFN-α e expressaram altos níveis  de TLR7, mostrando o envolvimento 

deste receptor no reconhecimento de antígenos virais do DENV (142). 

O fenômeno conhecido como “tempestade de citocinas” (“cytokine storm”), 

resultado de uma intensa resposta inflamatória, é proposto na dengue como um 

mecanismo que contribui de forma importante para o desenvolvimento de formas 

graves (143). Desta forma, níveis circulantes elevados de citocinas são detectados 

durante a infecção pelo DENV. As interleucinas (IL) 1, 2, 4, 6, 7, 8, 10, 13, 15, 18, 

assim como o IFN- (“interferon gamma”) foram detectadas diferencialmente no 

sangue de pacientes com diferentes formas clínicas da doença (quadro 1.1). 

Algumas citocinas pro-inflamatórias e que induzem o aumento da permeabilidade 

vascular, como TNF-α e IL-8/CXCL8 foram associadas à gravidade, embora o 

envolvimento destas no extravasamento plasmático ainda não esteja completamente 

elucidado (revisto por Srikiatkhachorn and Green, 2010)(143). 

Quimiocinas são citocinas quimiotáticas que controlam o padrão de migração 

e posicionamento das células do sistema imune. Inicialmente, foram destacadas 

como importantes mediadores da inflamação aguda, mas agora sabemos que este 

complexo sistema de aproximadamente 50 ligantes endógenos e 20 receptores são 
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fundamentais na geração das respostas adaptativas. Recentes estudos demonstram 

importantes papeis deste sistema na ativação das células T virgens, na 

diferenciação em células T efetoras e de memória, e na função das células T 

reguladoras. As citocinas secretadas durante a resposta imune inata induzem a 

produção local das quimiocinas, que resulta no recrutamento dos neutrófilos, 

monócitos e linfócitos para os tecidos gerando uma amplificação da resposta 

inflamatória (144). 

As quimiocinas também apresentam importante papel na patogênese da 

infeção. Níveis circulantes aumentados das quimiocinas IP-10/CXCL10 e MCP-

1/CCL2 foram encontrados em pacientes graves (145, 146), enquanto que 

MIP1β/CCL4 foi associada com um bom prognóstico (147). 

 

Quadro 1.1 Níveis de citocinas e quimiocinas em pacientes com dengue e controles 

Fator solúvel Comparação Referência 

TNF-α DC, FHD > controles (148) 

  DC c/sangramento, FHD > DC (149) 

  FHD grau 3,4 > FHD grau 1,2 (150) 

  DC c/sangramento, DC > controles (151) 

IFN-γ Graves > brandos (147) 

  Não diferença entre DC e FHD (149, 152) 

  DC > controles (148) 

IL-6 FHD fatais > FHD não fatais > DC (153, 154) 

  Graves > brandos (147) 

  DC = FHD = ODF (155) 

IL-10 FHD > DC (153) 

  DC, FHD > controles (148) 

  FHD > DC (156, 157) 

IL-8/CXCL8 SSD > controles (158) 

 FHD grau 3,4 > FHD grau 1,2, DC (159) 

MCP-1/CCL2 SSD > controles (158) 

 DC > controles (160) 

 DSSA, DCSA > controles (161) 

TGF-β1 Graves > brandos > controles (162) 

RANTES DC < controles (160) 

 DG, DSSA, DCSA > controles (161, 163) 

MIP1β DC > controles (160) 

 DG, DSSA, DCSA > controles (161, 163) 

IL-15 DC > controles (164) 

IL-18 Graves > brandos > controles (162, 165) 

FHD: febre hemorrágica por dengue, DC: dengue clássica, DSSA: Dengue com 

sinais de alarme, DSSA: Dengue sem sinais de alarme, DG: Dengue grave 

[Adaptado de Srikiatkhachorn e colaboradores, 2010 (143)]. 
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1.6 Hemostasia 

A hemostasia é um processo dinâmico regulado por vários mecanismos para 

prevenir hemorragia, e inclui dois processos: hemostasia primária que envolve a 

constrição vascular, ativação e agregação plaquetária; e hemostasia secundária que 

envolve a ativação dos mecanismos da coagulação, formação do coágulo, e sua 

posterior dissolução por fibrinólise (166).  

O modelo clássico da cascata da coagulação está constituído por duas vias: 

intrínseca (via de ativação por contato) e extrínseca (via do “Tissue fator” - TF), que 

é a principal. Ambas as vias convergem na ativação do fator X (FXa) para ativar a 

protrombina em trombina, que converte o fibrinogênio numa rede de fibrina. 

Posteriormente, a fibrinólise é desencadeada pela ativação do plasminogênio em 

plasmina pelo ativador do plasminogênio tecidual (tPA) ou uroquinase para prevenir 

a trombose. Em condições normais, coagulação e fibrinólise encontram-se em 

equilíbrio dinâmico, e a ativação excessiva da fibrinólise levará ao sangramento, 

enquanto que a inibição da fibrinólise resultará em trombose (166). 

Observações experimentais e clínicas mais recentes demonstram que o 

modelo da cascata da coagulação não reflete completamente os eventos da 

hemostasia in vivo (167). Assim, novo modelo baseado em superfícies celulares foi 

criado, no qual a hemostasia requer substâncias procoagulantes ativadas que 

permaneçam localizadas no sítio da lesão para a formação de tampão plaquetário e 

de fibrina neste local. Neste modelo, o processo de hemostasia é descrito com três 

fases sobrepostas: iniciação, amplificação e propagação (figura 1.7) (167, 168). 

Iniciação 

O processo de coagulação sanguínea se inicia quando as células que 

expressam o TF em sua superfície são expostas ao fluxo sanguíneo no local da 

lesão. O TF é constitutivamente expresso na superfície das células que circundam a 

vasculatura (fibroblastos e células musculares), formando um envelope hemostático 

que previne hemorragias excessivas após uma lesão vascular. (169). Os monócitos 

e macrófagos normalmente não expressam o TF, mas podem ser estimulados a 

expressá-lo em condições patológicas (170) e na presença de estímulos tais como 

LPS (lipopolisacarídeo) e citocinas (TNF-α e IL-1β) (171). O TF liga-se ao fator VII 

presente no sangue e rapidamente o ativa formando o complexo TF/VIIa, 

responsável pela ativação de pequenas quantidades do fator X e também do fator 

IX. O fator Xa associa-se com o seu cofator, o fator Va, formando um complexo 
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denominado protrombinase na superfície das células que expressam TF, 

responsável da conversão de pequenas quantidades de protrombina (fator II) em 

trombina, proteína fundamental na fase de amplificação (167). 

Amplificação 

A pequena quantidade de trombina gerada na fase de iniciação amplifica o 

processo da coagulação proporcionando ativação de mais plaquetas, aumentando a 

adesão das plaquetas e ativando os fatores V, VIII e XI. Plaquetas ativadas liberam 

fator V na sua forma parcialmente ativada que é então completamente ativada pela 

trombina ou fator Xa. O fator de vonWillebrand é clivado pela trombina para liberar o 

fator VIIIa. Plaquetas ativadas têm agora fatores ativados Va, VIIIa e IXa em sua 

superfície (167). 

Propagação 

A fase de propagação é caracterizada pelo recrutamento de um grande 

número de plaquetas para o sítio da lesão e pela produção dos complexos tenase e 

protrombinase na superfície das plaquetas ativadas. O fator IXa se liga ao FVIIIa na 

superfície das plaquetas formando o complexo tenase que ativa o fator X. Além 

disso, o complexo protrombinase intensifica em muito a produção de trombina que 

converte o fibrinogênio solúvel em fibrina e também ativa o fator XIII (estabilizador 

da fibrina) para formar o coágulo de fibrina hemostático (167). 

1.6.1 Mecanismos reguladores da coagulação 

Para controlar a disseminação da ativação da coagulação intervém quatro 

anticoagulantes naturais: 1) Inibidor do TF (“Tissue Factor Pathway Inhibitor”-TFPI), 

2) Proteína C (PC), 3) Proteína S (PS), 4) Antitrombina (AT) (172).  

O TFPI é uma proteína secretada pelas células endoteliais que forma um 

complexo TF/VIIa/FXa/TFPI para impedir que a produção de trombina escape do 

controle (173). 

A proteína C é ativada pela trombina que se liga à trombomodulina expressa 

na superfície das células endoteliais, após a ligação ao receptor EPCR (endothelial 

protein C receptor-EPCR) (174-176). A proteína C ativada age juntamente com seu 

cofator, a proteína S para degradar os cofatores de coagulação Va e VIIIa (177). 

A antitrombina inibe atividade da trombina e de outras proteases, como os 

fatores IXa, Xa, XIa e XIIa (178).  
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Figura 1.7 Modelo da coagulação baseado em superfícies celulares 
[Adaptado de Vine, 2009 (179, 180)] 

1.7 Fatores de Coagulação e Resposta Inflamatória 

Os fatores de coagulação possuem importantes funções biológicas não 

apenas na hemostasia, mas também na gestação, reparo tecidual e nas respostas 

inflamatórias relacionadas à infecção ou doenças. O TF, a trombina e o fibrinogênio 

apresentam importantes funções no desenvolvimento das respostas inflamatórias 

(169, 181). 
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Além do papel pró-coagulante, o TF exerce uma atividade pró-inflamatória 

ativando receptores de membrana sensíveis a proteases da coagulação, como o 

Fator VIIa, Fator Xa e trombina. Estes receptores, denominados PAR (“Protease 

Activated Receptors”-PAR), são expressos em diversos tecidos e estão envolvidos 

em uma série de fenômenos biológicos de natureza fisiológica ou patológica (182). 

O complexo TF/VIIa pode ativar o receptor PAR-2, promovendo aumento da 

resposta inflamatória em macrófagos, o que aumenta a produção de espécies 

reativas de oxigênio, expressão de moléculas de adesão e de citocinas 

próinflamatórias e também a migração de neutrófilos. O Fator X pode se ligar ao 

complexo TF/VIIa, formando o complexo ternário TF/VIIa/Xa, capaz de ativar os 

receptores PAR-1 e PAR-2, possivelmente potencializando a inflamação (183, 184) 

(Figura 1.7) . A ativação do PAR-1 pode levar a múltiplas vias de sinalização, 

incluindo a ativação da PI3 quinase, da família Src de tirosina quinases e da via das 

ERK e MAP quinases. A ativação do PAR-2 promove a liberação de inositol trifosfato 

(IP3) e de diacilglicerol (DAG) e o subseqüente aumento intracelular de cálcio. 

Assim, diversas vias podem ser ativadas, como a proteína quinase C e a cascata 

das ERK e MAP quinases. A mobilização intracelular de cálcio foi determinante na 

sinalização do NF-κB, promovida pela ativação do JNK e p38 e mediada pelo PAR-2 

em queratinócitos humanos (185).  

A liberação de algumas citocinas, como o TNF-α e a IL-6 pode levar a 

ativação da cascata da coagulação pela via do TF (183, 186). Os fatores de 

coagulação gerados ativam os receptores PAR, amplificando o aumento da 

produção de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8/CXCL8, MCP-

1/CCL2) e da migração dos leucócitos para o sítio da infecção. Portanto, os 

processos de coagulação e inflamação estão estritamente relacionados. A 

coagulação afeta a inflamação que subseqüentemente modula a coagulação. Esta 

relação bidirecional é mediada pela ativação dos receptores do tipo PAR (183-185).  

Fibroblastos e células endoteliais produzem MCP-1/CCL2 (“monocyte 

chemotactic protein 1”), TNF-α, IL1-β e IL-6 em resposta a trombina e induzem 

migração de leucócitos (187). Muitas dessas funções são mediadas via receptores 

PAR, especialmente, o PAR-1 expresso nas plaquetas, células endoteliais 

vasculares e leucócitos (188). O fibrinogênio é uma proteína solúvel (340 kDa) 

sintetizada pelos hepatócitos, seus níveis plasmáticos aumentam durante infecção 

e/ou em processos inflamatórios, sendo considerado um marcador de inflamação 

aguda (189). 
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Figura 1.8 Visão geral da relação do TF com os receptores PAR e inibidores da 
coagulação.  

A) Funções do TF durante a inflamação. O complexo TF/VIIa ativa o PAR-2 e esta 
via de sinalização parece ser importante na regulação da migração celular. Quando 
células expressando o TF são expostas ao sangue, o fator X é convertido em Xa 
formando o complexo ternário TF/VIIa/Xa. Neste complexo, sinais gerados via                
PAR-1 e PAR-2 direcionam a resposta inflamatória. Após liberação do fator Xa, a 
coagulação é iniciada com geração de trombina, formação de fibrina e ativação das 
plaquetas. Todos esses três processos contribuem para a inflamação intravascular; 
B) O complexo TF/VIIa/Xa é alvo de inibição pelo seu inibidor fisiológico, TFPI 
[Adaptado de Ruf, 2004 (184)]. 

1.8 Distúrbios da coagulação na dengue 

As infecções virais são frequentemente associadas com desordens na 

cascata da coagulação e, consequentemente, todos os aspectos da cascata da 

coagulação, como a hemostasia primária, coagulação e a fibrinólise podem ser 

afetados (190). Alterações na hemostasia e na biologia vascular em febres 

hemorrágicas causadas por diversos vírus são descritas na literatura. Essas 

alterações estariam associadas ao desenvolvimento de uma forma mais grave da 

doença (186).     

As plaquetas são componentes chaves na hemostasia e a trombocitopenia 

ocorre frequentemente durante as infecções virais, especialmente durante a dengue. 

Manifestações hemorrágicas, como petéquias, gengivorragias, epistaxe são comuns 

e hemorragias podem também ocorrer nos casos graves. Durante a infecção pelo 
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DENV, ocorre um desequilíbrio do sistema hemostático, através da ativação dos 

sistemas de coagulação e de fibrinólise (191). Esta ativação ocorre precocemente 

(192), podendo levar a alterações no endotélio e a ativação de células leucocitárias 

e endoteliais (“endothelial cells”-ECs), que resultam no aumento da permeabilidade 

vascular e nas manifestações hemorrágicas observadas nos pacientes. 

Existe uma ativação de ambos os sistemas (coagulação e fibrinólise) na 

dengue. Vários trabalhos demonstraram um ligeiro aumento do Tempo de 

Tromboplastina Parcial ativado (TTPa), Tempo de Protrombina (TP) e Tempo de 

Trombina (TT) na fase febril em comparação com a fase de convalescência (193-

195). Uma variável diminuição dos mediadores da coagulação, incluindo 

protrombina, fatores V, VII, VIII, IX, X, antitrombina e α-2 antiplasmina também foram 

demonstradas durante a fase aguda da FHD (191, 195). É importante ressaltar que o 

TF foi significativamente maior durante a fase febril, especialmente em pacientes 

com SCD, seguido de uma normalização gradual durante a fase de convalescença 

(196). As alterações dos fatores de coagulação provavelmente contribuem para o 

envolvimento hepático na doença (197). 

A expressão aumentada do TF foi detectada em monócitos/macrófagos de 

primatas infetados pelo vírus Ebola, o que contribuiria de forma importante para o 

desenvolvimento de distúrbios da coagulação (198). De fato, a inibição do TF atenua 

a letalidade em modelos experimentais de infecção por esse vírus, com redução dos 

processos de coagulação e inflamação (199). A ideia de que o aumento na 

expressão do TF tenha papel importante na patogênese da dengue é reforçada 

pelas evidências do aumento de seus níveis no plasma de pacientes infectados pelo 

DENV (196) e aumento de sua expressão em monócitos de pacientes na forma 

grave da doença (200). 

 Além disso, estudos mostraram que as células endoteliais de veia umbilical 

humana (“human umbilical vein endotelial cell” - HUVEC) infectadas pelo DENV 

experimentam um aumento na expressão do RNAm para o TF e uma concomitante 

redução na expressão do RNAm do TFPI e, consequentemente, da coagulação 

(201). 
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1.9 Justificativa 

Em 2010, o DENV-4 reemergiu no estado de Roraima, mas os primeiros 

casos decorrentes da dispersão do vírus foram detectados somente a partir de 

janeiro de 2011 no Amazonas e Pará (Região Norte). O Brasil viveu em 2013 a 

maior epidemia em número de casos com aproximadamente 2 milhões de casos 

notificados e predominância do DENV-4. Todos os sorotipos do DENV são capazes 

de causar a doença, inclusive as forma graves, no entanto o DENV-4 parece induzir 

manifestações clínicas mais brandas em comparação com os demais sorotipos. 

Existem poucos estudos publicados sobre a infecção humana pelo DENV-4. Este é o 

primeiro trabalho abordando mediadores inflamatórios e marcadores de coagulação 

na infecção natural pelo DENV-4 em pacientes brasileiros utilizando a nova 

classificação clínica da OMS (2009). 

Na atualidade, os mecanismos patogênicos na dengue não estão 

completamente esclarecidos. Desta forma, o conhecimento da associação entre 

marcadores inflamatórios e de coagulação como indicadores potenciais de evolução 

clinica de acordo com a nova classificação é de extrema importância. Um melhor 

entendimento da inter-relação dos processos inflamatórios e sangramento poderiam 

contribuir no direcionamento de novas estratégias terapêuticas.  

Além disso, este e outros estudos poderão contribuir na identificação de 

biomarcadores, que permitam identificar pacientes com risco de desenvolver a forma 

grave da doença. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

Investigar mediadores inflamatórios e de coagulação na infecção natural pelo 

DENV em pacientes originários da epidemia ocorrida em 2013 no Brasil. 

2.2 Objetivos Específicos 

 Analisar as características clínicas e laboratoriais (hematológicas e 

bioquímicas) dos casos confirmados de dengue segundo a classificação 

da OMS 2009; 

 Quantificar marcadores inflamatórios como citocinas IFN-γ, TNF-α, IL1β e 

IL-6, IL-10, e quimiocinas MCP-1/CCL2, IP-10/CXCL10, IL-8/CXCL8; 

 Quantificar mediadores envolvidos na coagulação através de dosagens 

plasmáticas do fator tecidual solúvel (sTF), trombomodulina (TM), inibidor 

fisiológico da via do sTF (TFPI) e fibrinogênio;  

 Avaliar correlações dos marcadores inflamatórios e de coagulação com os 

parâmetros laboratoriais; 

 Identificar possíveis biomarcadores de gravidade. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

Foi realizado estudo observacional transversal para avaliar características 

clínicas, laboratoriais além de mediadores inflamatórios e parâmetros de coagulação 

em pacientes infectados pelo DENV originários da epidemia de 2013. 

3.1 Estudo populacional 

O Laboratório de Imunologia Viral (LIV) mantém colaborações com diferentes 

centros regionais especializados no atendimento e tratamento de pacientes com 

dengue: 1) Núcleo do Hospital Universitário/Universidade Federal de Mato Grosso 

do Sul (UFMS), em Campo Grande no estado do Mato Grosso do Sul (MS) com o Dr 

Rivaldo Venâncio da Cunha; 2) Hospital Rio-Laranjeiras, Rio de Janeiro (RJ), com o 

Dr. Paulo Vieira Damasco; 3) Hospital Plantadores de Cana/Centro de Referência 

em Dengue, Campos dos Goytacazes, RJ, com o Dr Luis José de Souza. 

Participaram no estudo 333 casos suspeitos de dengue atendidos nestes 

centros colaboradores: 162 no Centro de Doenças Infecto-Parasitárias (CEDIP), 

Posto de Saúde Guanandi e Núcleo do Hospital Universitário/Universidade Federal 

de Mato Grosso do Sul (UFMS), em Campo Grande no estado do Mato Grosso do 

Sul (MS); 65 no Hospital Rio-Laranjeiras no RJ; e 105 no Hospital Plantadores de 

Cana / Centro de Referência em Dengue, Campos dos Goytacazes, no RJ, durante 

o período de janeiro a março de 2013. 

O levantamento dos dados demográficos (idade, sexo, comorbidade) e 

clínicos (dias de doença, sinais clínicos) foi realizado através do preenchimento de 

uma ficha clínica previamente elaborada para o projeto (Anexo A).  Informações dos 

resultados de exames laboratoriais (hematológicos e bioquímicos) foram também 

analisadas através da consulta dos prontuários com a devida autorização do chefe 

do serviço de atendimento médico.  

Adicionalmente, foram analisadas amostras de doadores saudáveis 

(controles), que não apresentaram episódios febris nos últimos três meses ou 

histórico de outras doenças. As amostras negativas para dengue coletadas durante 

o período de estudo foram consideradas como um grupo acometido por outras 

doenças febris (ODF). 
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Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC) segundo o protocolo de aprovação 

N° 13318113.7.0000.5248 (Anexo B). O termo de consentimento livre e esclarecido 

foi obtido de cada individuo antes da participação na pesquisa (Anexo C). 

3.2 Definições de caso de dengue 

3.2.1 Caso suspeito de dengue 

Para a identificação dos casos suspeitos de dengue foram utilizados os 

critérios relatados no guia do Ministério da Saúde, 2010 (101).  Desta forma, os 

casos suspeitos de dengue foram todos os pacientes que apresentaram doença 

febril aguda, com duração máxima de sete dias, acompanhada de pelo menos dois 

dos sinais ou sintomas como cefaleia, dor retroorbitária, mialgia, artralgia, prostração 

ou exantema, associados ou não a presença de sangramentos ou hemorragias, com 

historia epidemiológica positiva para dengue.  

3.2.2 Caso confirmado de dengue 

O diagnóstico de dengue foi confirmado pela positividade de pelo menos um 

dos seguintes métodos, no Laboratório de Flavivírus, IOC-Fiocruz:  

a) Detecção do antígeno viral NS1 pelo kit PlateliaTM Dengue NS1 Ag (Bio-

Rad Laboratories, Marnes La Coquette, França);  

b) Detecção de anticorpos IgM anti-dengue pelo kit Panbio® Dengue IgM 

capture ELISA (Panbio Inc., Columbia, Maryland, EUA);  

c) Detecção do RNA viral por RT-PCR.  

3.2.3 Classificação clínica dos casos 

Após a confirmação laboratorial, os pacientes foram agrupados segundo a 

classificação da OMS 2009 em: Dengue sem sinais de alarme (DSSA), Dengue com 

sinais de alarme (DCSA) e Dengue grave (DG). 

Dengue sem sinais de alarme (DSSA) 

Paciente com quadro clínico suspeito não apresentando sinais de alarmes ou 

demais critérios de gravidade. 

Dengue com sinais de alarme (DCSA) 
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Paciente com quadro clínico suspeito que apresente qualquer um dos 

seguintes sinais de alarme: 

 Dor abdominal intensa e contínua,  

 Vômitos persistentes,  

 Sinal de acumulação de líquido (derrame pleural, ascite, etc),  

 Sangramento de mucosa,  

 Letargia ou irritabilidade,  

 Hepatomegalia,  

 Aumento do hematócrito com rápida queda das plaquetas. 

Dengue Grave (DG) 

Os casos graves de dengue foram definidos por apresentar pelo menos um 

dos seguintes critérios:  

 Extravasamento de plasma grave que leva ao choque ou insuficiência 

respiratória,  

 Sangramento grave 

 Evidência de disfunção orgânica grave (fígado, sistema nervoso central, 

coração ou outros). 

3.2.4 Infeção primária e secundária 

A análise de anticorpos IgG específicos foi realizada a fim de determinar se a 

infecção era primária ou secundária utilizando o kit  Dengue Virus IgG DxSelect 

(EL1500G, Focus Diagnostics, Cypress, CA, EUA). O padrão de resposta primária 

ou secundária de cada paciente DENV+ foi determinado baseado no conjunto dos 

testes de IgM especifico, NS1 e/ou RT-PCR, IgG específico, e utilizamos a taxa 

IgM/IgG, sugerida pela OMS, como ferramenta para avaliar o tipo de infecção (68). 

Essa avaliação foi baseado no trabalho de Souza e colaboradores, 2007 (202). De 

acordo com a positividade de IgG e a taxa de IgM/IgG os pacientes foram 

classificados: 

Infecção primária: pacientes com confirmação para NS1 e/ou identificação 

do sorotipo viral por RT-PCR e/ou IgM. Mas IgG negativos ou taxas de IgM/IgG >2.0. 

Infecção secundária: pacientes com resultados NS1 e/ou identificação do 

sorotipo viral por RT-PCR e/ou IgM. Mas IgG positivos ou taxas de IgM/IgG<2.0. 
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3.3 Exames hematológicos e bioquímicos 

Os parâmetros laboratoriais hematológicos (contagem de plaquetas, 

leucócitos, monócitos, linfócitos totais) e bioquímicos (AST/TGO, ALT/TGP e 

Proteína C reativa) foram avaliados entres os diferentes grupos de estudo (DSSA, 

DCSA/DG e ODF). Esses parâmetros não foram avaliados nos controles.  

3.4 Ensaios para avaliação dos mediadores inflamatórios  

3.4.1 Quantificação dos fatores solúveis citocinas e quimiocinas 

por Luminex®: TNF-α, IL-1β, IL-10, IL-8/CXCL8 

Os fatores solúveis TNF-α, IL-1β, IL-10 e IL-8/CXCL8 foram quantificados no 

soro dos pacientes (n=180) e controles (n=10) por tecnologia Luminex® de acordo 

com as especificações do fabricante (kit R&D Systems, MN, EUA). O imunoensaio 

de detecção multiplex Luminex® consiste na detecção de várias citocinas 

simultaneamente numa única amostra de soro utilizando microesferas específicas 

para cada citocina. Assim, microesferas de propriedades espectrais definidas são 

conjugadas aos anticorpos de captura específicos da citocina. Brevemente, 

microesferas, padrões, controles fornecidos pelo kit e as amostras dos pacientes 

foram plaqueadas em placa de 96 poços, com filtro no fundo de cada poço, seguido 

de incubação por 3 horas sob agitação. Após incubação, a placa foi lavada 

utilizando-se um sistema à vácuo e adicionado em cada poço uma mistura de 

anticorpos biotinilados de detecção para cada microesfera e incubação de 1 hora a 

temperatura ambiente. Após várias lavagens, a reação foi seguida adicionando 

estreptavidina conjugada a ficoeritrina (PE) em cada poço e incubação por 30 min. 

As microesferas foram ressuspendidas em tampão fornecido pelo kit e a leitura da 

placa foi realizada no aparelho Luminex® Instrumentation System (Luminex, Austin, 

TX, EUA). O aparelho Luminex® determina a propriedade espectral da microesfera e 

a quantidade de fluorescência associada a PE e, assim, a concentração das 

citocinas presentes nas amostras de soro. A média de intensidade de fluorescência 

é medida pelo aparelho e as concentrações de citocinas foram calculadas em pg/ml.  
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3.4.2 Quantificação dos fatores solúveis citocinas e quimiocinas 

por ELISA 

MCP1/CCL2 e IFN-γ 

Para a quantificação da quimiocina MCP-1/CCL2 (n=64) e da citocina IFN-γ 

(n=28) nos pacientes, 100 μl do anticorpo de captura à concentração de 0,25 μg/mL 

para MCP1/CCL2 e 1 μg/mL para o IFN-γ diluídos em PBS pH 7,2 foram adicionados 

aos poços em placa de 96 poços (Falcon-BD) seguido de incubação por 18 horas à 

temperatura ambiente (TA). Ao final da incubação, foram feitas quatro lavagens com 

solução de lavagem (Tween-20 0,05% em PBS pH 7,2) e então adicionados 200 μL 

de solução de bloqueio (BSA 5% em PBS pH 7,2) por poço. Após 2 horas de 

incubação à temperatura ambiente, foram realizadas 4 lavagens com tampão de 

lavagem. Curvas padrões foram preparadas através de diluições seriadas do 

respectivo padrão fornecido pelo fabricante (tabela 3.1). As amostras de plasma dos 

pacientes e controles foram diluídas 10 vezes para a dosagem de MCP1/CCL2 em 

solução diluente (Tween-20 0,05%,BSA 0,1% em PBS pH7,2). Para a dosagem 

plasmática do IFN-γ as amostras não foram diluídas. Foram adicionados 100 μL das 

amostras de plasma e das diluições da curva padrão aos poços da placa, que foi 

incubada por 2 horas à TA. Ao final da incubação, a placa foi lavada 4 vezes com 

tampão de lavagem e, em seguida, adicionados 100 μL do anticorpo de detecção na 

concentração de 0,25 μg/mL para o MCP1/CCL2  e 1 μg/mL para IFN-γ. Após 2 

horas de incubação à TA, foram feitas 4 lavagens com tampão de lavagem e, 

posteriormente, adicionados 100 μL do conjugado Avidina-HRP (“horseradish 

peroxidase”)  por poço, diluído 1/2000 em diluente, e então incubado por 30 minutos 

à TA. Finalmente, 100 μL do substrato 3,3´5,5´-Tetrametilbenzedina (TMB)(Sigma) 

foram adicionados em cada poço da placa. A leitura da densidade óptica das 

amostras e diluições da curva padrão foi realizada no espectrofotômetro Expert Plus 

a 620 nm. 

IP-10/CXCL10 

Para a quantificação da quimiocina IP-10/CXCL10 nos pacientes (n=66), 100 

μl do anticorpo de captura à concentração de 0,25 μg/mL diluídos em PBS pH 7,2 

foram adicionados aos poços numa placa de 96 poços (Falcon-BD) e incubados por 

18 horas à TA. Ao final da incubação, foram feitas quatro lavagens com solução de 

lavagem (Tween-20 0,05% em PBS pH 7,2) e então adicionados 200 μL de solução 
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de bloqueio (BSA 5% em PBS pH 7,2) por poço. Após 2 horas de incubação à TA, 

foram realizadas 4 lavagens com tampão de lavagem. Curvas padrões foram 

preparadas através de diluições seriadas do respectivo padrão fornecido pelo 

fabricante (tabela 3.1). As amostras de plasma dos pacientes e controles foram 

diluídas 10 vezes em solução diluente (Tween-20 0,05%,BSA 0,1% em PBS pH7,2). 

Foram adicionados 100 μL das amostras de plasma e das diluições da curva padrão 

aos poços da placa, que foi incubada por 2 horas à TA. Ao final da incubação, a 

placa foi lavada 4 vezes com tampão de lavagem e, em seguida, foram adicionados 

100 μL do anticorpo de detecção na concentração de 0,25 μg/mL. Após 2 horas de 

incubação à TA, foram feitas 4 lavagens com tampão de lavagem  e, posteriormente, 

adicionados 100 μL do conjugado Avidina–HRP por poço, diluído 1/2000 em 

diluente, e então incubado por 30 minutos à TA. Finalmente, 100 μL do substrato 

TMB (Sigma) foram adicionados à placa por poço. A leitura da densidade óptica das 

amostras e diluições da curva padrão foi realizada no espectrofotômetro Expert Plus 

a 620 nm. 

IL-6 

Para a quantificação da citocina IL-6 nos pacientes (n=66), 100 μl do 

anticorpo de captura à concentração de 2.5 μg/mL dilúidos em PBS pH 7,2 foram 

adicionados aos poços numa placa de 96 poços (Falcon-BD) e incubados a 4oC por 

18 horas. Ao final da incubação, foi feita uma lavagem com solução de lavagem 

(Tween-20 0,5% em PBS pH 7,2) e então adicionados 250 μL de solução de 

bloqueio (BSA 5% em PBS pH 7,2) por poço. Após 2 horas de incubação à 

temperatura ambiente, foram realizadas 2 lavagens com tampão de lavagem. 

Curvas padrões foram preparadas através de diluições seriadas do respectivo 

padrão fornecido pelo fabricante (tabela 3.1). Foram adicionados 50 μL das 

amostras de plasma e das diluições da curva padrão aos poços da placa, que foi 

incubada por 2 horas à TA. Ao final da incubação, a placa foi lavada 4 vezes com 

tampão de lavagem e, em seguida, adicionados 50 μL do anticorpo de detecção na 

concentração de 0,25 μg/mL. Após 2 horas de incubação à TA, foram feitas 4 

lavagens com tampão de lavagem e, posteriormente, adicionados 100 μL do 

conjugado streptavidina–HRP por poço, diluído 1/5000 em diluente, e então 

incubado por 30 minutos à TA. Finalmente, 100 μL do substrato TMB (Sigma) foram 

adicionados à placa por poço. A leitura da densidade óptica das amostras e diluições 

da curva padrão foi realizada no espectrofotômetro Expert Plus a 620 nm. 
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3.5 Ensaios para avaliação dos parâmetros de coagulação 

3.5.1 Quantificação dos parâmetros de coagulação por ELISA  

Fator tecidual solúvel (sTF) 

Para a dosagem de sTF, as amostras de plasma de pacientes (n=68) foram 

diluídas previamente duas vezes em diluente fornecido pelo kit. Cem μl do diluente 

foram adicionados a todos os poços da placa de 96 poços já sensibilizada, seguido 

da adição de 100 μl das amostras dos pacientes diluídas e curva padrão. A curva 

padrão foi feita a partir de diluições seriadas de um padrão também fornecido pelo 

kit. Seguiu-se uma incubação por 2 horas à temperatura ambiente em agitador e ao 

final da incubação, os poços foram lavados 4 vezes com tampão de lavagem. Em 

seguida, 200 μl de anticorpo policlonal específico para TF conjugado a peroxidase 

(HRP) foram adicionados em todos os poços e incubados por 2 horas à TA em 

agitador. A placa foi novamente lavada por quatro vezes com tampão de lavagem e 

200 μl do substrato TMB foram adicionados aos poços. Seguiu-se nova incubação 

por 30 minutos à temperatura ambiente. A reação foi finalizada pela adição de 50 μl 

da solução de bloqueio (ácido sulfúrico 2 N) e leitura das densidades ópticas no 

espectrofotômetro Expert Plus a 450nm. 

Inibidor do TF (TFPI) 

Para a dosagem de TFPI, as amostras de plasma de pacientes (n=63) foram 

diluídas previamente 100 vezes em diluente fornecido pelo kit.  Cem μl do diluente 

foram adicionados a todos os poços da placa de 96 poços já sensibilizada, seguido 

da adição de 50 μl das amostras dos pacientes diluídas e curva padrão. A curva 

padrão foi feita a partir de diluições seriadas de um padrão também fornecido pelo 

kit. Seguiu-se uma incubação por 2 horas à temperatura ambiente em agitador e ao 

final da incubação, os poços foram lavados com tampão de lavagem. Em seguida, 

200 μl de anticorpo policlonal específico para TFPI conjugado a peroxidase (HRP) 

foram adicionados em todos os poços e incubados por 1 hora à temperatura 

ambiente em agitador. A placa foi, em seguida, lavada por três vezes com tampão 

de lavagem e 100 μl de substrato TMB foram adicionados aos poços. Seguiu-se 

nova incubação por 30 minutos à TA. A reação foi finalizada pela adição de 50 μl da 

solução de bloqueio (ácido sulfúrico 2 N) e leitura das densidades ópticas no 

espectrofotômetro Expert Plus a 450nm. 
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Trombomodulina (TM) 

Por fim, para a dosagem de Trombomodulina, as amostras de plasma de 

pacientes (n=65) foram diluídas previamente 10 vezes em diluente fornecido pelo kit. 

Cem μl do diluente foram adicionados a todos os poços da placa de 96 poços já 

sensibilizada, seguido da adição de 50 μl das amostras dos pacientes diluídas e 

curva padrão. A curva padrão foi feita a partir de diluições seriadas de um padrão 

também fornecido pelo kit. Seguiu-se uma incubação por 2 horas à TA em agitador 

e, ao final da incubação, os poços foram lavados 4 vezes com tampão de lavagem. 

Em seguida, 200 μl de anticorpo policlonal específico para trombomodulina 

conjugado a peroxidase (HRP) foram adicionados em todos os poços e incubados 

por 2 horas à temperatura ambiente em agitador. A placa foi novamente lavada por 

quatro vezes com tampão de lavagem e 200 μl de substrato TMB foram adicionados 

aos poços. Seguiu-se nova incubação por 30 minutos à TA ambiente. A reação foi 

finalizada pela adição de 50 μl da solução de bloqueio (ácido sulfúrico 2 N) e leitura 

das densidades ópticas no espectrofotômetro Expert Plus a 450nm. 

Quadro 3.1 Referencias dos Kits de ELISA utilizados 

 Molécula 
Curva padrão 

(pg/ml) 

Número do 
catálogo 

Fabricante 

Human TFPI 
Immunoassay 

2000-31,2 DTFP10 R&D Systems 

Human 
thrombomodulin/BDCA-3 
immunoassay 

40000 -62,5 DTHBD0 R&D Systems 

Human Coagulation 
Factor III/Tissue Factor 
Imunoassay 

5000 -7,8 DCF300 R&D Systems 

MCP-1/CCL2 1000-15,62 900-k31 Peprotech 

IP-10/CXCL10 1000-10 900-K39 Peprotech 

IL-6 100-1,56 BMS213/2MST eBiocience 

IFN-γ 1000-21,8 900-K27 Peprotech 

3.5.2 Dosagem do Fibrinogênio 

A dosagem do fibrinogênio plasmático foi realizada em 104 pacientes DENV+ 

no serviço de hematologia do Hospital Universitário Gaffrée e Guinle (HUGG) em 

colaboração com o Dr. Professor Adilson José de Almeida. 
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3.6 Analise estatística 

Todos os dados clínicos e laboratoriais foram registrados num banco de 

dados no programa EpiData Versão 3.1.  

Na analise estatística de variáveis qualitativas foi utilizado o teste exato de 

Fisher.  

Uma vez que os dados do estudo não apresentaram distribuição normal, as 

diferenças das médias foram comparadas utilizando o teste não paramétrico de 

Mann-Whitney U para dois grupos e o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, com 

o pós-teste de comparação de Dunn ou o pós-teste de tendência linear, na 

comparação de três o mais grupos. 

O teste de Spearman foi utilizado na análise das correlações das citocinas, 

quimiocinas e parâmetros de coagulação estudados com os dados laboratoriais 

(hematológicos e bioquímicos).  

Finalmente, para avaliar a capacidade discriminatória na predição da 

gravidade dos biomarcadores selecionados foi utilizada a área sob a curva ROC 

(“Receiver Operating Characteristic”), que é um gráfico de sensibilidade (ou taxa de 

verdadeiros positivos) versus taxa de falsos positivos (1 – especificidade) com 

valores de AUC (“area under curve”) de: 0,97-1,0 (ótimo), 0,9-0,97 (muito bom), 

0,75-0,9 (bom), 0,6-0,75 (regular) e 0,5-0,6 (ruim). 

Em todas as análises foi utilizado o programa GraphPad Prism versão 5.0 . 

Valores de *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 foram considerados estatisticamente 

significativos. 
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4 RESULTADOS 

No ano de 2013 foram coletadas 333 amostras de sangue de pacientes com 

suspeita clínica de infecção pelo DENV. Dos 333 casos, 227 pacientes (68,2%) 

apresentaram diagnóstico de infecção pelo DENV e foram incluídos no estudo. 

Noventa e um (27%) pacientes foram negativos constituindo o grupo ODF, e 15 

(4,5%) apresentaram diagnóstico inconclusivo e foram excluídos da análise. 

4.1 Características clínicas e demográficas dos casos confirmados 

de dengue  

Segundo a classificação clínica da OMS 2009, os casos confirmados de 

dengue foram organizados em grupos: 158 pacientes (70,2%) foram classificados 

como dengue sem sinais de alarme (DSSA), 65 pacientes (28,9%) foram 

classificados como dengue com sinais de alarme (DCSA) e apenas dois pacientes 

(0.9%) foram classificados como dengue grave (DG). Dois pacientes foram excluídos 

devido a ausência de informação nas fichas de estudo (fig. 4.1).  

Todos os pacientes, incluindo os ODF, encontraram-se entre 1°-10° dias de 

doença, contados a partir do aparecimento dos primeiros sintomas. 

DSSA
70.2%

DCSA
28.9%

DG
0.9%

 

Figura 4.1 Classificação dos casos confirmados de dengue, RJ e MS 2013 

Os sinais de alarme mais frequentes nos pacientes DCSA foram: dor 

abdominal persistente (40; 61,5%), sangramento de mucosas (21; 32,3%), aumento 

do hematócrito com rápida queda da contagem das plaquetas (18; 27,7%) e sinais 

de acúmulo de fluido (6; 9,2%). Os sangramentos de mucosa identificados foram 

epistaxe (6; 24%), gengivorragia (6; 24%), metrorragia (4; 19%), hemorragia 



39 

digestiva (4; 19%) e hematúria (2; 10%). Os sinais de acumulo de fluido identificados 

foram ascite (5; 83,3%) e derrame pleural (3; 50%). 

Em relação aos casos de dengue grave, um paciente apresentou Síndrome 

de Guillain-Barré e outro hepatite grave (AST/TGO e ALT/TGP > 1000 UI/l). Os dois 

pacientes graves foram incluídos na análise em conjunto com os pacientes DCSA 

(DCSA/DG). 

Na avaliação dos dados demográficos, 57,8% foram mulheres e 42,2% 

homens; a mediana da idade é de 36 anos; 49,8% dos casos são provenientes do 

RJ e 50,2% do MS; 31,1% apresentaram comorbidade, sendo hipertensão arterial a 

mais frequente (18,2%), com mediana de cinco dias de doença, contados a partir do 

inicio de sintomas (tabela 4.1).  

Entre os grupos DSSA e DCSA, não foram observadas diferenças 

significativas em relação às variáveis idade, sexo, procedência e presença de 

comorbidade. Observamos diferença significativa em relação aos dias de doença 

com mediana de quatro dias nos pacientes DSSA e seis dias nos pacientes 

DCSA/DG (p<0.001) (tabela 4.1).  

Tabela 4.1 Dados demográficos dos casos confirmados de dengue segundo 

classificação clínica, RJ e MS 2013 

  DSSA DCSA + DG 
P 

Total 

  
(n=158) (n=67) (n=225) 

Idade         

média ± DP 38.7 ± 15.7 38.9 ± 17.9 0.932 38.8 ± 16.3 

Sexo         

F 57.3% 58.8% 
0.769 

57.8% 

M 42.7% 41.2% 42.2% 

Procedência         

RJ 48.7% 52.2% 
0.664 

49.8% 

MS 51.3% 47.8% 50.2% 

Comorbidade 30.4% 32.8% 0.876 31.1% 

Hipertensão arterial 17.7% 19.4% 0.850 18.2% 

Diabetes mellitus 3.2% 4.5% 0.698 3.6% 

Outras 11.4% 13.4% 0.826 12.0% 

Dias de doença         

média ± DP 4.9 ± 2.7 6.4 ± 2.9 < 0.001 5.4 ± 3.7 

Na análise estatística foi utilizado o teste exato de Fisher para variáveis qualitativas 

e o teste de Mann-Whitney para variáveis quantitativas. Valores de p<0.05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 



40 

4.2 Características laboratoriais dos casos confirmados de dengue  

Em relação aos testes diagnósticos confirmatórios utilizados, resposta de 

anticorpos IgM foi detectada em 55,1% dos pacientes,  detecção do antígeno NS1 

em 44,4% e detecção do RNA viral através da RT-PCR em 37,8%. O teste ELISA 

IgM demonstrou maior confirmação nos pacientes DCSA/DG (80,6%) enquanto os 

testes ELISA AgNS1 e RT-PCR demonstraram maior confirmação nos pacientes 

DSSA (tabela 4.2). Em relação com o número de dias de doença, 36,1% dos 

pacientes DSSA e apenas 11,9% dos pacientes DCSA/DG tiveram uma coleta de 

sangue nos primeiros três dias de doença (tabela 4.3).  

Tabela 4.2 Distribuição dos casos confirmados de dengue segundo teste diagnóstico 

e classificação clínica, RJ e MS 2013 

Teste diagnóstico* 

DSSA DCSA + DG Total 

(n=158) (n=67) (n=225) 

n (%) n (%) n (%) 

ELISA IgM 70 (44.3%) 54 (80.6%) 124 (55.1%) 

ELISA AgNS1 77 (48.7%) 23 (34.3%) 100 (44.4%) 

RT-PCR 70 (44.3%) 15 (22.4%) 85 (37.8%) 

(*) O diagnóstico foi confirmado pela positividade de pelo menos um dos três testes 

Tabela 4.3 Distribuição dos casos confirmados de dengue segundo dias de doença 

até coleta da amostra, RJ e MS 2013 

Dias de doença 
DSSA DCSA/DG Total 

(n=158) (n=67) (n=225) 

1-3 dias 36.1% 11.9% 28.9% 

4-7 dias 50.0% 62.7% 53.8% 

> 7 dias 13.9% 25.4% 17.3% 

4.3 Tipagem dos sorotipos do DENV 

A tipagem dos DENV através da RT-PCR identificou os seguintes sorotipos: 

DENV-4 (95,3%), DENV-1 (3,5%) e DENV-2 (1,2%). No Campos dos Goytacazes 

apenas o sorotipo DENV-4 foi identificado (34; 100%); no Hospital Rio Laranjeiras 

foram encontrados os sorotipos DENV-1 (2; 10%) e DENV-4 (18; 90%); e no Campo 

Grande, MS, foram encontrados os sorotipos DENV-1 (1; 3,2%), DENV-2 (1; 3,2%) e 

DENV-4 (29; 93,5 %). O sorotipo DENV-4 foi predominante com 95,3% de 

positividade entre os diferentes centros regionais estudados (tabela 4.4). 
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Tabela 4.4 Distribuição dos sorotipos segundo procedência, RJ e MS 2013 

Procedência 
DENV-1 DENV-2 DENV-4 

(n=3) (n=1) (n=81) 

Hospital Rio Laranjeiras, RJ 10.0% 0.0% 90.0% 

Campo de Goytacazes, RJ 0.0% 0.0% 100.0% 

Campo Grande, MS 3.2% 3.2% 93.5% 

Total 3.5% 1.2% 95.3% 

4.4 Caracterização da infecção primária e secundária 

Na avaliação do tipo de infecção, 14,8% dos pacientes foram classificados 

como infecção primária e 85,2% como infecção secundária. Os resultados 

demonstraram que a maioria dos pacientes DCSA/DG apresentou infecção 

secundária em comparação com os pacientes DSSA, proporção estatisticamente 

significativa (p=0.013) (tabela 4.5). 

Tabela 4.5 Distribuição dos casos confirmados de dengue segundo tipo de infecção 

primária ou secundária, RJ e MS 2013 

Tipo de infecção DSSA DCSA/DG P* Total 

Infecção primária 19.2% 5.3% 
0.013 

14.8% 

Infecção secundária 80.8% 94.7% 85.2% 

Total 100.0% 100.0%   100.0% 

(*) Na análise estatística foi utilizado o teste exato de Fisher. Valores de p<0.05 

foram considerados estatisticamente significativos. 

4.5 Análise dos parâmetros hematológicos e bioquímicos 

Em relação aos parâmetros hematológicos, observamos que os pacientes 

DCSA/DG apresentaram contagens significativamente mais baixas de leucócitos, 

neutrófilos, linfócitos, monócitos e plaquetas, quando comparados com os pacientes 

com DSSA e o grupo ODF. Não houve diferença estatisticamente significativa entre 

os três grupos em relação aos valores do hematócrito (tabela 4.6). 

Encontramos que 24% dos casos confirmados de dengue apresentaram 

trombocitopenia. Assim, 10,7% dos pacientes DSSA e 54% dos pacientes DCSA/DG 

apresentaram contagem <100.000 plaquetas/mm3. Além disso, 27% dos pacientes 

DCSA/DG apresentaram contagem <50.000 plaquetas/mm3.. 
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Tabela 4.6 Parâmetros hematológicos nos grupos ODF, DSSA e DCSA/DG 

Parâmetros 
hematológicos* 

ODF DSSA DCSA/DG P 

Hematócrito 42.4 ± 0.4 41.9 ± 0.3 43.1 ± 0.6 
NS 

(max) % (n=78) (n = 139) (n = 62) 

Leucócitos 6242 ± 345.5 4440 ± 187.6 3671± 211.7 
<0.0001 

(min) cél/mm3 (n=78) (n = 139) (n = 62) 

Neutrófilos 3787 ± 350.2 2450 ± 135.9 1836 ± 168.7 
0.0001 

(min) cél/mm3 (n=56) (n = 109) (n = 51) 

Linfócitos 1629 ± 73.3 1470 ± 90.6 1223 ± 83.5 
0.0005 

(min) cél/mm3 (n=71) (n = 134) (n = 59) 

Monócitos 511 ± 29.1 446 ± 19.1 374 ± 36.2 
0.0009 

(min) cél/mm3 (n=71) (n=133) (n=56) 

Plaquetas 188 ± 8.0 172 ± 5.5 109 ± 9.4 
<0.0001 

(min) x 103/mm3 (n=78) (n = 140) (n = 63) 

(*) Valores expressos como média ± SEM, n: número de pacientes, ODF: outras 

doenças febris, máx: valores máximos, mín: valores mínimos, NS: não significativo. 

Na análise estatística dos grupos ODF, DSSA e DCSA/DG foi utilizado o teste não 

paramétrico de Kruskal-Wallis com o pós-teste de comparação de Dunn. Valores de 

p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.  

A análise dos parâmetros hematológicos segundo dias de doença 

demonstrou um incremento significativo dos valores de hematócrito e uma 

diminuição na contagem de plaquetas nos pacientes entre 4-7 dias de doença em 

relação aos pacientes entre 1-3 dias de doença; além disso, os pacientes entre 4-7 

dias de doença apresentaram uma contagem de leucócitos significativa abaixo do 

valor normal em relação aos pacientes com mais de 7 dias de doença (fig. 4.2). 
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Figura 4.2 Parâmetros hematológicos dos casos confirmados de dengue 

segundo dias de doença  

A) Dosagem do hematócrito, B) Contagem de plaquetas, C) Contagem de 

leucócitos. Na análise estatística dos grupos segundo dias de doença foi utilizado o 

teste não paramétrico de Kruskal-Wallis com o pós-teste de comparação de Dunn. 

Valores de *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 foram considerados estatisticamente 

significativos. 

Em relação aos parâmetros bioquímicos, os pacientes com dengue (DSSA e 

DCSA/DG) apresentaram níveis significativamente elevados de transaminases 

quando comparadas com o grupo ODF. Além disso, os pacientes com DCSA/DG 

apresentaram níveis significativamente mais elevados das enzimas aspartato 

aminotransferase (AST) / transaminase glutâmico oxalacética (TGO) (p<0.0001) e 

alanina aminotransferase (ALT) / transaminase glutâmico pirúvica (TGP) (p=0.002) 

em relação aos pacientes com DSSA (tabela 4.7).  

De acordo com a tabela 4.8, observamos que 63,5% e 69,8% dos pacientes 

apresentaram níveis acima do valor normal de AST/TGO e ALT/TGP, 

respectivamente. Níveis elevados de AST/TGO foram encontrados em 50% dos 

pacientes DSSA e 80,4% dos pacientes DCSA/DG; além disso, cinco pacientes 

DCSA/DG apresentaram aumento superior a 10 vezes do valor normal. Em relação a 

ALT/TGP, 64% dos pacientes DSSA e 71,7% dos pacientes DCSA/DG 
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apresentaram níveis acima do valor normal, e dois pacientes DCSA/DG 

apresentaram aumento superior a 10 vezes do valor normal.  

Tabela 4.7 Parâmetros bioquímicos nos grupos ODF, DSSA e DCSA/DG 

Parâmetros 
bioquímicos* 

ODF DSSA DCSA/DG p 

TGO max (UI/l) 37.41 ± 3.6 53 ± 4.1 180 ± 34.4 
<0.0001 

  (n=44) (n = 86) (n = 46) 

TGP max (UI/l) 48.14 ± 3.9 65 ± 4.9 150 ± 31.1 
<0.0001 

  (n=44) (n = 86) (n = 46) 

Proteina C reativa 6.825 ± 2.9 17.3 ± 5.1 39.8 ± 11.8 
0.185 

(mg/dl) (n=8) (n = 26) (n = 16) 

(*) Valores expressos como média ± SEM, n: número de pacientes, ODF: outras 

doenças febris, máx: valores máximos, NS: não significativo. Na análise estatística 

dos grupos ODF, DSSA e DCSA/DG foi utilizado o teste não paramétrico de Kruskal-

Wallis com o pós-teste de comparação de Dunn. Valores de p<0.05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 

Tabela 4.8 Classificação dos casos de dengue segundo os níveis de transaminases 

Níveis de 
transaminases 

DSSA DCSA/DG Total 

(n=86) (n=46) (n=126) 

AST/TGO, n (%)             

VN 43 (50.0%) 9 (19.6%) 52 (41.3%) 

> VN 43 (50.0%) 37 (80.4%) 80 (63.5%) 

> 10X VN 0 (0.0%) 5 (10.9%) 5 (4.0%) 

ALT/TGP, n (%)             

VN 31 (36.0%) 13 (28.3%) 44 (34.9%) 

> VN 55 (64.0%) 33 (71.7%) 88 (69.8%) 

> 10X VN 0 (0.0%) 2 (4.3%) 2 (1.6%) 

Para a análise, foi considerado como limite superior do valor normal (VN) para 

AST/TGO: 39 UI/l (homem), 37 UI/l (mulher) e para ALT/TGP: 45 UI/l (homem), 37 

UI/l (mulher). >10X VN: aumento maior a 10 vezes do valor normal 

Na analise dos níveis circulantes da proteína C reativa, não foi observada 

diferença estatisticamente significativa entre os grupos de pacientes DSSA (n=26), 

DCSA (n=16) e ODF (n=8) (tabela 4.7). No entanto, encontramos uma tendência de 

incremento nos níveis séricos da proteína C reativa nos pacientes ODF, DSSA e 

DCSA/DG (tendência linear, p=0.025) (fig. 4.3). 
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Figura 4.3 Dosagem da Proteína C reativa nos grupos ODF, DSSA, DCSA 

Na análise estatística dos grupos ODF, DSSA e DCSA foi utilizado o teste não 

paramétrico de Kruskal-Wallis com o pós-teste de tendência linear. Valores de 

p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos. 

Ao analisarmos os níveis circulantes da albumina em 18 pacientes com 

dengue (2 pacientes DSSA, 15 pacientes DCSA e um paciente DG), encontramos 

uma correlação positiva entre os níveis séricos de albumina e a contagem de 

plaquetas (r=0.472, p=0.048). 

Finalmente, a análise dos parâmetros hematológicos e bioquímicos de acordo 

com o tipo de infecção, evidenciou uma menor contagem de plaquetas (p=0.001) e 

níveis circulantes elevados de AST/TGO (p=0.015) nos pacientes apresentando 

infecção secundária (tabela 4.9). Não foi observada diferença estatística em relação 

aos outros parâmetros hematológicos e/ou bioquímicos estudados. 

Tabela 4.9 Parâmetros hematológicos e bioquímicos vs infecção primária/secundária 

Parâmetro 
Infecção 
primária 

Infecção 
Secundária 

P 

Plaquetas 
199.6 ± 15.4 141.4 ± 5.9 

0.001 
(n=23) (n=145) 

AST/TGO 
45.4 ± 8.8 105.1 ± 15.2 

0.015 
(n=16) (n=114) 

Valores expressos como média ± SEM, n: número de pacientes. Na análise 

estatística foi utilizado o teste não paramétrico de Mann-Whitney, Valores de p<0.05 

foram considerados estatisticamente significativos. 
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4.6 Análise dos mediadores inflamatórios (citocinas e quimiocinas) 

na infecção pelo DENV 

Embora tenhamos encontrado grande variabilidade na produção das citocinas 

IFN-γ e IL-1β, não foi observada diferença estatística entre os grupos de pacientes 

DSSA e DCSA/DG e os controles. No entanto, ambos os grupos de pacientes com 

dengue (DSSA e DCSA/DG) apresentaram níveis elevados de TNF-α e IL-10 

quando comparados com os controles (p<0.0001). Pacientes DCSA/DG 

apresentaram níveis plasmáticos significativamente mais elevados de IL-6 e IL-10 

quando comparados aos pacientes DSSA (tabela 4.10).  

Tabela 4.10 Dosagem das citocinas nos controles e casos confirmados de dengue 

segundo classificação clínica 

Citocinas 
Controle DSSA DCSA/DG p 

(pg/ml) 

TNF-α 
3.827 ± 0.5 21.83 ± 4.8 21.23 ± 7.7 

<0.0001 
(n = 15) (n = 125) (n = 53) 

IL-10 
0.533 ± 0.1 5.568 ± 0.9 8.875 ± 1.9 

<0.0001 
(n = 15) (n = 125) (n = 53) 

IL-6 
5.511 ± 1.6 10.06 ± 0.9 56.52 ± 40.7 

0.005 
(n = 4) (n = 45) (n = 21) 

IL-1β 
0.7695 ± 0.1 11.17 ± 7.0 18.38 ± 12.2 

NS 
(n = 15) (n = 125) (n = 53) 

IFN-γ 
217.4 ± 116.8 324.0 ± 73.8 204.3 ± 34.9 

NS 
(n = 5) (n = 17) (n = 11) 

Valores expressos como média ± SEM, n: número de pacientes, NS: não 

significativo. Na análise estatística dos grupos Controle, DSSA e DCSA/DG foi 

utilizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis com o pós-teste de comparação 

de Dunn. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos. 

Em seguida os níveis plasmáticos das quimiocinas IL-8/CXCL8, MCP1/CCL2 

e IP-10/CXCL10 foram avaliados. De acordo com a tabela 4.11, podemos observar 

níveis plasmáticos de MCP-1/CCL2, IP-10/CXCL10 e IL-8/CXCL8 significativamente 

mais elevados em ambos os grupos de pacientes com dengue (DSSA e DCSA/DG) 

quando comparados aos controles; além disso, pacientes DSSA apresentaram 

níveis significativamente mais elevados de IL-8/CXCL8 quando comparados com os 

pacientes DCSA/DG. 
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Tabela 4.11 Dosagem das quimiocinas nos controles e casos confirmados de 

dengue segundo classificação clínica 

Quimiocinas 
Controles DSSA DCSA/DG p 

(pg/ml) 

IL-8/CXCL8 
3.320 ± 0.692 78.55 ± 22.68 74.61 ± 39.81 

<0.0001 
(n = 15) (n =125) (n = 53) 

MCP-1/CCL2 
147.1 ± 40.62 778.1 ± 84.8 717.4 ± 110.4 

0.0003 
(n = 8) (n = 44) (n = 20) 

IP-10/CXCL10 
76.05 ± 16.58 571.5 ± 66.36 946.4 ± 255.3 

0.001 
(n = 8) (n = 46) (n = 20) 

Valores expressos como média ± SEM, n: número de pacientes, NS: não 

significativo. Na análise estatística dos grupos Controle, DSSA e DCSA/DG foi 

utilizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis com o pós-teste de comparação 

de Dunn. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos. 

A dosagem/quantificação das citocinas e quimiocinas segundo dias de 

doença também foi avaliada nos pacientes infectados pelo DENV. Níveis 

significativamente mais elevados de IL-1β foram encontrados nos pacientes nos 

primeiros dias de doença (1-3 dias: 3.792 ± 1.395 pg/ml versus 4-7 dias: 0.706 ± 

0.070 pg/ml; p=0.0075). Por outro lado, pacientes entre 4-7 dias de doença 

apresentaram níveis plasmáticos significativamente mais elevados de IL-10 (quando 

comparados 4-7 dias: 9.043 ± 1.421 pg/ml versus 1-3 dias: 4.607 ± 1.395 pg/ml; 

p=0.0004 e versus >7 dias: 2.298 ± 0.580 pg/ml; p<0.0001) (figura 4.4). Não foi 

observada diferença estatística quanto à produção das citocinas TNF-α, IL-6 e IFN-γ 

nos diferentes dias de doença (figura 4.4). 

Em relação às quimiocinas, níveis significativamente mais elevados de           

IL-8/CXCL8 foram encontrados nos pacientes nos primeiros dias de doença (1-3 

dias: 74.53 ± 27.31 pg/ml versus 4-7 dias: 46.34 ± 22.03; p=0.033). Por outro lado, 

os pacientes entre 4-7 dias de doença apresentaram níveis plasmáticos 

significativamente mais elevados de IP-10/CXCL10 (4-7 dias: 789.8 ± 138.1 pg/ml 

versus >7 dias: 152.1 ± 38.8 pg/ml; p<0.0001). Em relação à dosagem de          

MCP-1/CCL2, não encontramos diferença estatística entre os grupos por dias de 

doença, no entanto encontramos uma tendência significativa de diminuição na sua 

produção (1-3 dias: 1082 ± 177.6 pg/ml; 4-7 dias: 711 ± 59.0 pg/ml; >7 dias: 307.4 ± 

31.5 pg/ml; tendência linear, p<0.0001) (figura 4.4). 

Não houve diferença estatística em relação à dosagem das citocinas e 

quimiocinas e o tipo de infecção primária ou secundária.  
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Figura 4.4 Dosagem de citocinas e quimiocinas dos casos confirmados  

de dengue segundo dias de doença.  

A) Dosagem de IL-1β, B) Dosagem de IL-10, C) Dosagem de IL-8/CXCL8, D) 

Dosagem de MCP-1/CCL2, E) Dosagem de IP-10/CXCL10. Na análise estatística foi 

utilizado o teste de Kruskal-Wallis com o pós-teste de comparação de Dunn e o pós-

teste de tendência linear. Valores de *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 foram 

considerados estatisticamente significativos. 
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4.7 Análise dos parâmetros de coagulação 

Conforme apresentado na tabela 4.12, nossos resultados demonstraram que 

os pacientes DCSA/DG apresentaram níveis significativamente menores de 

fibrinogênio quando comparados com pacientes DSSA. 

Os níveis plasmáticos do sTF, proteína que inicia o processo de ativação da 

cascata de coagulação, foram determinados conforme demonstrado na tabela 4.12 e 

na figura 4.5, ambos os grupos de pacientes com dengue (DSSA e DCSA/DG) 

apresentaram níveis plasmáticos significativamente mais baixos do sTF em relação 

aos controles. Essa tendência também foi observada entre os dias de doença, em 

que os valores começam a diminuir entre 4-7 dias de doença (1-3 dias: 16.58 ± 3.1 

pg/ml; 4-7 dias: 10.71 ± 0.7 pg/ml; > 7 dias 10.85 ± 0.8 pg/ml; tendência linear, 

p=0.04). 

Contrariamente ao que foi observado para o sTF, níveis significativamente 

elevados do TFPI (inibidor fisiológico do TF) foram encontrados nos grupos de 

pacientes com dengue (DSSA e DCSA/DG) quando comparados com os controles 

(tabela 4.12 e figura 4.5). Não encontramos diferenças significativas dos níveis do 

TFPI em relação aos dias de doença.  

Em relação com trombomodulina, não encontramos diferença estatística entre 

os grupos de pacientes e os controles (tabela 4.12). No entanto, níveis 

significativamente elevados foram encontrados nos pacientes entre os dias 4-7 de 

doença (4-7 dias: 3337 ± 130.7 pg/ml versus >7 dias: 2754 ± 198.1 pg/ml; p=0.024). 

Tabela 4.12 Dosagem dos parâmetros de coagulação nos controles e casos 

confirmados de dengue segundo classificação clínica 

Parâmetros de 
Controle DSSA DCSA/DG p 

coagulação 

Fibrinogênio 
(mg/dl) 

290.3 ± 39.61 322.1 ± 8.73 279.2 ± 18.76 
0.0216 

(n = 4) (n = 66) (n = 37) 

sTF (pg/ml) 
20.45 ± 3.08 13.06 ± 1.31 10.37 ± 0.59 

0.0024 
(n = 9) (n = 46) (n = 19) 

TFPI (pg/ml) 
16578 ± 1768 22184 ± 1246 25871 ± 2864 

0.0498 
(n = 16) (n = 40) (n = 22) 

TM (pg/ml) 
2855 ± 162.7 3227 ± 107.1 3154 ± 189.3 

NS 
(n = 9) (n = 43) (n = 22) 

Valores expressos como média ± SEM, n: número de pacientes, NS: não 

significativo. Na análise estatística dos grupos Controle, DSSA e DCSA/DG foi 

utilizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis com o pós-teste de comparação 

de Dunn. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos. 
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Figura 4.5 Dosagem dos parâmetros de coagulação dos controles e casos 

confirmados de dengue segundo classificação clínica. 

A) Dosagem do sTF; B) Dosagem do TFPI. Na análise estatística dos grupos 

Controle, DSSA e DCSA/DG foi utilizado o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis 

com o pós-teste de comparação de Dunn. Valores de *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 

foram considerados estatisticamente significativos. 

Finalmente, não foi observada diferença estatística entre os parâmetros de 

coagulação estudados e o tipo de infecção primária ou secundária. 

4.8 Comparações das dosagens dos parâmetros de coagulação na 

presença ou ausência de sangramentos 

Na análise dos parâmetros de coagulação na presença ou ausência de 

sangramentos nos pacientes com dengue, como esperado, diminuição significativa 

na contagem de plaquetas foi observada nos pacientes que apresentaram 

sangramento. Não foi observada diferença estatística em relação aos outros 

parâmetros de coagulação estudados na presença ou ausência de sangramento 

(tabela 4.13). No entanto, níveis significativamente elevados de transaminases foram 

encontrados nos pacientes que apresentaram sangramento (tabela 4.14).  
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Tabela 4.13 Comparação das dosagens dos parâmetros de coagulação segundo a 

presença ou ausência de sangramentos nos casos confirmados de dengue 

Parâmetros de Dengue Dengue 
p 

 Coagulação s/sangramento c/sangramento 

Plaquetas x 103 (min) 
156.2 ± 5.28 116.7 ± 19.24 

0.016 
(n = 182) (n = 21) 

Fibrinogênio (mg/dl) 
308.4 ± 8.87 286.8 ± 35.88 

NS 
(n = 91) (n = 13) 

TM (pg/ml) 
3213 ± 102.2 3116 ± 254.9 

NS 
(n = 58) (n = 7) 

sTF (pg/ml) 
12.44 ± 1.05 10.58 ± 0.35 

NS 
(n = 59) (n = 6) 

TFPI (pg/ml) 
22608 ± 1275 28701 ± 4773 

NS 
(n = 53) (n = 9) 

Valores expressos como média ± SEM, n: número de pacientes, NS: não 

significativo. Na análise estatística foi utilizado o teste não paramétrico de Mann-

Whitney. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos 

Tabela 4.14 Comparação das dosagens das transaminases segundo a presença ou 

ausência de sangramentos nos casos confirmados de dengue 

Transaminases Dengue Dengue 
p 

s/sangramento c/sangramento 

AST/TGO 
76 ± 8.3 236 ± 80 

0.002 
(n = 115) (n = 17) 

ALT/TGP 
77 ± 6.1 206± 77 

0.045 
(n = 115) (n = 17) 

Valores expressos como média ± SEM, n: número de pacientes. Na análise 

estatística foi utilizado o teste não paramétrico de Mann-Whitney. Valores de p<0.05 

foram considerados estatisticamente significativos. 
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4.9 Correlações entre os níveis circulantes dos marcadores 

inflamatórios (citocinas e quimiocinas) estudados com os 

parâmetros laboratoriais associados à gravidade 

Com o intuito de identificar as possíveis associações dos fatores solúveis 

estudados, avaliamos a correlação entre os níveis circulantes das 

citocinas/quimiocinas com os diversos parâmetros laboratoriais associados à 

gravidade. 

Citocinas e quimiocinas são moléculas pleiotrópicas, algumas são induzidas 

por vias similares e, portanto, podem estar presentes simultaneamente. Assim, 

evidenciamos correlação positiva entre os níveis plasmáticos dos mediadores  

inflamatórios: TNF-α e IL-1β (r=0.491, p<0.0001); TNF-α e IL-8/CXCL8 (r=0.483, 

p<0.00010); IL-10 e IP-10/CXCL10 (r=0.488, p<0.0001). Por fim, MCP1/CCL2 e IP-

10/CXL10 (r=0.623, p<0.0001) (fig. 4.6).  

Observamos correlação positiva entre os níveis plasmáticos de IL-6 com os 

níveis de AST/TGO ou ALT/TGP. Da mesma forma, a quimiocina IP-10/CXL10 

também apresentou correlação positiva com os níveis de AST/TGO e ALT/TGP. A 

citocina IL-10 apresentou uma correlação positiva apenas com a AST/TGO (tabela 

4.15). Correlação positiva entre os níveis circulantes de IL-10 e a relação 

albumina/globulina sérica também foi observada (r=0.613, p=0.015, n=15). 

Nossos resultados também indicaram uma correlação positiva entre os níveis 

circulantes do IFN-γ com a contagem dos monócitos; e inversa entre os níveis 

circulantes da MCP1/CCL2 com a contagem de linfócitos (tabela 4.15). 

Contagem de plaquetas, leucócitos e linfócitos foram inversamente 

correlacionados aos níveis circulantes de IL-10. De modo similar, os níveis 

plasmáticos de IP-10/CXCL10 apresentaram correlação inversa com a contagem de 

leucócitos e plaquetas (tabela 4.15). 
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Figura 4.6 Avaliação de associação entre citocinas e quimiocinas  

A) Níveis de TNF-α x IL-1β, B) Níveis de IL-10 x IP10/CXCL10, C) Níveis de 

MCP1/CCL2 x IP10/CXL10, D) Níveis de IL-8/CXCL8 x TNF-α. Na analise estatística 

foi utilizada a correlação de Spearman. Valores de p<0.05 foram considerados 

estatisticamente significativos. 

. 
 

 

 

 

 

 

 

 



54 

Tabela 4.15 Correlação entre as dosagens de citocinas e quimiocinas com os dados 

laboratoriais dos casos confirmados de dengue 

  Leucócitos Linfócitos Monócitos Plaquetas AST/TGO ALT/TGP 

IL-1β  
NS NS NS NS NS NS 

(n=156) (n=150) (n=147) (n=158) (n=104) (n=104) 

TNF-α  
NS NS NS NS NS NS 

(n=156) (n=150) (n=147) (n=158) (n=104) (n=104) 

IL-6  
NS NS NS NS r= 0.371 r=0.340 

(n=61) (n=59) (n=56) (n=62) p=0.009 p=0.018 

IFN-γ 
NS NS r=0.428 NS NS NS 

(n=25) (n=24) p=0.037 (n=25) (n=19) (n=19) 

IL-10 
r= -0.353 r= -0.319 NS r= -0.352 r=0.305 NS 

p=0.0001 p=0.0001 n=151 p=0.0001 p=0.0001 n=104 

IP-10/CXCL10 
r= -0.394 NS NS r= -0.272 r=0.388 r=0.336 

p=0.034 (n=59) (n=57) p=0.034 p=0.008 p=0.024 

MCP1/CCL2 
NS r= -0.394 NS NS NS NS 

(n=59) p=0.034 (n=55) (n=60) (n=43) (n=43) 

IL-8/CXCL8 
NS NS NS NS NS NS 

(n=156) (n=150) (n=147) (n=158) (n=104) (n=104) 

Foi realizada a correlação de Spearman. NS: correlação não significativa; n: numero 

de pares analisados. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 

4.10  Correlações entre os níveis circulantes dos marcadores de 

coagulação estudados com parâmetros laboratoriais 

associados à gravidade 

Numa tentativa de demonstrar a existência de associações entre os dados 

laboratoriais e os diferentes parâmetros de coagulação, foram realizadas análises de 

correlações. Nossos resultados indicaram correlação inversa entre os níveis 

circulantes do TFPI com a contagem de plaquetas e correlação positiva com os 

níveis de AST/TGO e ALT/TGP (fig. 4.7). 

Uma correlação positiva foi encontrada entre os níveis circulantes de TFPI e 

sTF (fig. 4.7). Não foi observada diferença estatística em relação aos demais 

marcadores de coagulação testados. 
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Figura 4.7 Avaliação de associação entre marcadores de coagulação 

e parâmetros laboratoriais 

A) Níveis de sTF x TFPI, B) Níveis de TFPI x plaquetas, C) Níveis de TFPI x 

AST/TGO, D) Níveis de TFPI x ALT/TGP. Na análise estatística foi realizada a 

correlação de Spearman. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente 

significativos. 
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4.11 Avaliação de possíveis biomarcadores de gravidade 

Todos os parâmetros estudados (citocinas, quimiocinas e marcadores de 

coagulação) foram associados na tentativa de sugerir um potencial biomarcador de 

gravidade. Assim, demonstramos que níveis plasmáticos de IL-10 e IP-10/CXCL10 

estiveram associados com parâmetros de gravidade como trombocitopenia e níveis 

séricos elevados das transaminases. Níveis significativamente elevados de IL-10 

foram evidenciados nos pacientes DCSA/DG, e não observamos diferença 

estatística nos níveis de IP-10/CXCL10. 

Na análise da área sob a curva ROC não encontramos bom valor preditivo 

para IP-10/CXCL10 (AUC=0.542, IC95%: 0.389-0.695, p=0.586) e IL-10 

(AUC=0.653, IC95%: 0.569-0.737, p=0.001) na discriminação daqueles pacientes 

que desenvolverão DCSA/DG. No entanto, IL-10 apresentou um AUC considerado 

regular (figura 4.8). 

  

Figura 4.8 Curva ROC dos níveis circulantes de IL-10 e IP-10/CXCL10 

A) IL-10 (n=178), B) IP-10/CXCL10 (n=66), n: número de pacientes. 
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5 DISCUSSÃO 

5.1 A nova classificação OMS 2009, manifestações clínicas e 

características laboratoriais 

No Brasil, a transmissão da dengue vem ocorrendo de forma continuada 

desde 1986, intercalando-se com a ocorrência de epidemias, geralmente associadas 

com a introdução de novos sorotipos em áreas anteriormente indenes. O maior surto 

ocorreu em 2013, com aproximadamente 2 milhões de casos notificados e 

predomínio da circulação do sorotipo DENV-4 (40). Nosso estudo foi realizado em 

duas das regiões mais atingidas pela dengue no ano 2013 (Região Sudeste com 

926.595 e Região Centro-Oeste com 270.797 casos notificados) (36). 

De acordo com a nova classificação clínica proposta pela OMS no ano 2009 

(68), o manejo adequado dos pacientes depende do reconhecimento precoce dos 

sinais de alarme. Esses sinais são importantes, uma vez que surgem antes do 

estabelecimento da dengue grave (203). O Brasil adotou oficialmente a nova 

classificação a partir de janeiro de 2014 (204). Neste estudo, observamos um 

predomínio de pacientes com quadros clínicos brandos e sem sinais de alarme 

(70,5%), em concordância com os dados do Ministério da Saúde 2013, sendo que 

apenas dois pacientes (0,9%) apresentaram a forma grave da doença. 

Dentre os pacientes classificados como DCSA, evidenciamos que dor 

abdominal persistente (63,5%) e sangramento de mucosas (32,3%) foram os sinais 

de alarme mais frequentes, em acordo com estudos realizados na Ásia (205, 206) e 

no Brasil (207) que utilizaram também a nova classificação. A intensidade da dor 

abdominal não tem sido associada à gravidade nem com faixa etária (208, 209) 

(210). Várias hipóteses foram formuladas em relação à dor abdominal na dengue, 

como por exemplo, a distensão da cápsula hepática, a estimulação do plexo nervoso 

produzido pelo edema no espaço retroperitoneal, e a diminuição da perfusão 

mesentérica (211), o envolvimento do pâncreas (212, 213), ou do ducto biliar 

também foram relacionados (214, 215). No Peru, foi relatado um caso de infecção 

pelo DENV-4 que evoluiu com um quadro de colecistite aguda acalculosa (216). 

Os sangramentos de mucosa mais frequentes foram gengivorragia e epistaxe, 

em concordância com outros estudos realizados na Ásia (206) e no Brasil (84).  Em 

geral, os graus variáveis de hemorragia observados na dengue podem estar 
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relacionados a defeitos na primeira fase da hemostasia, como resultado de 

alterações nas plaquetas e aumento de permeabilidade vascular, mas também a 

partir de desordens na coagulação, como a coagulação intravascular disseminada 

nos casos graves (217). Estudo recente não encontrou associação entre aumento da 

permeabilidade vascular e sangramento, sugerindo que são fenômenos 

independentes, conforme estabelecido na nova classificação de OMS (218). 

Com base na determinação de anticorpos anti-dengue IgG e na relação 

IgM/IgG, 85,2% dos casos confirmados de dengue deste estudo apresentaram  

infecção secundária, dentre estes a maioria (94,7%) eram de DCSA/DG. Esse 

método evidenciou que a maior parte da população estudada já tinha antecedente 

de infecção, provavelmente pelo DENV-1 e/ou DENV-2 no Brasil (219).  

As infecções pelo DENV-4 geralmente são caraterizadas por um quadro 

clínico mais brando em comparação aos outros sorotipos (220-222), incluindo 

aqueles pacientes com coinfecção por outros vírus, como HIV (223). No entanto, 

vários estudos têm relatado casos de FHD (20, 97, 98, 220) e óbitos (224) com o 

sorotipo 4, principalmente nas infecções secundárias. 

Trabalhos vêm demonstrando associação entre viremia, através da dosagem 

do antígeno NS1 como marcador de carga viral, e gravidade da doença, em geral 

nas infecções pelos sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3, (157, 225-228). No 

nosso estudo, em pacientes infectados pelo DENV-4, não encontramos diferença 

significativa nos níveis circulantes do antígeno NS1 (avaliado pela Densidade Óptica 

obtida no teste) entre os pacientes DSSA e DCSA/DG (dados não apresentados). 

As principais alterações hematológicas relatadas em pacientes com dengue 

são: aumento do hematócrito, leucopenia e trombocitopenia (229). No nosso estudo, 

54,2% dos pacientes apresentaram leucopenia e 24,1% trombocitopenia. A 

contagem de leucócitos e plaquetas foi significativamente mais baixa nos pacientes 

DCSA/DG em comparação com os pacientes DSSA. Esses resultados corroboram 

com estudos prévios realizados no Brasil em pacientes graves e brandos (73, 230). 

Além disso, 27,7% dos pacientes DCSA/DG apresentaram contagem de plaquetas 

<50,000/mm3. De fato, a trombocitopenia acentuada é observada na infecção grave 

pelo DENV e associada, em alguns casos, com o aparecimento de manifestações 

hemorrágicas (217, 229).  

Observamos que tanto a trombocitopenia como os elevados níveis séricos de 

transaminases foram associados com a presença de sangramento, corroborando os 

estudos anteriores (151, 231).  
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Hipóteses vêm sendo formuladas visando à elucidação dos prováveis 

mecanismos responsáveis pela trombocitopenia na dengue. Numa primeira 

abordagem o DENV afetaria as células progenitoras da medula óssea inibindo suas 

funções (232). Ainda, mecanismos indiretos ao vírus, diminuiriam capacidade 

proliferativa das células hematopoiéticas (233). De fato, existem evidências de que o 

DENV induz hipoplasia da medula óssea na fase aguda da doença (234), e estudo in 

vitro demonstrou que o DENV-4 se replica em células progenitoras da medula óssea 

humana alterando a sua capacidade proliferativa (235). Numa segunda abordagem, 

mais periférica, a infecção pelo DENV induziria consumo plaquetário em decorrência 

de coagulação intravascular disseminada, destruição das plaquetas em decorrência 

de uma maior lise pelo complemento e apoptose. Ainda, pelo envolvimento de 

anticorpos antiplaquetários (236, 237).   

De acordo com dados da literatura, a leucopenia e trombocitopenia precedem 

ao aumento do hematócrito (68). A leucopenia é observada na fase aguda, assim 

como a trombocitopenia, no entanto atinge menores níveis na defervescência, 

período em que se observa aumento do hematócrito (68, 229). No entanto, não 

observamos diferença significativa nos valores do hematócrito, provavelmente 

devido ao baixo numero de casos graves e também por conta da hidratação venosa 

recebida pelos pacientes DCSA/DG. Pacientes com outras doenças febris (ODF) 

apresentaram valores de referência dentro da normalidade e diferença significativa 

quando comparados com os grupos DSSA e DCSA/DG corroborando com a visão 

de que essas alterações hematológicas são características do DENV. 

Nossos resultados corroboram com diversos trabalhos que demonstraram 

presença de leucopenia na dengue. De fato, uma redução no número de linfócitos T 

CD4 com inversão da taxa CD4/CD8 é descrita na fase aguda da doença (148, 160). 

As causas da redução de linfócitos são discutidas e parece envolver mecanismos de 

migração e apoptose. Recentemente, a equipe do nosso laboratório demonstrou 

uma maior frequência de linfócitos T CD4 e CD8 expressando o receptor de 

quimiocina CCR5 na fase aguda da doença. Nesse trabalho, foram observados 

baixos níveis da quimiocina CCL5/RANTES no sangue e elevada expressão em 

tecidos hepáticos de casos fatais, sugerindo a migração dos linfócitos para tecidos 

inflamados. Além disso, Torrentes e colaboradores demonstraram a associação 

entre um perfil de ativação de subpopulações de linfócitos T e susceptibilidade à 

apoptose, principalmente nos casos graves de dengue (238), indicando que 

apoptose poderia estar envolvida na redução periférica destes leucócitos. 
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O envolvimento hepático é uma das características da infecção pelo DENV. 

As alterações hepáticas, incluindo hepatomegalia e aumentos das transaminases já 

foram descritas tanto em casos de DC como de FHD (239-242). A Insuficiência 

hepática aguda associada com a dengue tem sido descrita mais frequentemente em 

crianças (243-245) e em alguns casos nos adultos (246-250). Em geral, o 

envolvimento hepático na maioria dos casos prolonga o curso clínico da infecção, 

mas não constitui um sinal de mal prognóstico. Nossos resultados demonstraram 

que cerca de 60% dos pacientes com níveis de transaminases acima dos valores 

normais, em particular pacientes DCSA/DG, apresentaram valores ainda mais 

elevados, e um dos pacientes desenvolveu hepatite grave.  

A patogênese do envolvimento hepático na dengue ainda é pouco 

compreendida. Estudos demonstraram a presença do DENV nos hepatócitos e nas 

células de Kupffer (56). Sugere-se que ao contrário da febre amarela, a apoptose 

precoce dos hepatócitos infectados, seguida de uma rápida eliminação pelas células 

fagocíticas, poderia contribuir para a limitação da propagação do DENV. Por outro 

lado, a resposta efetora das células NK e TCD8 induziria à lesão nos hepatócitos 

pelo efeito citolítico direto destas células ou através das citocinas liberadas (251, 

252). 

De maneira geral, como relatado por outros autores, também observamos que 

os pacientes com dengue apresentaram maiores níveis séricos de AST/TGO quando 

comparados com os níveis de ALT/TGP. Esses dados diferem do encontrado em 

pacientes com infecção pelo vírus da hepatite B ou C, em que os níveis de ALT/TGP 

são maiores que AST/TGO (239-242). Estudo demonstrou a inversão da taxa 

TGO/TGP na fase de convalescência da dengue (253). As diferentes variações nos 

níveis das transaminases durante a dengue não estão completamente elucidadas. A 

enzima AST/TGO é também produzida por outros órgãos, como coração, músculo 

esquelético, rins e cérebro, assim como pelas hemácias e leucócitos, enquanto a 

ALT/TGP é produzida principalmente pelo fígado. Assim, uma elevação dos níveis 

de AST/TGO na dengue, poderia refletir lesão em outros órgãos alvo (59, 254, 255). 

A enzima ALT/TGP possui meia vida mais curta que a AST/TGO. Assim, uma 

diminuição lenta nos níveis de AST/TGO na dengue, poderia ser devido à meia-vida 

mais prolongada desta enzima ou estaria refletindo uma recuperação mais lenta do 

fígado (251).  

Além disso, coinfecção DENV e o vírus da hepatite B (242, 256), uso de 

drogas hepatotóxicas, como o paracetamol ou ainda com uso de ervas medicinais, 
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podem também contribuir para elevação das transaminases durante a infecção (257, 

258). Neste estudo, não foi possível avaliar adequadamente estes antecedentes nos 

pacientes. Interessantemente, os pacientes com outras doenças febris (ODF) 

apresentaram níveis séricos das transaminases dentro da normalidade. 

No nosso estudo um caso de dengue grave apresentou diagnóstico de 

Síndrome de Guillain-Barre (SGB) duas semanas depois do inicio da doença. Na 

literatura, a incidência de manifestações neurológicas pode variar entre 0.5-21% 

(259), sendo a SGB raramente diagnosticada (260-263). No entanto, o DENV como 

causa de SGB pode ser subestimado, uma vez que os pacientes podem ser 

oligossintomáticos ou não apresentar sintomas característicos da dengue (264). 

Evidências sugerem que as manifestações clínicas da SGB são resultado de 

reações imunológicas mediadas pelas células T ativadas que atravessam a barreira 

hematoencefálica e induzem lesão nas células de Schwann através das citocinas e 

quimiocinas liberadas (265). 

Estudo relatou uma maior frequência de manifestações respiratórias e 

erupção maculopapulosa nas infecções pelo DENV-4 em comparação aos outros 

sorotipos (266). No nosso trabalho, outros sinais e sintomas não foram avaliados 

pela ausência de alguns desses dados na ficha clinica. 

5.2 Citocinas e Mediadores inflamatórios na imunopatogênese da 

dengue 

Muitos estudos realizados em amostras clínicas de pacientes com dengue na 

fase aguda mostram níveis circulantes aumentados de mediadores inflamatórios 

(citocinas e quimiocinas). Nós demonstramos que os pacientes DSSA e DCSA/DG 

apresentaram níveis plasmáticos significativamente elevados da citocina TNF-α 

quando comparadas com o grupo controle, corroborando estudos prévios e também, 

estudos do nosso grupo (147, 149, 152, 155, 267, 268).  

O TNF-α é uma citocina frequentemente associada com a gravidade da 

dengue (150, 269). No entanto, estudos realizados em pacientes adultos brasileiros 

demonstraram associação do TNF-α com gravidade durante infecção pelo DENV-2 

(149), mas não durante infecção pelo sorotipo DENV-3 (147). Não encontramos no 

nosso estudo, com predominância de infecção pelo sorotipo DENV-4, relação entre 

TNF-α e gravidade.  
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Níveis plasmáticos significativamente elevados de IL-6 foram encontrados nos 

pacientes DCSA/DG quando comparados aos pacientes DSSA. Altos níveis desta 

citocina foram observados em crianças asiáticas com FHD/SCD, além de uma 

associação com a gravidade da doença (270). Concentrações elevadas de IL-6 

podem causar lesão tecidual em algumas doenças, e especialmente na dengue 

grave (271). Nossos resultados corroboram o estudo de Rathakrishnan e 

colaboradores que também utilizaram a nova classificação (161) e com demais 

estudos que encontraram níveis circulantes alterados de IL-6 nos pacientes (154, 

272, 273). Interessantemente, foi demonstrada associação da IL-6 com o DENV-4 

em pacientes com FHD e infecção secundária (274). 

As citocinas proinflamatórias TNF-α, IL-1β e principalmente IL-6 induzem a 

expressão de proteínas de fase aguda pelos hepatócitos, como proteína C reativa, 

amiloide P sérico (SAP) e fibrinogênio (275-277). As pentraxinas, proteína C reativa 

e SAP podem reconhecer antígenos dos patógenos ativando o sistema 

complemento pela ligação ao C1q (via clássica) (278). A proteína C reativa é 

frequentemente utilizada como marcador de inflamação e infecção (279) e na 

infecção pelo DENV, é um dos biomarcadores do diagnóstico precoce e prognóstico 

de gravidade (274, 280). De fato, encontramos uma tendência significativa de 

incremento nos níveis séricos da proteína C reativa nos pacientes DCSA/DG em 

comparação com os pacientes DSSA e o grupo ODF. 

Não observamos diferença estatística nos níveis circulantes de IL-1β nos 

pacientes com dengue, mas encontramos níveis aumentados nos primeiros dias de 

doença. A IL-1Ra é um antagonista natural da IL-1 sendo capaz de bloquear os seus 

efeitos (281, 282). Estudos prévios encontraram níveis alterados de IL-1Ra em 

pacientes brasileiros com DC (272, 283) e outro estudo encontrou associação com 

gravidade (154). É provável que o balanço entre IL-1 e IL-1Ra esteja influenciando o 

desfecho clinico durante a dengue. 

Nós não encontramos diferença significativa na dosagem de IFN-γ entre os 

diferentes grupos estudados. Muitos estudos clínicos com dosagens de IFN-γ foram 

descritos, mas os resultados entre eles diferem. Por exemplo, níveis séricos 

aumentados de IFN-γ foram observados na DC, mas não na FHD (284). Em 

resposta a NS3 do DENV-3, pacientes com FHD produziram altas quantidades de 

IFN-γ quando comparados com pacientes com DC (285). Nosso grupo demonstrou 

aumento nos níveis circulantes do IFN-γ nos casos graves na epidemia de DENV-3 

em 2002 (147).  
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Interessantemente, encontramos correlação positiva entre os níveis do IFN-γ 

e a contagem de monócitos. O IFN-γ aumenta a expressão de moléculas do 

complexo de histocompatibilidade principal de classe II (MHC-II) nos monócitos, 

ativando estas células as quais produzem mediadores inflamatórios. Além disso, o 

IFN-γ possui importante papel na resposta antiviral durante a infecção pelo DENV 

através da indução de moléculas efetoras e antivirais, como o óxido nítrico via 

monócitos (286).  

A IL-10 é produzida por monócitos e linfócitos T sendo uma potente citocina 

anti-inflamatória e uma molécula importante na desativação dos monócitos (287). Na 

indução de resposta anti-inflamatória, IL-10 inibe a resposta proliferativa das células 

T e a transcrição de citocinas, principalmente IFN-γ (288, 289). Na sepse bacteriana, 

IL-10 é associada ao mau prognóstico, uma vez que altos níveis circulantes são 

detectados nos casos graves (287). Na infecção pelo DENV, os níveis circulantes de 

IL-10 já foram associados a derrame pleural nos pacientes com FHD (156). Nosso 

estudo encontrou níveis significativamente elevados de IL-10 nos pacientes 

DCSA/DG em concordância com outros (148, 156, 161, 290). 

Dentre as citocinas por nós estudadas, IL-10 foi a que mais apresentou 

associações com os parâmetros laboratoriais de gravidade. Demonstramos 

correlação inversa entre os níveis séricos da IL-10 com contagem de plaquetas e 

leucócitos totais e correlação positiva com os níveis plasmáticos de AST/TGO e a 

relação albumina/globulina sérica, esta ultima relacionada com o fenômeno de 

extravasamento plasmático. Estudo demonstrou correlação negativa entre níveis de 

IL-10 e contagem de linfócitos T CD4+ e CD8+ em pacientes com FHD (291). 

Estudos prévios do nosso grupo também evidenciaram correlação inversa da IL-10 

com contagem de plaquetas durante epidemia pelos DENV-1 e DENV-2 em 2001 

(148), semelhante aos nossos dados com o DENV-4, reforçando a importância da 

IL-10 no contexto da infecção pelo DENV.  

As plaquetas são ativadas diretamente pelo DENV e sofrem apoptose (236).  

Além disso, o aumento de agregados plaquetas-monócitos foram detectados na 

dengue e estes induziram a produção de várias citocinas incluindo a IL-10 (292).  

Embora grande parte dos estudos referentes a IL-10 demonstrem seu 

envolvimento nos eventos relacionados à gravidade da doença e, portanto, como um 

potencial biomarcador de gravidade (293, 294), a análise da área sob a curva ROC 

não indicou seu valor preditivo na discriminação de pacientes que apresentaram 

sinais de alarme ou forma grave da doença. 
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Nosso estudo demonstrou aumento na circulação das quimiocinas                          

IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 e IP-10/CXCL10 nos pacientes com dengue em relação 

aos controles. Apenas a IL-8/CXCL8 apresentou maiores níveis circulantes nos 

pacientes DSSA quando comparados com pacientes DCSA/DG corroborando com o 

estudo de Rathakrishnan e colaboradores (161). No entanto, outros estudos 

encontraram maiores níveis de IL-8/CXCL8 nos pacientes graves (159, 161, 192, 

295). 

IL-8/CXCL8 é uma quimiocina com efeito pro-inflamatório e capacidade de 

induzir a ativação e degranulação de neutrófilos. Nós observamos que tanto os 

pacientes DSSA e DCSA/DG apresentaram diminuição na contagem dos neutrófilos, 

sugerindo migração destas células. Juffrie e colaboradores demonstraram 

correlação positiva entre níveis circulantes de IL-8/CXCL8 e produtos de 

degranulação de neutrófilos (elastase e lactoferrina), sugerindo o envolvimento desta 

citocina na ativação dos neutrófilos na dengue (295). Nós encontramos maiores 

níveis de IL-8/CXCL8 nos primeiros dias de doença. Neste contexto, a produção 

precoce e abundante da quimiocina IL-8/CXCL8 pelas células refletiria o 

recrutamento inicial dos neutrófilos para os tecidos (296). 

A CXCL10-/IP10 é uma proteína pleiotrópica agindo nos monócitos, células 

NK e células T induzindo a migração e regulação destas células, sendo um 

importante mediador da resposta inflamatória (297). Nosso grupo já demonstrou 

níveis aumentados de CXCL10-/IP10 nos pacientes com dengue (160), e da mesma 

forma, nosso estudo corroborou esses achados. 

Embora não tenhamos encontrado diferença significativa nos níveis de  

CXCL10-/IP10 nos pacientes DSSA e DCSA/DG, evidenciamos correlação positiva 

desta quimiocina com os níveis de transaminases (AST/TGO e ALT/TGP). Estudos 

já evidenciaram correlação positiva de IP-10/CXCL10 com a lesão hepática em 

pacientes infectados com vírus da hepatite C (298). Rathakrishnan e colaboradores 

encontraram associação direta entre IP-10/CXCL10 com transaminases nos 

pacientes com dengue (161). 

Nós encontramos elevados níveis de MCP-1/CCL2 nos pacientes com 

dengue, os quais diminuíram significativamente no decorrer da infecção. Além disso, 

demonstramos correlação inversa com a contagem de linfócitos. MCP-1/CCL2 é 

uma quimiocina importante no recrutamento dos monócitos/macrófagos e 

responsável pela migração de células T de memória. MCP-1/CCL2 é produzida por 

muitas células, como fibroblastos, ECs, astrócitos, células epiteliais e células do 
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músculo liso. Estas células são importantes nas respostas antivirais na circulação 

periférica bem como nos tecidos (299).  

Estudo demostrou aumento da permeabilidade vascular em células 

endoteliais vasculares num mecanismo dependente de MCP-1/CCL2 produzida em 

resposta a monócitos infectados pelo DENV-2 (146). Estudos prévios do nosso 

grupo encontraram elevados níveis de MCP-1/CCL2 nos pacientes com dengue e 

associação com hipotensão e trombocitopenia  (147, 283).  

Interessantemente, nós encontramos correlação positiva entre as citocinas   

IL-1β e TNF-α; e também entre a IL-8/CXCL8 e o TNF-α. No contexto da infecção e 

inflamação, as citocinas apresentam efeitos sinérgicos sobre o endotélio vascular, 

como por exemplo, o TNF-α, IL-1β e IL-8/CXCL8, exacerbando ativação e 

consequente permeabilidade vascular. Além disso, outras citocinas pro-inflamatórias 

como IFN-γ, IL-6 e quimiocinas como IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 e IP-10/CXCL10 já 

foram descritas em pacientes com dengue (146, 150, 158, 300, 301). 

5.3 Distúrbios da coagulação na dengue 

A hemostasia depende do equilíbrio entre os processos de coagulação e 

fibrinólise. Existem opiniões divergentes quanto à ativação alterada da fibrinólise e a 

possibilidade de existência de coagulação intravascular disseminada na dengue 

(193, 195, 302).  

A via extrínseca da coagulação dependente do TF é o principal mecanismo 

através do qual se gera trombina em resposta a lesão vascular. O TF é uma proteína 

transmembrana de 47 kDa, presente nas células associadas com a parede vascular 

como células de músculo liso, fibroblastos e pericitos, sendo expresso nas lesões 

vasculares. As células endoteliais e os monócitos normalmente não expressam o TF, 

mas podem expressá-lo em resposta aos estímulos de citocinas como o TNF-α e    

IL-1β. Desta forma, os monócitos e células endoteliais são fontes do TF solúvel 

(sTF)  (303).  

Nosso grupo demostrou maior expressão do TF em monócitos de pacientes 

graves quando comparados aos pacientes brandos. Além disso, a contagem de 

plaquetas estava inversamente associada à expressão do TF nos monócitos, 

sugerindo que a ativação dessas células durante a infecção aumenta a expressão 

do TF contribuindo para trombocitopenia (200). 
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Estudo in vitro demonstrou que a infecção de células endoteliais pelo DENV 

induz expressão do TF e ativação do receptor PAR-1 (304). Outro estudo 

demonstrou maiores níveis plasmáticos do TF em crianças com SCD (196).  

Em contraste ao TF, o TFPI é uma proteína anticoagulante produzida pelas 

células endoteliais, células do músculo liso e plaquetas, e atua inibindo o complexo 

TF-VIIa e o fator Xa, mas também apresenta propriedades anti-inflamatórias 

relacionadas à inibição de formação de trombina.  

Neste estudo, encontramos níveis aumentados do TFPI nos pacientes com 

dengue quando comparados aos controles. Ainda, observamos correlação direta 

entre os níveis circulantes do sTF e TFPI. Possivelmente, o aumento dos níveis de 

TFPI durante a infecção pelo DENV seja um mecanismo regulador da expressão 

aumentada do TF e, consequentemente, da coagulação. Além disso, observamos 

que a contagem de plaquetas foi correlacionada inversamente com os níveis de 

TFPI. Provavelmente, a inibição do TF esteja relacionada com trombocitopenia.  

Níveis plasmáticos reduzidos do sTF foram encontrados nos pacientes com 

dengue em comparação com os indivíduos saudáveis. Os resultados obtidos na 

avaliação do sTF em nosso estudo diferem do trabalho de Wills e colaboradores 

(196) certamente devido ao quadro clinico mais brando dos pacientes infectados 

pelo DENV-4. No entanto, precisaríamos de um estudo comparativo com pacientes 

infectados por outros sorotipos para confirmar essa hipótese.  

Geisbert e colaboradores mostraram que a administração de inibidor do TF 

reduziu a mortalidade de primatas que receberam dose letal do vírus ebola, 

mostrando que, de fato, a cascata da coagulação é um importante componente na 

patogenia das febres hemorrágicas virais (198, 199). 

A trombomodulina (TM) é uma glicoproteína com propriedade anticoagulante, 

pela inibição da trombina e ativação da Proteína C (305). Além das ações 

anticoagulantes, as propriedades anti-inflamatórias da TM têm sido documentadas. 

Estudo mostrou que o tratamento de células endoteliais com anticorpo anti-

trombomodulina induziu vias de sinalização inflamatórias (306). Além disso, os 

efeitos benéficos de TM foram demonstrados em ensaios clínicos. A trombomodulina 

alfa recombinante, com ações anticoagulantes e anti-inflamátorias foi efetiva na 

resolução rápida da coagulação intravascular disseminada, mostrando ser mais 

eficiente na inibição da coagulação do que a terapia tradicional com heparina (307) 

Níveis aumentados de TM foram encontrados nos pacientes com FHD/SCD e 

associados com ativação das células endoteliais e choque (151, 196, 308). O estudo 
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de Del Moral-Hernandez e colaboradores demonstraram que pacientes com FHD e 

infectados pelo DENV-2 apresentaram maiores níveis circulantes de TM quando 

comparados com pacientes infectados pelo DENV-1 (308). Não encontramos 

diferença significativa nos níveis plasmáticos de TM nos pacientes analisados, 

provavelmente devido ao perfil brando do grupo analisado e o predomínio do DENV-

4. No entanto, níveis significativamente mais elevados foram encontrados nos 

pacientes entre os dias 4-7 de doença. 

Níveis diminuídos de fibrinogênio foram encontrados nas formas brandas e 

graves da dengue (194, 196). O fibrinogênio é uma proteína de fase aguda e uma 

quantidade considerável tem que ser consumida antes que os níveis plasmáticos 

diminuam. Nós encontramos níveis significativamente diminuídos de fibrinogênio nos 

pacientes DCSA/DG em comparação com pacientes DSSA, mas em ambos os 

níveis de fibrinogênio não foram estatisticamente diferente dos controles. 

Outra associação interessante foi encontrada entre os níveis de 

transaminases e presença de sangramentos nos pacientes. Embora o envolvimento 

do fígado pudesse contribuir nos transtornos hemostáticos, os estudos só 

encontraram testes de coagulação muito alterados nos pacientes DENV+ com 

insuficiência hepática, sugerindo-se que a função de síntese hepática dos fatores de 

coagulação geralmente é bem compensada (242). 

Finalmente, nosso estudo tem algumas limitações a ter em conta, como o 

desenho de corte transversal com número insuficiente de pacientes graves e 

tamanho amostral heterogêneo para a analise dos parâmetros estudados, embora 

represente o perfil de resposta inflamatória encontrada na epidemia pelo DENV-4.  
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6 CONCLUSÕES E PERSPECTIVA 

 A epidemia de 2013 apresentou uma maior incidência do DENV-4 e em 

sua maioria os pacientes apresentaram manifestações clínicas brandas, 

corroborando com os dados apresentados pelo Ministério da Saúde. 

 Uma maior proporção de infecção secundária foi demonstrada nos 

pacientes, em concordância com os dados epidemiológicos do Brasil.  

 Níveis elevados de citocinas (TNF-α, IL-10 e IL-6) e quimiocinas            

(IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 e IP-10/CXCL10) foram observados nos 

grupos de pacientes infectados pelo DENV em relação aos controles, 

indicando o envolvimento destas proteínas na dengue.   

 Níveis elevados de IL-10 e de IP-10/CXCL10 foram correlacionados a 

trombocitopenia e aos níveis das transaminases hepáticas, sugerindo uma 

importante participação em potencial destes mediadores inflamatórios na 

patogênese da doença. 

 Não encontramos um bom valor preditivo de IL-10 e IP-10/CXCL10 na 

discriminação daqueles pacientes que desenvolverão DCSA/DG. No 

entanto pacientes DCSA/DG apresentaram maiores níveis de IL-10, 

enfatizando sua importância na dengue. 

 Baixos níveis circulantes de TF e altos níveis de TFPI foram detectados 

nos pacientes com dengue, sugerindo desregulação da cascata da 

coagulação. 

Como perspectiva, pretendemos estudar mediadores inflamatórios e de 

coagulação em pacientes infectados por outros sorotipos do DENV, também 

propomos analisar a expressão do TF e receptores PAR-1 e PAR-2 nos leucócitos  

humanos durante a infecção. 
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ANEXO B. APROVAÇÃO PELO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 
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ANEXO C. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
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