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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL

Fernanda Capelo Barroso

A Dengue é uma doenca infecciosa viral emergente no mundo. Os quadros clinicos
variam de assintomaticas a formas graves de dengue, atingindo todas as faixas etarias
nas Américas. O objetivo desse estudo é descrever as alteracdes patologicas
presentes nos pulmdes nos obitos por dengue no Estado do Ceara entre 2011 e 2013.
O estudo foi do tipo série de casos incluindo 126 6bitos com diagndstico confirmado de
dengue e comparado com um grupo controle. A classificacao clinica vigente na época
para oObitos era de febre hemorragica (FHD) da dengue ou dengue com complicacdes
(DCC). As técnicas histopatologicas utilizadas foram hematoxilina-eosina, imuno-
histoquimica com anticorpos para CD4+, CD8+, CD68, Mastécito, VEGF e detec¢do da
apoptose por TUNEL. A identificacdo dos sorotipos DENV no tecido pulmonar foi por
nested RT-PCR. A pesquisa de antigenos virais no pulmao foi através imuno-
histoquimica com anticorpos anti-DENV, assim como anticorpos anti-NS1 e anti-NS3.
A quantificacdo dos biomarcadores foi aferida por histomorfometria. A faixa etéria
prevalente foi de 30 a 59 anos. A febre e o desconforto respiratorio foram os principais
sinais observados. O peso dos pulmdes em gramas apresentou valores superiores na
FHD. Os padrbes histopatologicos pulmonares descritos foram hemorragia, edema
alveolar, pneumonite intersticial crénica, broncopneumonia, lesdo pulmonar aguda,
dano alveolar difuso exsudativo, dano alveolar difuso fibroproliferativo, pneumonia em
organizacao fibrinosa aguda e doenca pulmonar cronica prévia. A fracdo de area do
edema e hemorragia foram significativamente maiores na FHD e DCC, quando
comparada ao controle. As células T CD4+ exibiram a fracdo de area
significativamente superior na forma clinica de DCC em relacdo a FHD e ao controle. A
média da densidade da relacdo células T CD4+/ CD8+ encontra-se invertida nos
grupos FHD e DCC em comparacdo ao grupo controle. A fracdo de area dos
macréfagos apresenta uma diferenca significante entre a DCC e FHD em relacdo ao
grupo controle. A imuno-marcacdo do VEGF demonstrou uma diferenca
estatisticamente significante entre as duas formas de apresentacdo da dengue com
p=0,001. A apoptose de células mononucleadas septais apresentou relacao
estatisticamente significante na presenca da proteina NS3 no parénquima pulmonar.
Na comparacdo dos sorotipos DENV por padrédo histopatol6gico a Pneumonite tem
cerca de 9 vezes mais chances de ocorrer em individuos sorotipo DENV1 do que a
Hemorragia/Edema, que ocorre bem mais nos sorotipos DENV4. O envolvimento
pulmonar nas formas graves de dengue € importante para o desfecho letal,
apresentando varios padrdes histopatologicos compilados nessa casuistica. A
presenca da replicacéo viral no pulmao resulta em maior lesdo pulmonar.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN MEDICINA TROPICAL

Fernanda Capelo Barroso

Dengue is an emerging viral infectious disease in the world. Clinical conditions range
from asymptomatic to severe forms of dengue, reaching all age groups in the
Americas. The objective of this study is to describe the pathological changes present
in the lungs in dengue deaths in the State of Ceara between 2011 and 2013. The
study was a series of cases including 126 deaths with a confirmed diagnosis of
dengue and compared to a control group. The current clinical classification for deaths
was of hemorrhagic fever of dengue (DHF) or dengue with complications (CHD). The
histopathological techniques used were hematoxylin-eosin, immunohistochemistry
with antibodies to CD4 +, CD8 +, CD68, Mastocyte, VEGF and detection of apoptosis
by TUNEL. The identification of DENV serotypes in lung tissue was by nested RT-
PCR. Research on viral antigens in the lung was by immunohistochemistry with anti-
DENV antibodies, as well as anti-NS1 and anti-NS3 antibodies. Quantification of the
biomarkers was measured by histomorphometry. The prevalent age range was 30 to
59 years. Fever and respiratory discomfort were the main signs observed. The weight
of the lungs in grams presented higher values in the DHF. The pulmonary
histopathological patterns described were alveolar hemorrhage, alveolar edema,
chronic interstitial pneumonitis, bronchopneumonia, acute lung injury, diffuse
exudative alveolar damage, diffuse fibroproliferative alveolar damage, pneumonia in
acute fibrinous organization and previous chronic lung disease. The fraction of the
area of the edema and hemorrhage were significantly higher in the DHF and DCC,
when compared to the control. CD4 + T cells exhibited significantly greater fraction of
area in the clinical form of DCC compared to DHF and control. The mean density of
the CD4 + / CD8 + T cell ratio is inverted in the DHF and DCC groups compared to
the control group. The macrophage area fraction presents a significant difference
between DCC and DHF in relation to the control group. Immunoblotting of VEGF
demonstrated a statistically significant difference between the two forms of dengue
presentation with p = 0.001. Apoptosis of septal mononuclear cells presented a
statistically significant relationship in the presence of NS3 protein in the lung
parenchyma. In the comparison of DENV serotypes by histopathological pattern,
Pneumonitis is about 9 times more likely to occur in DENV1 serotype individuals than
Hemorrhage / Edema, which occurs much more in DENV4 serotypes. Pulmonary
involvement in severe forms of dengue is important for the lethal outcome, presenting
several histopathological patterns compiled in this series. The presence of viral
replication in the lung results in increased lung injury.
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1 INTRODUCAO

1.1 Definicao

A dengue é uma doenca sistémica causada por um arbovirus, comum em
muitas regides tropicais e subtropicais do planeta. O agente etioldgico é um virus
transmitido aos seres humanos pela picada do mosquito do género Aedes, mais
especificamente Aedes aegypti (A. aegypti) e Aedes albopictus (A. albopictus)
(San Martin et al., 2010). Além da dengue, mosquitos do género Aedes sao
notorios por transmitirem outros arbovirus, como os virus Chikungunya, Febre

amarela e Zika (Zara et al., 2016).

A infeccdo por um sorotipo garante imunidade homotipica duradoura e

imunidade heterotipica de curta duracdo (Guzman et al., 2010).

1.2 Agente etioldgico

1.2.1 O virus da dengue

Os virus da dengue (DENV) pertencem a familia Flaviviridae e ao género
Flavivirus. Esses virus sado esféricos, envelopados e medem cerca de 40 a 50
nandmetros de diametro, e exibem RNA de fita simples, polaridade positiva e
propriedades antigénicas distintas, caracterizando quatro sorotipos especificos
denominados virus dengue 1 (DENV-1), virus dengue 2 (DENV-2), virus dengue 3
(DENV-3) e virus dengue 4 (DENV-4) (Lindenbach e Rice, 2013). O RNA viral possui
cerca de 11.000 nucleotideos e apenas uma regiao aberta de leitura que codifica
uma poliproteina, que é posteriormente clivada em proteinas estruturais (C, prM, M
e E) e ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5) (Guzman et al.,
2010), Figura 1.

A glicoproteina E (51-60 kDa) é a principal e maior proteina estrutural do
virus, sendo responsavel por atividades bioldgicas do ciclo viral, tais como a
montagem da particula, a interagdo com receptores celulares e a fusdo com a
membrana celular do hospedeiro. E o principal alvo para anticorpos neutralizantes e

possui atividade hemaglutinante (Chambers et al., 1990).



A expressao das proteinas NS é fundamental para replicacdo e patogénese
do DENV (Wan et al.,, 2013), sendo estas capazes de induzir modificacdes no
reticulo endoplasmatico do hospedeiro, onde a replicagdo viral ocorre (Tarantino et
al., 2016).

A glicoproteina NS1 (~ 46 kDa) pode ser encontrada em duas formas tanto
intra e extra celular como também na forma soltvel. Constitui uma subunidade do

complexo de replicacédo do RNA viral (Lindenbach e Rice, 2012).
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Figura 1 — Esquema representativo da particula (A), genoma (B) e particulas de dos
virus dengue (C) (seta) no interior de células de mosquito A. albopictus (C6/36)
infectada. Proteina precursora da proteina de membrana (prM); proteina de
membrana (M); proteina do envelope (E); proteina do capsideo (C); proteinas néo

estruturais 1-5 (NS1-5); regides nao traduzidas (UTR)
Fonte: Adaptado de Rosa Maria Del Angel, 2013 e Barreto-Vieira e Barth, 2015.

1.2.2 Replicacéao viral e resposta imune nas infeccdes por dengue

Estudos conduzidos em tecidos de seres humanos e camundongos
submetidos a necrépsia, identificaram os mondcitos, macrofagos e células
dendriticas imaturas e maduras como algumas células alvos das infec¢des pelos
DENV (Balsitis et al., 2009; Laughlin et al., 2012).

Os virus entram na célula por ligacdo especifica da proteina E com diversos

receptores celulares, incluindo DC-SIGN e receptores de manose seguido do
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processo de endocitose. O pH acido do endossoma induz a fusdo do envelope do
virion com a membrana celular. Apoés o desnudamento, o RNA viral € liberado no
citoplasma e as proteinas virais sdo traduzidas como poliproteina Unica que €
clivada por proteases virais e do hospedeiro. A replicacdo do genoma viral inicia com
sintese da fita negativa de RNA, que serve como molde para a sintese de fitas
positivas de RNA da progénie. A montagem das particulas virais ocorre associada
ao reticulo endoplasmético das células hospedeiras, os virus brotam dentro do
limen do reticulo endoplasmético, adquirindo uma membrana lipidica (envelope) e

sao depois liberadas através do sistema de Golgi (Laughlin et al., 2012), (Figura 2):

s

LIBERACAO
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MONTAGEM DO
VIRUS IMATURO

REPLICAGAO DO
RNA VIRAL

Figura 2 — Esquema representativo das etapas do processo replicativo dos virus
dengue

Fonte: Adaptado de Laughlin et al., 2012.

O periodo de viremia ocorre antes do aparecimento dos primeiros sintomas, e
0 virus permanece detectavel durante a fase febril aguda, geralmente por trés a
cinco dias (Vorndam; Kuno, 1997).

A resposta imune adquirida na infeccéo pelos DENV consiste na producéo de
anticorpos principalmente dirigidos contra a proteina E. Na infec¢do primaria ha uma
resposta lenta e com baixo titulo de anticorpos IgM, que na maioria dos pacientes os
niveis sdo detectaveis no sexto dia apds o aparecimento dos sintomas.

O pico de imunoglobulinas especificas para o virus ocorre por volta de duas

semanas, e 0s anticorpos sdo detectaveis por 2 a 3 meses (Guzman, 2010).
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Os anticorpos 1gG comecam a aparecer a partir do quinto dia de doenca, na
infeccdo primaria e continuam detectaveis por toda a vida. Na infec¢do secundaria,
um alto titulo de IgG pode ser detectado na fase aguda (Guzman, 2010). Por outro

lado, os niveis de IgM, na resposta secundaria, tendem a ser mais baixos do que na

resposta primaria (Figura 3).

Infecgdo Secundaria

Infecgao Primaria

2 1012345678910 11 1213 14 15 20 30 40 90

Inicio dos Sinais e Dias de Sinais e Sintomas
Sintomas

Figura 3 — Representacdo esqueméatica da cinética de antigeno e anticorpo nas

infec¢des por dengue
Fonte: Adaptado de Lima et al., 2014.

1.3 Epidemiologia

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 2,5 bilhdes de
pessoas encontram-se em risco de contrair a dengue, ao redor do mundo, e estima-
se que entre 50 a 100 milhdes de infeccdes de dengue e 22 000 Obitos ocorram
anualmente em 100 paises endémicos nas Américas, Sudeste Asiatico, Oeste do
Pacifico, Africa e as regides do Mediterraneo oriental (WHO, 2009; Guzman; Harris,
2015), (Figura 4).

Um modelo de distribuicdo da doenca recente estima que 4 bilhdes de
pessoas estejam em risco de infeccdo, e existam 390 milhdes de infecgcdes pelo
DENV (Bhatt et al., 2013; Messina et al., 2015). Nesse contexto, a dengue é uma



das arboviroses mais importantes no mundo em termos de morbidade e mortalidade.
Atualmente, o Brasil é responséavel por 85% dos casos dengue no continente sul
americano, sendo também o pais com o maior indice de incidéncia da doenca
(Paho, 2016).
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Figura 4 — Distribuicdo global da dengue, 2014
Fonte: Adaptado de Guzméan e Harris, 2015.

1.3.1 Epidemiologia no Brasil

Durante o século XIX, surtos compativeis com dengue ocorreram nas regides
Sul, Sudeste e Nordeste do Brasil (Figueiredo, 2000). Apds uma intensa campanha
iniciada em 1940, a erradicacdo do A. aegypti alcancada em 1955 resultou na
auséncia de registros de casos de dengue no Brasil até a década de 80.
Eventualmente, com o abandono dos programas de erradicagao, o vetor voltou a
expandir, retornando a América do Sul ao longo do tempo (Schatzmayr, 1986;
Castro, 1999).

Em 1981, DENV-1 e DENV-4 foram isolados durante um surto de dengue que
ocorreu em Boa Vista em Roraima (Osanai et al., 1983). Em abril de 1986, o DENV-
1 foi isolado em Nova Iguacu, RJ e o virus dispersou para demais municipios do
estado, assim para os estados de Alagoas, Ceara e no ano seguinte para os estados
de Pernambuco, S&o Paulo, Bahia e Minas Gerais (Schatzmayr et al., 1986;
Figueiredo, 1996).

A deteccdo do DENV-2 em 1990, na cidade de Niterdi, no estado do RJ
resultou em uma grande epidemia e quando foram notificados os primeiros casos de
dengue hemorragica e 6ébitos no estado do RJ (Nogueira et al., 1990; Teixeira et al.,
1999).



Em dezembro de 2000, o DENV-3 também foi detectado no RJ, sendo o
responsavel pela maior e mais grave epidemia de dengue no pais até o ano de 2002
(Nogueira et al., 2000). Este sorotipo predominou na maior parte dos estados do
Brasil entre 2002 e 2006 (SVS, 2010). Em 2007, uma taxa de letalidade duas vezes
maior do que a de 2002 foi relatada e associada a re- emergéncia do DENV-2 (SVS,
2007).

Em 2008, 806.036 casos foram notificados e esta foi considerada a mais
grave epidemia até entdo, onde foram confirmados 478 obitos (SVS, 2009). Em
2009, uma nova mudanca no sorotipo predominante foi observada com a re-
emergéncia do DENV-1 e naquele ano, 529.237 casos e 298 o6bitos foram
notificados no pais (SVS, 2009).

O DENV-4, apesar de ter sido detectado pela primeira vez no territorio
brasileiro em 1982, no norte do pais, foi reintroduzido apenas em 2010, novamente
no estado de Roraima (Temporéao et al., 2010). Nos anos de 2011 e 2012, o DENV-4
foi responsavel por epidemias na maioria dos estados e marcou a circulagédo
simultanea dos 4 sorotipos no territério brasileiro.

Nos anos de 2011, 2012 e 2013, um total de 764.032, 589.591 e 1.452.489
casos de dengue foram notificados no pais, respectivamente. Destes, 195.365,
222.913 e 152.357 foram provenientes do Nordeste. No mesmo periodo, o0 pais
registrou 482, 327 e 674 casos de Obitos. O Nordeste notificou 162, 151 e 181 oObitos
em 2011, 2012 e 2013, respectivamente (SVS/MS, 2017), (Figura 5).
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Figura 5 — Casos suspeitos (A) e ébitos (B) por dengue ocorridos no Brasil, Nordeste
e Ceara, 2011-2013
Fonte: Secretaria Vigilancia Sanitaria/MS, 2017.



Até a semana epidemioldgica 12 de 2017, um total de 90.281 casos de
dengue foram notificados no pais. Destes, 22.142 foram provenientes da regido
Nordeste e 10.778 do estado do Ceara (SVS/MS, 2017).

1.3.2 Dengue no Ceara

No estado do Ceard, Nordeste do Brasil, casos de dengue comecaram a ser
notificados a partir do isolamento do DENV-1 em 1986. Nos ultimos 30 anos, a
doenca se manifestou de forma endémica com o registro de epidemias nos anos de
1987, 1994, 2001, 2008, 2011, 2012 e 2015 (Boletim Epidemioldgico SESA, 2016),
(Figura 6).
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Figura 6 — Casos de dengue em periodos epidémicos e inter-epidémicos no Ceara,

1986-2015
Fonte: Adaptado de Boletim Epidemioldgico SESA, 2016.



A partir de 1994, surgiram os primeiros casos de formas graves hemorragicas
associadas com a circulagdo do DENV-2. O DENV-3 foi isolado no ano de 2002 e,
em 2011 foi isolado o DENV-4 em dois municipios do estado, Fortaleza e Morada
Nova. Apesar da introducdo deste novo sorotipo no estado, o DENV-1 foi o sorotipo
prevalente em 98,7% dos casos isolados naquele ano e, apesar de uma baixa
circulagdo, o DENV-3 ainda foi detectado em 0,4% dos casos. Os anos de 2012 e
2013, no entanto, foram caracterizados pela prevalente circulacdo do DENV-4
(98,6% e 96,8%, respectivamente), apesar da circulagédo do DENV-1, (Figura 6).

A associacdo de circulacdo dos quatro sorotipos do DENV e um grande
namero de municipios infestados pelo A. aegypti, elevaram o numero de casos

graves da doenca no estado, tornando-se um problema da saude publica no estado.
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Figura 7 — Percentual de isolamento viral dos sorotipos de DENV no Estado do

Ceara, 2001-2014
Fonte: Adaptado do Boletim Epidemiolégico SESA, 2016.

1.4 Manifestacdes clinicas e classificacdo dos casos de dengue

Os quatro sorotipos podem induzir um amplo espectro de sinais e sintomas
gue vao desde uma doenca febril leve até as formas graves. O periodo de incubacao
do virus no homem pode variar de 3 a 14 dias, mas usualmente é de 5 a 7 dias
(WHO, 2015).

Na forma classica da dengue, os sintomas se instalam de modo abrupto,
guando surgem febre alta que dura de 2 a 7 dias, calafrios, cefaléia intensa, dor

retro-orbital e astenia, além de intensas dores musculoesquelética e abdominal.



Exantema generalizado, de carater transitorio costuma aparecer no primeiro ou
segundo dia de evolu¢cdo. Quando o paciente se infecta ndo é possivel saber se ele
desenvolverad formas mais leves, ou evoluira para formas graves, como a febre
hemorragica da dengue (FHD) e sindrome do choque da dengue (SCD). Os
sintomas da FHD/SCD incluem febre, trombocitopenia, aumento da permeabilidade
vascular, diatese hemorragica e choque hipovolémico.

A grande maioria dos pacientes apresenta a forma leve da doenca que tem
uma evolugcdo benigna. Em uma propor¢cdo menor dos casos, entre 1 a 2%, a
doenca apresenta evolu¢cdo muito mais grave (WHO, 2009).

O Ministério da Saude adotou as diretrizes da Organizacao de Saude (OMS)
e da Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) para a classificagdo dos casos
confirmados de DC, FHD e SCD. Entretanto, diante de dificuldades encontradas em
classificar alguns casos graves e fatais, como FHD e SCD, foi empregado no Brasil,
a partir de 2000, uma classificacdo intermediaria denominada de dengue com
complicagdo (DCC). Essa nova classificagdo foi aplicada para Obitos cuja
apresentacao clinica e laboratorial, ndo incluiam todos os critérios diagnosticos para
FHD. Dentre as complicacbes associadas estdo as alteracdes neuroldgicas,
disfuncbes cardiorespiratérias, insuficiéncia hepatica, derrames cavitarios,
hemorragia digestiva, plaquetopenia <50.000 mm?3, leucopenia <1000/mm?®
(Siqueira, 2010).

A partir de 2009 a OMS sugeriu uma nova forma, que utiliza critérios para
definir casos de dengue e niveis de gravidade: Dengue (D), Dengue com sinais de
alarme (DSA) e Dengue grave (DG). Desde Janeiro de 2014 o Brasil adotou a nova
classificacdo de acordo com a OMS 2009 (WHO, 2009).
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Figura 8 — Classificacdo dos casos de dengue sugerida pela OMS em 2009
Fonte: Adaptado de WHO, 2009.

Desde o estabelecimento desta nova classificacdo, tem sido possivel
identificar a gravidade dos casos em tempo real para tomada de decisdes, medir e
comparar a mortalidade e morbidade em paises e globalmente e, implantar planos
de contigéncia precocemente, ndo apenas baseando-se no numero de casos
relatados mas também pela gravidade dos casos (Horstick et al. 2015).

A prevaléncia de comprometimento pulmonar nos casos fatais de dengue é
muito alta (Guzman et al., 1997; Arismendi-Morillo et al., 2011). As apresenta¢cdes
clinicas pulmonares com envolvimento respiratério na dengue, foram revisadas por
Wiwanitki, agrupando em cinco formas clinicas importantes, quais sejam, hemorragia
pulmonar, edema pulmonar, derrame pleural, pneumonia e sindrome da angustia

respiratoria aguda (Wiwanitki et al., 2015).

1.5 Patogénese das infeccdes por DENV

Diversas teorias vem sendo formuladas, tentando explicar os mecanismos
relacionados aos casos mais graves de dengue (Halstead et al., 2015) e, apesar dos

esforcos ao longo dos anos, os mecanismos associados a patogénese do DENV
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ainda ndo sao totalmente compreendidos, principalmente devido a inexisténcia de
um modelo animal que reproduza adequadamente a infeccdo como ocorre em
pacientes humanos (Thein et al., 1997; Simmons et al., 2012; Zubair et al., 2016).

A teoria da infecgao sequencial ou ADE (“antibody dependent enhancement”)
sugere uma associacdo entre infeccbes secundarias e o aparecimento de dengue
grave. A presenca de anticorpos ndo neutralizantes durante uma infecgao
secundaria heterotipica permite que o DENV se ligue com facilidade a receptores
Fcy de mondcitos e macréfagos) resultando em uma replicagao viral mais elevada. A
reacdo cruzada de linfocitos T de memdria gerados por uma infeccdo posterior por
DENV pode culminar na ativagdo exacerbada de vias pré-inflamatérias (Schmid et
al., 2014; Yacoub et al., 2016) e no aumento da ativacdo de macrofagos (Oliveira et
al., 2016).

Na teoria da viruléncia viral, certas variacbes genéticas e antigénicas de
diferentes cepas virais estariam associadas a gravidade da doenca (Rico-Hesse,
1990; Ubol et al.,, 2008; Mammen et al., 2014). Casos de dengue classica (DC)
estariam relacionados a infeccdo pelo genotipo Americano de DENV-2, enquanto
gue o genodtipo de origem asiatica estaria relacionado a casos de FHD/SCD
(Leitmeyer et al., 1999) e as altas taxas de infeccdo das cepas asiaticas possuem
um maior potencial de causar a FHD (Cologna et al., 2005).

Na teoria do “Pecado Original” sugere-se que as formas graves podem ser
causada pela ativacdo de células T CD4+ e CD8+ durante a infeccdo por DENV e,
citocinas como TNF- a, assim como a magnitude das respostas via células T,
estariam correlacionadas com a gravidade da doenca (Mentor; Kurane, 1997,
Mongkolsapaya et al.,2003; Carvalho, 2008). A liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, como o IFN-gama, podem agir diretamente sobre o endotélio vascular
e resultar no extravasamento de plasma, caracteristico das infeccbes graves por
DENV (Pang et al., 2007).

Na teoria do mimetismo molecular é sugerido que a patogénese do dengue
seja resultado de uma reacdo autoimune. O desenvolvimento de anticorpos de
reatividade cruzada ao plasminogénio poderia estar relacionado com a hemorragia
na dengue e o aumento da destruicdo de plaquetas ou a diminuicdo na sua
producao poderia resultar em trombocitopenia (Rothman, 2004).

Fatores genéticos do hospedeiro parecem também estar relacionados a um
guadro mais grave da doenca. Individuos de etnia negra possuiam maior resisténcia

a FHD, pois apesar da co-circulacdo dos quatro sorotipos de DENV na Africa, casos
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de FHD sao raramente descritos (Hasltead et al., 2001). O aumento na expressao de
moléculas HLA de classe | e Il em células infectadas, assim como o nivel de
resposta imunoldgica contra epitopos virais, podem também ser responsaveis pela
imunopatologia da infeccdo (Polizel et al., 2004). No entanto, efeitos patogénico e
protetor dos alelos HLA de classe | ja foram descritos (Green; Rothman, 2006).

O RNA subgenémico dos Flavivirus (sfRNA) também parece ter implicacbes
na replicacdo dos DENV nas células do hospedeiro, consequentemente contribuindo
para a patogénese do dengue grave. O sfRNA parcialmente degradado pode
acumular nas células infectadas e suprimir a resposta imune antiviral do hospedeiro
(Chang et al., 2013; Manokaran et al., 2015), além de facilitar a replicacao viral pela
alteracdo da estabilidade do RNA mensageiro do hospedeiro, atuando na evasdo
imune do DENV (Moon et al., 2012; Schnettler et al., 2012; Pang et al., 2017).

Os niveis elevados de NS1 podem estar correlacionados com a gravidade da
doenca e associada a patogénese do dengue (Chuang et al., 2013; Srikiatkhachorn;
Kelley, 2014), uma vez que ligada a superficie da célula hospedeira pode causar
dano tecidual (Beatty et al., 2015), além de induzir a producdo de citocinas pela
ativacdo de macréfagos e células mononucleares do sangue periférico, resultando
no comprometimento da integridade das células endoteliais dos vasos sanguineos
(Modhiran et al.,, 2015). Além disso, a NS1 pode induzir autofagia em células
endoteliais humanas in vitro e em modelo murino (Chen et al., 2016).

Os anticorpos anti-NS1 de DENV promovem a ativacdo da célula endotelial,
levando ao aumento da expresséo e secrecao da IL-6 e IL-8, que sdo associados a
casos de FHD (Avirutnan, 1998; Huang, 2000; Lin, 2005; Chaturvedi, 2007). O TNF-
a, liberado por mondécitos infectados, € conhecido por ser um dos mais potentes
fatores de ativacdo da célula endotelial, podendo provocar extravasamento vascular,
alteracbes do endotélio e super expressdo de moléculas de adesado celular e,
consequentemente, favorecer a gravidade da doenca (Pober et al., 1990; Kurane et
al., 1994; Chaturvedi et al., 1999; 2000). O diagrama dos mecanismos envolvidos na
patogénese das infec¢cdes pelos DENV esté apresentado na Figura 9.

A patogénese da disfuncdo endoteliais nas infeccbes pelos DENV nédo esta
totalmente elucidada. As células endotelial na infeccdo pelo DENV séo induzidas a
expressar e secretar moléculas que participam tanto da resposta humoral e celular
e, 0s mecanismos implicados na lesdo endotelial sdo vérios, como o dano
ocasionado diretamente pelo virus, ativagdo do complemento, producdo de

citocinas, quimiocinas, efeito direto ou indireto do Oxido nitrico e inducdo da
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apoptose (Avirutnan, 1998; Huang, 2000; Bosch, 2002; Lin et al., 2005; Chaturvedi et
al., 2009).
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Figura 9 — Mecanismos envolvidos na patogénese das infec¢des pelos DENV
Fonte: Adaptado de Pang et al., 2017.

Os mastécitos sao residentes em tecidos expostos ao ambiente externo como
as vias aéreas. Os mastocitos sdo heterogéneos e subpopulacdes especificas com
variados perfis de mediadores e diferentes propriedades funcionais sdo observadas
em tecidos distintos. Os mastécitos tém sido reconhecidos na interacdo com o
sistema do complemento, através do receptor do complemento 3 (CR3), do receptor
do complemento 4 (CR4) e receptores para o produto do complemento C3a (C3aR)
e Cbha (C5aR). A demonstragcdo que os produtos do complemento C3a e Cbha
poderem ser quimiotaticos para mastocitos, sugerem que a ativacdo do
complemento pode associar a participacdo do mastécito na defesa do hospedeiro
(Marshall, 2004). Como as células de Langerhans, os mastécitos séo residentes de
tecidos e sédo expostos ao DENV nos primeiros momentos de infecgcdo, mas a
interacdo do mastécito com o DENV é diferentes daquelas de outros tipos de células
apresentadoras de antigenos, que sao alvo da infeccdo pelo DENV. Os mastdcitos
degranulam dentro de minutos de exposicdo ao DENV, seguida de uma nova
producdo de citocinas nas horas subsequentes (St John, 2011). A resposta
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localizada do mastdcitos ao DENV na pele é protetora, promovendo vasodilatacdo e
recrutamento celular, o que ajuda na depuragéao viral (St John, 2013b). Deteccao de
guimase proviniente do mastdcito no sangue de pacientes com infec¢do aguda pelo
DENV, demonstra que a dregranulacdo dos mastécitos ocorre durante o curso de
infeccdes clinicamente significantes. Em contraste a resposta localizada na pele, o
extravasamento vascular induzido por mastdcitos em nivel sistémico pode contribuir
para a patogénese do extravazamento vascular, tanto durrante infeccdes primarias
guanto devido a resposta aos anticorpos durante infeccdo secundaria (St John,
2013a).

Sanchez demonstrou que mastécitos sensibilizados com soro pds-imune do
DENV podia desencadear a degranulagcdo (Sanchez, 1986). O real papel do
mastocito no aumento da permeabilidade vascular tecidual presente na FHD ainda
nao foi elucidada.

A apoptose € uma forma ativa de morte celular geneticamente programada,
como resposta a sinais moleculares externos ou internos, identificada inicialmente
devido as caracteristicas morfolégicas. A expressdo morfoldégica da apoptose se
caracteriza pela condensagao nuclear, a reducdo do tamanho celular e a
condensacdao citoplasmatica (Chaturvedi et al., 2009). A apoptose tem sido sugerida
como um mecanismo pelo qual a infec¢do pelo virus da dengue (DEN) pode causar
morte celular (P. Després, 1996). A apoptose na patogénese da febre hemorragica
da dengue / sindrome do choque da dengue (DHF / DSS), foi detectada in vivo,
inicialmente, em hepatdcitos (Couvelard et al., 1999; Huerre et al., 2001). Alteracbes
vasculares e metabdlicas associadas ao choque (Won et al., 2002), replicacao viral
(Couvelard et al., 2002; al., Huerre et al., 2001) e mecanismos imunomediados
poderiam estar relacionados a apoptose no curso de uma dengue (Cardier et al.,
2005; Lin et al., 2002). A infeccdo por DENV pode causar um ambiente local de
citocinas no tecido hepatico que contribui para a inducdo de apoptose em
hepatécitos infectados (Matsuda et al., 2005). Células cerebrais apoptéticas em
camundongos recém-nascidos inoculados com DENV indicaram que a replicacao
viral induz a apoptose, sugerindo que um fendmeno semelhante ocorre na FHD/SCD
(Courageot et al.,, 2003). Myint estudando células mononucleadas periféricas em
pacientes com quadros de dengue, observou maior niumero de células apoptéticas
na FHD, quando comparada com febre da dengue e outras doencas febris (Myint et
al., 2006).
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A infeccdo pelo DENV in vitro de linhagem de células endoteliais humanas,
induz a apoptose das mesmas (Avirutan et al., 1998). Outros estudos comprovando
apoptose de células endoteliais em pacientes com FHD/SCD, e observaram que o
mecanismo estava ligado a reacdo cruzada por anticorpos anti-NS1 (Clyde et al.,
2006; Lin et al., 2002). As microvasculaturas mais comprometidas foram a intestinal
e pulmonar nos estudos de Limonta et al. (2010).

O fator de crescimento da célula endotelial (VEGF) tem sido muito estudado
devido varias propriedades incluindo, o aumento da permeabilidade vascular
(Dvorak et al., 1995). A ligacdo de VEGF ao receptor VEGF-2 inicia uma cascata de
sinalizacdo de tirosina quinase em células endoteliais que estimula a producéo de
fatores associados a permeabilidade vascular, fatores de proliferacado/sobrevivéncia,

fatores de migracao e diferenciagdo em vasos sanguineos maduros (Figura 10).
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Figura 10 — Esquema de via do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). O
VEGFR2 é o sinal principal que transduz o receptor VEGF para angiogénese e
mitogénese das células endoteliais. Nas células endoteliais, 0 sistema de sinal

VEGF pode ajustar a permeabilidade vascular através de eNOS.
Fonte: Adaptado de Zou et al., 2011.

A expressao do VEGF mostra-se elevada em células endoteliais pulmonares
infectadas com DENV e em soro de pacientes com FHD (Tseng et al., 2005; Azizan
et al., 2006; Srikiatkhachorn et al., 2007).

Mura et col. sugerem que o VEGF pode ter um papel na lesdo pulmonar
aguda, tanto aumentando a permeabilidade vascular pulmonar, como contribuindo
para a morte de células epiteliais alveolares (Mura et al., 2006).

Considera-se que a ocorréncia de casos graves de dengue resultam de
multiplos fatores, incluindo fatores nutricionais e genéticos do hospedeiro, idade,
sexo, estado imunologico, fatores do virus como o sorotipo e genétipo (Guzman;
Kouri., 2002; Malavigne et al., 2004).

1.6 Patologia

1.6.1 Defesa celular pulmonar

O processamento e apresentacdo de antigenos inalados, no pulméo,
ocorrem principalmente no BALT (tecido linféide associado a mucosa brénquica),

gue é elemento fundamental na defesa dos pulmdes contra infec¢des, estimulando
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células B e T a se tornarem células de memoria e efetoras. BALT contém
relativamente mais linfocitos B do que linfocitos T e pode ser um repositério de
imunoglobulinas secretando células particularmente células secretoras de IgA
(Murphy, 1983). Os linfocitos representam 5 a 10% de todas as células do pulméo
normal, sendo 73% linfécitos T, dos quais 6% estao ativados. A maioria sao células
T CD4+ (40%) e o CD8+ (30%), com relacdo CD4+/CD8+ em torno de 1,3. No
lavado broncoalveolar, a relacdo CD4+/CD8+ 2,0 + 1,0, comparado com a sérica de
1,5+0,2 (Saltini et al., 1984). As subpopulac¢des de linfocitos dentro das estruturas
alveolares sédo quase idénticas as encontradas no sangue periférico (Murphy, 1983).
Na infancia, acredita-se que a suscetibilidade das criancas recém-nascidas para
adquirir infeccbes bacterianas e fangicas, esteja relacionada a deficiéncia
imunologica, principalmente na falha da maturacdo das células T. Em relacdo ao
adulto, as criancas saudaveis apresentam uma relacdo de células CD4+/CD8+
menor. A distribuicdo das células B e natural Killer nas criancas foi documentada
semelhante ao adulto (Holt, 1995; Santos, 2010). Os linfécitos sdo células-chave do
funcionamento imunoldgico do pulmao.

O macrofago alveolar € a primeira linha de defesa contra materiais
particulados inalados que alcancar o alvéolo. Seu papel na defesa pulmonar
incluem: ingerir e degradar materiais estranhos no pulmdo, desintoxicagdo de
material inalado, degrada¢do de microorganismos, eliminacéo de particulas para fora
do pulméo e ativagdo imunoldgica de linfécitos e sistema complemento (Murphy,
1983). Os macrofagos alveolares, diferentemente aos macrofagos de outras regioes,
possuem metabolismo aerobio bastante desenvolvido, com 2 a 3 macrofagos
residentes por alvéolo. A populacdo de macréfagos no pulméao perfaz, pelo menos,
90% das células efetoras presentes no parénquima, sendo encontradas tanto na
superficie epitelial alveolar e como dentro do intersticio.

No pulmdo normal, os neutréfilos residem na circulagdo e aderem ao
endotélio vascular pulmonar. Isso fornece um reservatério do qual os neutrdfilos
podem ser rapidamente mobilizados. Através de fatores quimiotaticos, tanto dos
macrofagos como do complemento e metabdlitos do acido aracdénico, neutréfilos
migram para o intersticio e, finalmente para o espaco alveolar. Essa mobilizacédo e
subsequente ativacdo séo importantes para funcdo microbicida. A capacidade
bactericida mais poderosa resulta em formacao de radicais oxidados que séo téxicos
para bactérias, porém podem lesar células endoteliais e associado a elastase

liberada pode produzir danos estruturais pulmonares.
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O espaco intersticial € povoado por elementos celulares diversos, tais como
células inflamatodrias, fibroblastos, células mioepiteliais, entre outras. Além dos
componentes celulares, o intersticio alveolar é composto por fibras colagenas e
elasticas e proteoglicanos altamente hidrofilicos que possuem a capacidade de
absorver o fluido a partir da luz alveolar ou dos capilares. Outro componente
importante € o sistema complemento, constituido por uma série de proteinas que
desempenham um papel na defesa do hospedeiro contra invaséo bacteriana e viral.
Atuam como fator quimiotético para fagdocitos ou como opsonina na ingestao de
microorganismos. Os mastocitos também sdo células efetoras da memoria
imunoldgica, uma vez que sdo capazes de ligar maltiplas subclasses de anticorpos

através de receptores Fc.

1.6.2 Achados histopatologicos pulmonares infeccdo por DENV

As primeiras descricdes histopatoldgicas pulmonares na dengue sao em
estudos com grande séries de autdpsias, onde o diagnostico foi baseado no quadro
clinico e epidemiolégico (Bhamarapravati, 1967; Burke, 1968). Os achados
histopatolégicos pulmonares em casos fatais humanos por DENV consistem na
congestdo, hemorragia intra-alveolar com graus diversos, variando de pequenos
focos a difusa. Pneumonite caracterizada pelo alargamento dos septos alveolares e
infiltragdo por ceélulas mononucleares, também com distribuicdo variavel do
comprometimento foram descritos. O espaco alveolar pode exibir algum grau de
edema, e uma membrana hialina pode estar presente em raros casos. Achados
consistentes com broncopneumonia, de provavel etiologia bacteriana secundaria,
foram observados em poucos casos (Bhamarapravati, 1967; Burke, 1968; Rodrigues
et al., 2014). Megacariécitos e fragmentos celulares semelhantes a plaquetas foram
vistos no espaco alveolar (Basilio-de-Oliveira et al., 2005; Pd6voa et al., 2014).
Particulas semelhantes ao DENV foram observadas em células endoteliais e em
macrofagos alveolares, utilizando-se microscopia eletrénica de transmisséao (Limonta
et al., 2012; P6voa et al., 2014).

O antigeno viral ja foi detectado, através da técnica de imuno-histoquimica,
em macroéfagos alveolares, em pneumacitos tipo I, no endotélio vascular pulmonar e
em mondcitos circulantes nos vasos sanguineos do pulmao (Miagostovich, 1997;
Jessie, 2004; Araujo, 2009). Fita negativa do RNA viral nestas células indica uma
replicacéo viral (Pévoa, 2014). No entanto, Aye et al. ndo conseguiram demonstrar a

presencga de antigenos virais em células no parénquima pulmonar, estando ausente
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em pneumacitos, epitélio ciliado, macréfago alveolar e endotélio capilar no estudo de
Aye e colaboradores. Também ndo foram documentados a deposicdo de
imunoglobulinas e de componentes do complemento no tecido pulmonar nessa
casuistica (Aye et al., 2014).

Em modelo murino infectado por DENV-2 foi observado espessamento dos
septos alveolares por congestdo e edema, infiltrado inflamatério septal constituido
por linfécitos (pneumonite), mondcitos e plasmaocitos. Detectou-se o recrutamento de
plaguetas, células mononucleadas e polimorfonucleares dentro do vaso sanguineo,
seguido do extravasamento destes componentes, para o intersticio, no decorrer do
processo inflamatério. A analise morfométrica nesse estudo demonstrou um
aumento significativo do nimero mastacitos localizados na regido peribrédnquica, nos
septo alveolar, em fase precoce da inflamagcdo pulmonar (48 horas) dos
camundongos infectados, quando comparado com o grupo controle (Barreto et al.,
2007).

1.6.3 Padrdes histopatoldgicos pulmonares na Dengue
a) Padrdo de hemorragia alveolar

A hemorragia alveolar € considerada uma manifestacdo clinica grave na
dengue (Wiwanitki, 2015). Morfologicamente, pode ser expressa de forma localizada
com extravasamento limitado de hemacias, ou extensa, com preenchimento da luz
alveolar por heméacias integras (recente) ou por hemossiderina no interior de
macrofagos (antiga). O pulméo costuma ser um dos érgdos com grande intensidade

de hemorragia (Braga, 2014).
b) Padrdo de edema alveolar

A intensidade e extensdo do edema alveolar varia conforme o aumento da
permeabilidade vascular ou do aumento da presséao hidrostatica por falha da bomba
cardiaca devido a miocardite (Wiwanitki, 2015). A microscopia optica mostra alvéolos
distendidos e preenchidos por material eosinofilico, auséncia de processo
inflamatério e preservacao dos septos alveolares (Faria, 2003). O Pulméo é o 6rgao
gue apresenta a maior intensidade do edema, quando comparado com 0S outros

orgaos corporais (Braga, 2014).
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c) Padrao de pneumonite intersticial crénica

Os achados patoldgicos comuns da infeccao viral do trato respiratério inferior,
incluindo traqueobronquite, bronquiolite e pneumonite (Kim et al., 2002). A
pneumonite é definida como inflamacé&o crénica, onde se observa um espessamento
dos septos alveolares por variados graus de infiltrado inflamatério mononuclear,
predominantemente linfocitario. A inflamac&o no tecido pulmonar na dengue pode
ser documentada através de intensa marcacdo de células T (CD4", CD8"), assim

como, macréfagos teciduais (CD68") no parénquima pulmonar (Neri, 2012; P6voa et
al., 2016).

d) Padrdo de broncopneumonia

A broncopneumonia (BCP) é definida como inflamacédo aguda acometendo a
via aérea distal, observando-se polimorfonucleares neutréfilos desde bronquiolo
terminal, e extendendo-se até alvéolos. A broncopneumonia bacteriana €
considerada uma superposicao de infeccdo na dengue (Wiwanitki, 2015). Um dos
possiveis agentes bacterianos nesses quadros é o Staphylococcus aureus
(Nagassar, 2012).

e) Dano alveolar difuso

v Lesédo pulmonar aguda

A lesao pulmonar aguda (LPA) constitui um padrdo histopatoldgico pulmonar
induzido por diferentes agressGes a unidade alvéolo-capilar, dentre elas as
infecciosas. Esta agressdo leva a insuficiéncia respiratéria hipoxémica, em
consequéncia a resposta inflamatoria aguda com infiltrado neutrofilico que determina
aumento de permeabilidade vascular pulmonar.

A Conferéncia/Consenso dos Pesquisadores Americanos e Europeus (AECC)
definiu os critérios diagndsticos clinicos e radiol6gicos da sindrome do desconforto
respiratorio agudo (SDRA). Neles, constavam a inicio agudo da doenca, infiltrados
pulmonares bilaterias, pressdo de oclusdo da artéria pulmonar < 18mm Hg ou
auséncia de evidéncia de sobrecarga atrial esquerda, e relacdo entre pressdo
arterial de O2 e fracéo inspirada de O2 (PaO2/ FiO2) < 200 mm Hg. A leséo pulmonar
aguda foi definida como uma categoria mais leve, na qual a relacdo PaO./FiO;
encontra-se com valores entre 200-300 mm Hg. A importancia da diferenciacdo da
LPA com o dano alveolar instalado, estd na taxa de mortalidade menor na LPA
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(Bernard et al.,1994). A partir de 2012, com introducdo da definicdo de Berlim
baseada em critérios clinicos e radiologicos, a entidade patoldgica LPA € a
representada clinicamente pela SDRA leve (Hughes et al., 2016).

O padrédo histopatolégico de LPA ¢é caracterizado morfologicamente por
congestdo vascular, intenso edema intersticial e intra-alveolar (Penuelas et al.,
2006).

v Dano alveolar difuso exsudativo

O dano alveolar difuso (DAD) é caracterizado por um comprometimento
segmentar ou difuso e intenso da barreira alvéolo-capilar. E subdividido conforme o
curso temporal apés lesdo, em fase exsudativa e fase fibroproliferativa. Na primeira
fase, uma avaliacdo microscopica mostra apoptose de pneumdcitos e de células
endoteliais. A lesdo das células endoteliais determina a perda da continuidade da
parede capilar, promovendo o edema pulmonar. A lesdo das células epiteliais
permite que o fluido ganhe acesso aos espacos aéreos, e o preenchimento alveolar
conduz ao colapso alveolar pela reducdo da tensédo superficial. O aumento da
deformidade vascular determina aderéncia de neutréfilos a parede dos capilares. O
vazamento capilar reflete a lesdo da membrane basal ou areas desnudas do
endotélio. Ambos os tipos de células epiteliais alveolares sdo lesadas no DAD. A
lesdo dos pneumdcitos tipo | causa aumento permeabilidade, e consequentemente,
prejuizo das trocas gasosas (Capelozzi, 2011).

A lesdo do pneumdcito Il resulta em disfuncéo do surfactante. A membrana
hialina recobrindo a membrane basal dos ductos alveolares é constituido por debris
celulares de pneumdacitos tipo | (Penuelas et al., 2006). Trombos de fibrina podem
estar presentes na fase aguda, e sdo decorrentes de alteracbes da coagulacdo
localizadas e ndo devem ser interpretados como um tromboembolismo sistémico
(Tomashefski et al., 1983; Sapru et al., 2006; Beasly, 2010). O infiltrado de células
inflamatodrias intersticiais no DAD é esparso e constituido por linfocitos, plasmécitos
e macroéfagos (Castro, 2006). Geralmente, a inflamacado é relativamente escassa a

menos que 0 DAD esteja evoluido de uma pneumonia preexistente (Beasley, 2010).

v' Dano alveolar difuso fibroproliferativo

A fase aguda é seguida pela fase fibroproliferativa, que se instala entre 7 e 14

dias. O quadro histologico € caracterizado por formacao de tecido de granulacao,
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contendo fibroblastos, deposicdo de colageno,  miofibroblastos e

células inflamatérias mononucleadas (Castro, 2006).

O miofibroblasto é uma célula importante no remodelamento pulmonar que
ocorre em varias doencas. Os miofibroblastos presentes em lesdes fibrosantes
pulmonares podem apresentar imuno-marcacdo anti-alfa-actina de musculo liso (a
SMA) positiva pelo método de imuno-histoquimica (Kang et al., 2009), ajudando na
definicdo do estagio da DAD.

Em carater regenerativo, a proliferacdo de pneumacitos Il tenta reepitelizar a
membrana basal desnuda da membrana alvéolo-capilar, sendo observado como
hiperplasia de pneumocitos, melhor evidenciada por marcac¢des pela técnica de
imuno-histoquimica com anticorpos anti-ceratina. As células epiteliais em

regeneracao podem apresentar variavel grau de atipia celular (Tomashefski, 2000).

v' Pneumonia em organizacao e fibrinosa aguda

A pneumonia em organizacdo fibrinosa aguda (POFA) é um padréo
histologico recentemente descrito (Hughes et al., 2016) associado a agressao
pulmonar aguda, onde o espaco alveolar esta preenchido com material eosinofilico,
formando uma estrutura arredondada de fibrina, diferindo da membrana hialina
linear, encontrada na DAD. A parede alveolar pode mostrar espessamento
intersticial ou infiltrado inflamatério linfocitario, porém sem a presenca significativa de
neutrofilos e eosinofilos.

A membrana hialina tipica, embora possa ser encontrada, nesse caso é focal.
Da mesma forma, a proliferacdo fibroblastica, ndo costuma ser predominante
(Beasley, 2010).

f) Padrdo da doenca pulmonar prévia

A dengue constitui uma doenca sistémica e a causa mortis pode ser atribuida
a varios orgdos. Na auséncia de comprometimento pulmonar pelo DENV, e ser o
paciente portador de uma doenca pulmonar crénica anterior a infeccdo pelo DENV,
serdo encontrados somente achados histopatolégicos dessa doenca.

As patologias prévias observadas foram o enfisema pulmonar e a fibrose
pulmonar terminal. O enfisema é uma doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
definido como aumento anormal e permanente da via aérea distal, acompanhado de
destruicdo da parede sem fibrose ébvia (Berg et al., 2016). O tabagismo € o fator de

risco dominante para o desenvolvimento e progressdao da DPOC. O processo
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inflamatério iniciado pelo tabagismo e outros fatores de risco levam a ciclos
repetidos de agressao e reparo das paredes das vias aéreas periféricas (Murarescu
et al.,2007).

A Fibrose pulmonar terminal estd representada pela cronicidade constituida
pela fibrose e a formacéao de cistos com aspecto de favo de mel. Os cistos consistem
em uma série de espacos alveolares irregulares de diferentes tamanho e formas,
revestidos por epitélio cuboidal ou bronquiolar, preenchidos por mucina macréfagos
e neutrodfilos. Ha fibrose septal é densa e muitas vezes exibe hiperplasia de tecido

muscular liso (Travis et al., 2013; Hashisako et al., 2015).

1.7 Diagndstico laboratorial das infeccdes por Dengue

Em muitas situagcbes, como na assisténcia ao paciente, vigilancia,
investigacdes de surtos e epidemias, estudo de vacinas e diagndstico diferencial, um
diagnéstico laboratorial preciso € de grande relevancia (Lima et al., 2014).

O diagnéstico laboratorial das infeccbes pelos DENV pode ser realizado
através do isolamento viral e/ou deteccdo do acido nucléico viral, de técnicas
soroldgicas para deteccdo de anticorpos especificos (IgM/IgG), de antigeno (NS1) e
pela deteccdo de antigenos virais em tecidos (Guzman et al., 2010; Fatima and
Wang, 2015).

O periodo da doenca em que O paciente se encontra € importante para
decisdo de qual o método diagndstico mais apropriado para ser utilizado e para uma
correta interpretagao dos resultados obtidos, embora o tratamento ndo dependa do
diagnéstico viroldgico (Simmons, 2012).

Para o diagnostico das infecGes pelos DENV, a amostragem ideal consiste na
obtencdo de duas amostras de sangue pareadas, sendo uma coletada no inicio dos
sintomas e outra na fase de convalescenca. Na ocorréncia de casos fatais, tecidos
como figado, baco, rim, linfonodos, pulméo, coracdo e cérebro podem ser
submetidos ao isolamento viral e testes moleculares. Tecidos que se destinam
testes histopatoldgicos e imuno-histoquimicos, devem ser colocados em solucéo de
formalina tamponada a 10% e transportado em temperatura ambiente. No Brasil, as
amostras deverdao ser enviadas ao Laboratorio Central (LACEN) de cada estado e
eventualmente ao laboratorio de referéncia da regido para a complementacao de

diagnéstico, caso necessario (Nogueira; Santos, 2015).
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1.7.1 Isolamento viral

O isolamento viral é considerado como “padréao ouro” pois é a evidéncia direta
da infeccao viral durante a fase aguda da doenca, quando os titulos de anticorpos
ainda ndo atingiram niveis detectaveis. Pode ser realizado pela inoculacao
intracerebral em camundongos recém nascidos, cultura de células de mamiferos,
inoculacao intratoracica em mosquitos adultos e cultura de células de mosquitos
(Gubler, 1997). O clone de células de A. albopictus C6/36 (Igarashi, 1978) tem sido o
mais utilizado, e altamente sensivel a infeccdo pelos DENV. A presenca
viral é detectada por efeito citopatico (ECP) ou pela técnica de imunofluorescéncia
(Gubler et al., 1984).

1.7.2 Métodos sorolégicos

A sorologia € o método utilizado para confirmacdo laboratorial de rotina.
Através das técnicas sorologicas € possivel detectar infeccbes atuais ou recentes,
por meio da captura das imunoglobulinas da classe M (IgM) por ELISA (MAC-
ELISA). Na maioria dos casos, somente uma amostra de soro coletada é suficiente
para a confirmacao diagndstica, contudo um resultado negativo em amostra coletada
em fase precoce (6 a 10 dias apds o inicio dos sintomas) ndo exclui o diagnéstico de
dengue, uma vez que, em alguns casos, 0s niveis de IgM tornam-se detectaveis
pelo teste somente apos esse periodo. O anticorpo IgM anti-dengue desenvolve-se
rapidamente, geralmente a partir do quinto dia do inicio da doenga, e tanto em
infecdes primarias, quanto secundarias, esses anticorpos apresentam-se detectaveis
(Peeling et al., 2010).

O ensaio imunoenzimatico para a deteccao de anticorpos da classe IgG (IgG-
ELISA) também pode ser utilizado para classificar o tipo de infecgcdo em primaria ou
secundaria, de acordo com os titulos obtidos no teste. Anticorpos IgG sao
produzidos, em uma resposta primaria, em geral, a partir do quinto dia de doenca e
permanecendo detectaveis por toda a vida (Miagostovich et al., 1999).

Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) ou imunocromatograficos rapidos para a
deteccdo especifica da proteina NS1 foram desenvolvidos e avaliados para a
confirmacdo de casos agudos primarios e secundarios de dengue (Dussart et al.,
2006; Phuong et al., 2009; Lima et al., 2014).
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1.7.3 Métodos moleculares para a deteccdo do genoma dos DENV

v' Transcri¢do reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR)

Diversos protocolos de amplificacdo gendmica utilizando transcricdo reversa
seguida da reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR), importantes por identificar
o sorotipo infectante, tém sido utilizados no diagnéstico rapido das infec¢fes pelos
DENV. Sao uteis tanto para a clinica quanto para a vigilancia virologica (Lanciotti et
al., 1992; Harris et al., 1998; De Paula et al., 2002).

O protocolo mais utilizado é o descrito por Lanciotti et al. (1992), sugerido
pela Organizagdo Pan-Americana de Saude, detecta 0s quatro sorotipos
simultaneamente em um procedimento “semi-nested”, gerando produtos
amplificados (amplicons) com tamanhos especificos em pares de base para cada
sorotipo dos DENV.

1.7.4 Imuno-histoquimica

Fragmentos de tecidos, de aproximadamente 2x2x1cm, que se destinam a
histopatologia e a imuno-histoquimica devem ser colocados em solugéo de formalina
tamponada a 10%, em volume cerca de dez vezes o volume do fragmento do tecido
para a fixacdo adequada por 48 horas, e o transporte deve ser feito a temperatura
ambiente.

A imuno-histoquimica tem como objetivo detectar antigenos tissular meio de
anticorpo especifico, este denominado anticorpo primario. Um segundo anticorpo -
anticorpo secundario, se liga ao anticorpo primario e € associado a um complexo de
visualizagdo (complexo avidina-biotina-enzima- cromégeno). O cromdgeno mais
utilizado é o diaminobenzidina (DAB), que gera um precipitado de coloragdo marrom.
Para a contra-coloracao utiliza-se geralmente a hematoxilina, e desta forma as areas
positivas coram-se em marrom e as areas negativas em azul, o que pode ser
visualizado por microscopia de campo claro. Realizada em tecidos de casos fatais
(Jessie et al., 2004; De Macedo et al., 2006; Neri et al., 2012), o método €é de grande
importancia, especialmente quando nenhuma outra amostra estiver disponivel.
Positividade pode ser observada em varios orgaos, porém o figado € o que tem
apresentado maior percentual de confirmacdo (Nogueira & dos Santos, 2015). O
Instituto Evandro Chagas (IEC) utiliza a técnica estreptavidina-biotina-fosfatase
alcalina que confere uma imuno-expressao em facsia (Hall et al., 1991). A vantagem

apontada por esses autores se baseia em evitar a interferéncia da imuno-marcacao
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pela diaminobenzidina em marron, que poderiam causar davida de interpretacdo em
relacdo a lipofucsina e a hemossiderina, presentes em determinados amostras de

dengue.

1.7.5 Outros métodos de diagndstico investigativo

v’ Deteccdo de apoptose

Os métodos de deteccdo da apoptose séo classificadas em dois tipos: direto e
indireto. Os métodos diretos nos permitem observer a presenca ou auséncia de
apoptose em determinado tecido. J& os métodos indiretos, nos permitem analisar a
expressdo de diferentes genes que controlam este processo, como a familia bcl-2 e
0 p53 (Kerr et al., 1972).

O método da marcacdo de extremidades de dUTP mediada por um TdT
(TUNEL - Terminal Transferase-Mediated dUTP-Biotin Nick End Labeling) é
baseado na incorporacao de 16-dUTP marcado nas extremidades livres de DNA, por
meio da enzima transferase deoxinucleotidil terminal (TdT) (Gavrielli et al., 1992).

A demonstracdo de apoptose pelo método do TUNEL em fragmentos de
tecido de diversos 6rgaos como figado, pulméo, cérebro e intestino foi demonstrada
em autopsias, porém a apoptose de células endoteliais foi melhor evidenciada na

microvasculatura da serosa intestinal e do tecido pulmonar (Limonta et al., 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

Os mecanismos patogénicos da altera¢cdes pulmonares na dengue ainda nao
totalmente estabelecidos. Sabe-se que, o endotélio microvascular sofre alteracdes e
pode produzir citocinas (Mustafa et al., 2001), TNFa, IFNy (Chakravarti et al., 2006;
Chen et al., 2007) e outros mediadores como Oxido nitrico (NO) que estimulam a
resposta inflamatoria local, além da producdo de anticorpos e da mudanca da
resposta imune mediada por linfocito T-helper 1 (Thl) para uma resposta Th2
(Balsitis et al., 2009; Chaturvedi et al., 2009).

Os padrdes histopatolégicos de dano alveolar difuso graduada em lesdo
pulmonar aguda, dano alveolar nas fases exsudativa e proliferativa, associados as
formas fatais de dengue também nédo foram detalhadas (Wiwanitki, 2015; Hughes et
al., 2016).

A quantificacdo, através de morfometria, de mastécitos e VEGF, podem nao
somente ajudar na elucidacdo do papel desses fatores na patogénese do aumento
da permeabilidade nas formas graves de dengue, mas também sinalizar possiveis
caminhos terapéuticos (Han et al., 2006; Abadie et al., 2006; Zou et al., 2011; John,
2013).

N&o esta claro se os sorotipos de dengue diferem em sua propensao a causar
doenca grave. Assim, este trabalho podera contribuir para a demonstracdo das
alteracdes morfoldgicas em casos fatais, comprovadamente infectados pelo DENV, o
gue podera trazer mais subsidios para o entendimento da fisiopatologia da doenca
(Torres et al., 2013).

A demonstracdo de apoptose em fragmentos de tecido de diversos 6rgéos
como figado, pulméo, cérebro e intestino foi documentada por Limonta em
autopsias. O tecido pulmonar também foi avaliado neste estudo, porém a casuistica
€ reduzida (Limonta et al.,, 2007). A mensuracdo da apoptose através de
histomorfometria numa larga série, trara real dimensao da contribuicdo deste fator no
desenvolvimento de formas graves.

A intensidade dos mecanismos patogénicos relacionados ao extravasamento
vascular, a presencga de replicacdo do DENV através da identificacdo da proteina
nao estrutural 3 (NS3) no parénquima pulmonar, também ndo estdo bem
estabelecidos na doenca em uma grande casuistica como a nossa, cujo diagnéstico

foi estabelecido através de técnicas moleculares.
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O estudo tem o intuito de contribuir para elucidacéo dos eventos relacionados
a patogénese das alteracbes pulmonares nas formas graves de dengue (febre
hemorragica da dengue e dengue com complicacdo), bem como, relacionar os

achados com a presenca de antigenos virais do DENV no parénquima pulmonar.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

o Descrever as alteracdes patoldgicas presentes nos pulmdes de casos de
autopsias de individuos que faleceram com dengue grave no Estado do
Ceara entre 2011 e 2013.

3.2 Objetivos especificos

« Descrever os dados demograficos, os clinicos (sinais e sintomas), as co-
morbidades, e 0os exames diagnésticos de pacientes que foram submetidos
a autopsia;

o Descrever os achados macroscopicos e microscopicos pulmonares
(incluindo edema, hemorragia, pneumonite, bronquiolite, infiltrado
inflamatério agudo, membrana hialina, trombose, necrose, presenca de
megacariécitos, hiperplasia de pneumdcitos |l e atipias celulares por efeito
citopatico), e quantificar alguns parametros, como o edema e a hemorragia
alveolar;

« lIdentificar os padrbes histopatoldégicos pulmonares e estabelecer a
frequéncia de cada um conforme as faixas etéarias;

e Quantificar as células inflamatérias (mastocitos, linfocitos T CD4+, T CD8+,
relacdo CD4+/CD8+ e macrofagos), a apoptose e a expressao do fator de
crescimento endotelial (VEGF) nos pulmdes;

« ldentificar a frequéncia de antigenos do DENV, da proteina ndo estrutural 1
(NS1), da proteina néo estrutural 3 (NS3) no pulméo;

 Identificar os sorotipos DENV (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) no

pulméao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

O projeto teve aprovacdo pelo comité de ética e pesquisa CEP da
Universidade Federal do Ceara/ PROPESQ, com Certificado de Apresentacdo para
Apreciacdo Etica (CAAE) n° 58571016.0.0000.5054 e parecer n° 1693117 (Anexos A
aE).

4.2 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo do tipo série de casos sendo incluidos cento e vinte
seis (126) pacientes que evoluiram para o 6bito, com diagnostico confirmado de
dengue e devidamente notificados ao Nucleo de Vigilancia Epidemiologica da
Secretaria de Saude do Estado do Ceara.

Foi constituido um grupo controle com nove (09) pacientes que foram a 0Obito
com morte imediata por acidente automobilistico ou por ferimento por arma de fogo,
cuja autépsia medico-legal foi realizada na Pericia Forense do Estado do Ceara
(PEFOCE).

O grupo de Obitos por Dengue Grave compreende os casos definidos na
época das autopsias, como numero de casos com a apresentacdo Febre
Hemorragica da Dengue (FHD) somado ao nimero de casos com apresentagao
Dengue com complicacdes (DCC).

Os casos confirmados de FHD preenchiam todos os critérios abaixo
relacionados (Brasil, 2002; Siqueira, 2010):

« Febre ou historia de febre recente, com duracéo de sete dias ou menos;

« Trombocitopenia (£100.000/mm?®);

o Tendéncias hemorragicas evidenciadas por um ou mais dos seguintes
sinais: prova do laco positiva, petéquias, equimoses ou purpuras,
sangramento de mucosas, do trato gastrointestinal, trato respiratorio, trato
geniturinario, suprarrenal, e outros;

« Extravasamento de plasma devido ao aumento da permeabilidade capilar,
manifestado por hematocrito com aumento de 20% do valor basal, ou de

valores superiores a 45% em criancas, 48% em mulheres e a 54%
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homens; ou queda do hematdcrito em 20% apds o tratamento; ou presenca
de derrame pleural, pericardico, ascite e hipoproteinemia;
« Confirmagé&o laboratorial de todos os casos atraves de exames especificos.

Os casos de DCC apresentaram pelo menos um dos critérios abaixo,
associado a confirmacéo laboratorial através de exames especificos (Brasil, 2002;
Siqueira, 2010):

« Alteragc6es neuroldgicas;

« Disfuncgédo cardiorrespiratoria;

« Insuficiéncia hepatica;

« Hemorragia digestiva volumosa;

o Derrame pleural, pericérdico e ascite;

e Trombocitopenia (£50.000/mm3);

» Leucopenia (£1.000/mm3);

e Caso suspeito de dengue que evoluiu para Obito, porém sem preencher

todos os critérios estabelecidos acima para FHD.

O critério de exclusdo baseou-se na auséncia de blocos nos arquivos do
Servico de Verificagéo de Obitos (SVO-CE).

4.3 Coleta de amostras e dados

4.3.1 Coleta dos dados demograficos, dados clinicos e laudo de autopsia

A coleta de dados referentes a identificacdo individual, aos dados
demograficos, aos dados da histéria clinica, aos antecedentes pessoais e doengas
pregressas e aos laudos das autopsias, foi realizada através da revisdo de ficha do
Servico de Verificacdo de Obitos Dr. Rocha Furtado (SVO - CE). O fluxograma
diagndstico realizado no SVO-CE em casos suspeitos de dengue no periodo de

2011 a 2013 esta apresentado na Figura 11.
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Casos Fatais com Suspeita de Dengue
(SVO)
Coleta de dados
clinicos Autopsia
+ Sangue :
Fichade - Liquor Tecides
Atendimento - Efusdes
A fresco Fixado
+ Isolamentoviral
+ NS4
+ IgM(anti-dengue) | |+ Isolamento * Imunohistoquimica
+ RT-PCR viral (a_ntl-dengue)_
« RT-PCR *+ Histopatologico

Figura 11 — Fluxograma diagnostico realizado no SVO-CE em casos suspeitos de

dengue no periodo de 2011 a 2013
Fonte: Braga, 2014.

4.3.2 Coleta de amostras de tecido, sangue e liquor

O material foi coletado durante o exame de autopsia, nos anos de 2011, 2012
e 2013. AplOs pesagem e andlise macroscopica do pulméo, foram extraidos com
bisturi trés fragmentos com volume de aproximadamente 2,0cm x 2,0 cm x 1,0 cm,
de lobos pulmonares diversos. Dois dos fragmentos foram fixados em formalina a
10% e o outro foi mantido a fresco. Um dos fragmentos fixados foi enviado ao
Instituto Evandro Chagas (Belém - Para) para pesquisa imuno-histoquimica de
DENV. O segundo fragmento fixado em formalina permaneceu no SVO para anélise
histopatoldgica. O fragmento mantido a fresco foi enviado para o Laboratoério Central
de Saude Publica (LACEN-CE) para realizacdo de PCR para deteccdo de DENV.
Durante o exame de necropsia foram coletados 10 ml de sangue total da artéria
aorta. O sangue foi enviado para o LACEN-CE para realizacdo de sorologias
(ELISA) para deteccéo de anticorpos contra DENV. Foram coletados ainda 10 ml de
liguor antes da extracdo do encéfalo, para pesquisa do antigenos NS1 no LACEN-
CE. A coleta das amostras obedeceu ao protocolo de autorizagdo de autdpsia do
Ministério da Saude, onde recomenda-se que o procedimento ocorra em intervalo de

até doze horas post mortem.
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A obtencdo dos blocos de parafina dos 126 casos confirmados de dengue
obedeceu a orientacao da direcdo médica do SVO, com busca ativa no arquivo da

instituicao.

4.3.3 Microarranjos do tecido pulmonar (tissue microarray)

Os microarranjos de tecidos (tissue microarray - TMA) para a quantificacéo da
imuno-expressdo dos biomarcadores foi realizado no Laboratério Multiusuario no
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo (FMUSP).

O protocolo utilizado pelo laboratorio, foi constituido por 13 colunas e 12
linhas permitindo a analise dos biomarcadores protéicos de 30 casos uma Unica

lamina (Figura 12).
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Figura 122 — Protocolo contendo o planejamento do bloco 1 das microssecgdes (spots) das autdpsias 73/11 a 1067/11, distribuidas em

13 colunas e 12 linhas para TMA
Fonte: Elaboragao prdpria.



Foram confeccionadas cinco laminas, contendo cinco microssec¢des com
didmetro de 1mm por paciente, dos 126 casos com diagnéstico de dengue e 9
casos controles, (Figura 13). As laminas foram colocadas em caixas plasticas

identificadas e estocadas a menos 4°C para preservar a antigenicidade do material.
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Figura 13 — Cinco laminas de TMA confeccionadas no Laboratorio Multiusuario do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o

Paulo (FMUSP), contendo o total de 135 casos em estudo
Fonte: Arquivo da pesquisa.

4.4 Confirmacao do diagndstico de dengue

4.4.1 Confirmacéo do diagnostico de dengue pelo LACEN-CE

A confirmacdo do diagnostico de dengue como causa mortis por ocasido da
realizacdo das autopsias, obedeceu o protocolo do Ministério da Saude adotado pela
Secretaria de Saude do Estado do Ceara. Os exames diagnosticos de dengue foram
realizados pelo LACEN. Amostras de todos os casos foram encaminhados, e pelo
menos um dos seguintes testes foi positivo: isolamento viral, detec¢cdo de antigeno
viral NS1 por ELISA, deteccéo de IgM anti-DENV por ELISA ou RT-PCR.

As amostras foram encaminhadas ao LACEN-CE em até duas horas apos a
coleta, para realizacdo dos testes diagnésticos na época da realizacao da autopsia.

Para a deteccéo viral por RT-PCR, os fragmentos de tecido foram congelados
a -80°C e, no momento de uso, foram triturados em 1,5mL de Leibovitz-15 médio

(Sigma), pH 7,0-7,4 e 3% de penicilina de sodio / sulfato de estreptomicina. A
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suspensao foi centrifugada (10.000 rpm a 4°C, durante 15 minutos). O sobrenadante
obtido foi transferido para um criotubo esterilizado e armazenado a - 80°,C até ser
utilizado.

Para o isolamento viral, as amostras de sangue ou de soro foram inoculadas
em uma monocamada da linhagem celular C6/36 do A. albopictus. A identificacao do
virus isolado foi feita por imunofluorescéncia indireta, com anticorpo monoclonal
especifico de cada sorotipo (Igarashi, 1978; Gubler et al., 1984).

A técnica de nested RT-PCR (Lanciotti et al.,1992) foi utilizada para deteccéo
do RNA viral extraido a partir de 140 pl de liquido cefalo-raquidiano (CSF) e/ou
amostras de sangue utilizando o mini kit QlAamp Viral RNA (Qiagen, Valéncia, CA,
EUA).

A deteccado do antigeno viral NS1 foi realizado pelo kit NS1Ag Pan-E Dengue
Early ELISA kit (PanbioDiagnostics, Brisbane, Queensland, Australia).

A técnica MAC-ELISA foi realizada para deteccdo de anticorpos IgM anti
dengue nas amostras de soro e/ou liquor pelo kit Panbio (Panbio Inc., Columbia,
Maryland, EUA).

4.4.2 Confirmacgao do diagnostico de dengue através de imuno- histoquimica
pelo Instituto Evandro Chagas (IEC-PA)

O Instituto Evandro Chagas (IEC) realizou o estudo imuno- histoquimco em
figado fixado em formalina 10%, pela técnica estreptavidina-biotina- fosfatase
alcalina (SAAP), para amostras incluidas em parafina.

A técnica foi constituida, inicialmente, por cortes de tecido de
aproximadamente de 3 a 4 um de espessura, com montagem em laminas
silanizadas. O bloqueio de ligagdes inespecificas ocorreu com leite desnatado a 10%
em agua destilada por 15 minutos. O bloqueio da fosfatase alcalina enddgena foi
realizado em solucdo de fosfato de sddio monobasico, fosfato de sédio dibasico, e
proteases 0.100g (11U/ml) por 20 minutos. Incubado com anticorpos primarios
policlonais anti-DENV-2 (produzidos em camundongos pelo Setor de Arboviroses do
IEC-PA), por uma hora; seguida de lavagem em tampéo de salina fosfato (PBS) por
trés vezes, durante trés minutos cada. O anticorpo secundario Vectastain
(Peroxidase Mouse IgG PK-4002) foi adicionado e incubado por uma hora. Foi
lavado novamente por 3 vezes em PBS, por 3 minutos cada e posteoriormente, foi
incubado com Estreptavidina - Biotina - Fosfatase alcalina (SAAP - 3 mg/2ml - e

invitrogen) por uma hora. Apos, a solugdo TRIS pH 7.4-7.6 foi permutada por 3
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vezes, com duracdo de 3 minutos e aplicado o revelador HistoMark RED
Phosphatase System (Kirkegaardand PerryLabs Inc., Gaithersburg, MD) por uma
hora, obedecendo a protecdo da luz. Na contra-coloragcdo foi utilizada com
Hematoxilina de Harris. O antigeno viral foi identificado em citoplasma de células de
Kupffer com imunoexpressédo em rosa- fucsia. Foram realizados controles negativo e

positivo para cada grupo de amostras testadas.

4.5 Analise macroscoOpica dos pulmdes

A macroscopia constou da pesagem de ambos os pulmdes em gramas, e dos
aspectos morfolégicos presentes como a congestdo, o edema, a hemorragia, a
trombose, a consolidacdo e achados de doencas pulmonares cronicas prévias. Os
achados foram observados a olho nu, pelo patologista responsavel, durante a

autopsia.

4.6 Analise histopatoldgica

4.6.1 Analise histopatolégica corada pela técnica de rotina da Hematoxilina &
Eosina (HE)

Espécimes pulmonares de 2x2cm de area, processados e emblocados em
parafina no Laboratério do SVO-CE, foram cortados a 5 ym de espessura e corados
pela técnica de rotina da Hematoxilina e Eosina (HE), e examinados sob
microscopia éptica.

Os seguintes parametros morfolégicos foram avaliados de forma categérica,
guanto a presenca (1) ou auséncia (0): edema, hemorragia, pneumonite,
bronquiolite, infiltrado inflamatdrio agudo, membrana hialina, trombose, necrose e
atipias celulares por efeito citopatico.

O edema e a hemorragia também foram quantificadas através de
histomorfometria, expressa em frequéncia de campos positivo do parametro, e de

acordo com a razédo percentual em relacdo ao alvéolo.
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4.6.2 Analise hispopatoldgica corada pela técnica de rotina da Hematoxilina &

Eosina associada a imuno-histoquimica

Os espécimes pulmonares foram processados conforme descrito no item,
4.6.1 e examinados sob microscopia 6ptica.

A presenca (1) ou auséncia (0) de megacariocitos foi dublamente avaliada,
utilizando a tanto a técnica HE como a imuno-marcacao anti- Fator VIII.

A presenca (1) ou auséncia (0) da hiperplasia de pneumdcitos Il foi observada
pela coloracéo HE, e ratificada pela imuno-expresséo de anti-citoqueratina AE1AES.

A presenca (1) ou auséncia (0) de proliferacdo de miofibroblastos também foi
observada pela coloracdo HE, e confirmada pela imuno-expressao anti - a -Actina

musculo liso (a SMA).

4.6.3 Classificacdo dos padrdes histopatoldgicos pulmonares na infec¢céo pelo
DENV

Os padrbes histopatolégicos foram definidos através dos achados
morfolégicos predominantes (maior que 50% da amostra) e/ou por ser
patognoménico das diversas entidades nosologicas estabelecidas na patologia
pulmonar. As espécimes pulmonares avaliadas eram constituidas por tecido com
area de 2x2cm, cortados a 5 ym de espessura e corados pela técnica de rotina da
HE. Foram considerados os seguintes padrdes na nossa amostragem:

I. Padrédo de Hemorragia e Edema alveolares
[l. Padrdo de Edema alveolar
[ll. Padrdo de Pneumonite intersticial cronica
IV. Padrdo de Broncopneumonia
V. Dano Alveolar Difuso
V.1.1 Leséo pulmonar aguda
V.1.2 Dano alveolar difuso exsudativo
V.1.3 Dano alveolar difuso fibroproliferativo
V.1.4 Pneumonia em organizacao e fibrinosa aguda

VI. Padrdo da doenca de base pulmonar anterior a dengue
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4.7 Imuno-histoquimica para identificacdo e quantificacdo dos marcadores
CD4, CD8, CD68, Mastoécito, VEGF, Citoqueratina (AE1AE3), a -Actina musculo
liso e Fator VIII

A técnica aplicada foi da Avidina- biotina- peroxidase utilizando cortes de
tecido em microarranjos (TMA), de aproximadamente de 3 a 4 um de espessura,
com montagem em laminas silanizadas. Em excecdo da identificacdo viral no
parénquima pulmonar realizada no IEC-PA, todas as outras técnicas de imuno-
histoquimica foram confeccionadas no Laboratorio de Histomorfometria e Genémica
Pulmonar do Departamento de Anatomia Patoldgica da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (FMUSP).

Para todos o0s marcadores, a recuperacdo dos antigenos foi em alta
temperatura em panela de Pressdo Pascal (Dako) por 3 minutos a 121°C, onde as
laminas foram colocadas em solucédo de Citrato pH 6,0. O bloqueio da peroxidase
enddégena em agua oxigenada de 10 Volumes (3%), por 5 minutos, repetindo a
operacéao por 4 vezes, e lavando com PBS ou TBS, por 3 minutos. O blogueio de
IgG inespecificas foi realizado pelo uso de Protein Block (Novocastra RE-7158) por
minutos. Em sequéncia, houve a incubacdo com os anticorpos descritos na Figura
14.

Anticorpo Diluigao Marca Investigacéo
CD4 (OPD4) 1:400 Dako
CD-8 (C8/144B) 1:400 Dako
CD68 (Clone KP1) 1:3200 Dako Células inflamatorias
1:2000
Mast C Tryptase (clone AA1) Dako
1:500

Mediac¢édo de angiogénese e

VEGF (A20) Santa Cruz o
. permeabilidade vascular
Biotechnology
Citoqueratina (Clone 1:100 L o
AE1AE3) Dako Epitélio respiratdrio
a -Actina musculo liso (a SMA 1:500 -
Clone 1A4) Dako Miofibroblasto
Fator VIII 1:100 Dako Megacariécitos

Figura 14 — Quadro com anticorpos utilizados na técnica de imuno-histoquimica para
avaliacao de alteracdes e danos ocorridos nos tecidos pulmonares
Fonte: Elaboragéo propria.

Em sequéncia, as laminas foram incubadas em camara umida com anticorpo
secundario (polimero Novolink, marca Leica) por 30 minutos a 37°C, nas duas

etapas pds primario e complexo, para os anticorpos CD4, AE1AE3, a-SMA e Fator
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VIII; para os anticorpos CD8, VEGF, Mast C Tryptase e CD68, utilizamos o Super
Enhancer (marca Biogenex). Apds lavagem com PBS ou TBS, por 3 vezes, as
laminas foram colocadas em solucdo com cromégeno (70 mg de DAB -
diaminobenzidina) em 100 ml de tris-HCL pH 7,6 + 30 microlitros de agua oxigenada
30V. A contra-coloracéo foi realizada em Hematoxilina de Harris. A imuno-expressao
foi atribuida a marcacao citoplasmatica, nuclear ou de membrana em marrom
conforme o perfil celular e do anticorpo aplicado. O controle negativo foi realizado

para todos os anticorpos.

4.8 Deteccdo da apoptose através da detecgcdo in situ por marcacdo de
extremidades de dUTP mediada por um TdT (TUNEL)

Microsseccdes (TMA) de tecido pulmonar de 3 a 4 um de espessura foram
colocados em laminas silanizadas. Esta técnica foi realizada no Laboratorio de
Histomorfometria e Genémica Pulmonar do Departamento de Anatomia Patoldgica
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP). O processo de
desparanifinizacao foi feito ao colocar as laminas em xilol quente, em estufa a 60 —
65° C, durante 10 minutos e passadas rapidamente em 3 banhos de xilol frio. Para
hidratacdo dos cortes as laminas foram colocadas em dois banhos de élcool
absoluto, um banho de alcool 95° e um banho de é&lcool 70°. Em seguida, foram
lavadas em &gua corrente, agua destilada e em tampao fosfato pH 7,4. O préximo
passo foi a recuperacdo dos sitios antigénicos realizada por tratamento com
proteinase K em temperatura ambiente por 30 min. O bloqueio da peroxidase
endogena presente nas hemacias foi feito com H202 0,3% em metanol por 30
minutos a temperatura ambiente e apds lavado muito bem em &agua corrente, agua
destilada e PBS.

As laminas foram incubadas com 50 ul da mistura de reagcao TUNEL (terminal
transferase assay mediated dUTP nick end labeling usando 5 pl da solugdo de
Enzima, 45 pl da solugdo tampdo) por amostra em camara Uumida a 37°C por 60
minutos. ApGs esta etapa, as laminas foram incubadas em camara Umida a 37°C por
30 minutos com 50 pl do conversor de peroxidase e posteriormente lavadas 3x em
tampdo fosfato em 3 minutos. Foi utilizado como cromégeno Diaminobenzidina
(DAB) onde as laminas foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente, ocorreu a contra-coloragdo com verde de metila, para todos os

casos. A imuno-expressao se apresentou nuclear em cor preta-marrom em diversas
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morfologias celulares atribuidas a linfocitos, macréfagos, células endoteliais ou

epiteliais. O controle negativo foi realizado em conjunto com as amostras do dia.

4.9 ldentificacdo dos sorotipos DENV em tecido congelado por transcri¢cao

reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase (semi-nested RT-PCR)

O RNA viral foi extraido de amostra de tecido masserado congelado de
autopsias de 59 casos de dengue (pulmdo, figado, baco, rim), utilizando o kit
comercial QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen, Alemanha) de acordo com protocolo
descrito pelo fabricante.

O Tampao de Lise AVL+ 5,6 pyL de Carrier/AVE e 140 uL do sobrenadante
foram colocados em tubo de 1,5mL. A suspensao foi homogeneizada e incubada por
10 minutos a temperatura ambiente. O alcool etilico PA a 100% foi adicionado e a
suspensao foi novamente homogeneizada. Dessa mistura, 630 pL foram transferidos
para uma coluna previamente numerada. Apés centrifugacdo por 1 minuto a 8000
rom o eluido do tubo coletor foi desprezado. Novo tubo coletor foi colocado na
coluna e os 630 pL restantes da mistura foram transferidos para a coluna. Adicionou-
se 500 pL do Tampédo de lavagem AW1 e apos centrifugagdo por 1 minuto a 8000
rpom o eluido foi descartado. Adicionou-se 500 pL do Tampéao de lavagem AW2 e
apos centrifugacédo por 3 minutos a 14000 rpm o eluido foi descartado. A coluna foi
transferida para novo tubo coletor e apos centrifugacao por 1 minuto a 14000 rpm, a
coluna foi transferida para um tubo tipo eppendorf de 1,5 ml previamente
identificado. Adicionou-se 60 uL de Tampéao de eluicdo (AVE) e apos centrifugacéo
por 1 minuto a 8000 rpm a coluna foi descartada e o RNA foi acondicionado a -
70°C.

Para transcricdo reversa seguida da reacdo em cadeia pela polimerase foi
utilizada a metodologia descrita por Lanciotti et al. (1992) para deteccao e tipagem
dos DENV a partir dos espécimes clinicos. Este protocolo detecta os quatro
sorotipos simultaneamente em um procedimento “semi-nested”, gerando produtos
amplificados (amplicons) com tamanhos especificos em pares de base (pb) para
cada sorotipo dos DENV. Em uma primeira etapa, foram utilizados oligonucleotideos
iniciadores consensuais (D1 e D2) para os quatros sorotipos dos DENV,
complementares as sequéncias dos genes C e prM. No procedimento nested, sédo
utilizados iniciadores especificos TS1, TS2, TS3 e TS4 para os DENV1 a 4,

respectivamente, Quadro 2. Os produtos obtidos apos a amplificagdo por RT-PCR
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foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corados com brometo

de etideo, revelados em luz UV.

Tamanho do
Oligonucle- o o amplicon (em
. Sequéncia Posicéo pares de
otideo 5
iniciador no genoma ase
Ipb! 1)
D1 (+) 5- TCAATATGCTGAAACGCGGAGAAACCG- 3 134-161 611
D2 (-) 5’- TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3 616-644
TS1 () 5- CGTCTCAGTGATCCGGGGG- ¥ 568-586 482 (D1 + TS1)
TS2 () 5- CGCCACAAGGGCCATGAACAG- 3’ 232-252 119 (D1 + TS2)
TS3 () 5’- TAACATCATCATGAGACAGAGC- 3 400-421 290 (D1 + TS3)
TS4 (-) 5- CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA - 3 506-527 392 (D1 + TS4)

Figura 15 — Quadro com oligonucleotideos iniciadores utilizados na transcricdo
reversa seguida pela reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) para a tipagem

dos virus dengue
Fonte: Lanciotti et al.,1992.

Cerca de 200 pL de RNA extraido foi colocado em microtubo e aquecido, em

bloco térmico, a 75°C por 5 minutos e posteriormente mantido em banho de gelo.
Em seguida, adicionou-se 45uL da mistura RT-PCR, constituida por 37,12 pL Agua
livre de nucleases (Promega), 4uL 10 X PCR Buffer sem Mg*" (Gibco), 4uL 10 mM
desoxinucleotideos (dNTPs) (Gibco), 0,25 pL 0,1 M Dithiothreitol (DTT) (Gibco),
0,13pL 10 pM iniciador D2 (Gibco), 0,25 pL 40 U/uL RNAsin(Gibco), 0,25uL 5 U/uL
Taqg DNA Polimerase(Gibco), 0,1uL 2,5 U/uL enzima AMV-RT(Gibco) e 1,5uL 50 mM
Cloretode magnésio (Gibco). Posteriormente colocou-se 0s microtubos no
termociclador, em sequéncia de ciclos, tempo e temperaturas diferentes (42°C/ 60
min; 94° C /30 sec; 56° C/1 min; 72° C/2 min; 72° C/10 min; 4° C/ até retirar do
Termociclador).

Numa segunda etapa de amplificacdo (Semi-nested PCR), para tipagem dos
virus dengue, diluiu-se os produtos, em microtubos de 1,5mL. Os produtos obtidos
foram novamente diluidos em 1:100 (5uL produto e 495 pL agua).

Em microtubos de 200 pL, adicionou-se 45uL da mistura semi-nested PCR e
5uL do produto da primeira reacdo diluido. Colocou-se 0s microtubos no
termociclador, em nova sequéncia de ciclos, tempo e temperaturas diferentes (94°
C/30 sec; 56° C/1 min; 72° C/2 min; 4° C/ até retirar do Termociclador).

ApoGs a semi-nested, realizou-se a técnica de eletroforese em gel de agarose
(1,5%), onde numa bandeja acrilica adicionou-se a mistura de 1,5 g de agarose com

100 mL de TBE (0,5X), onde foi previamente aquecido e solubilizado, quando a
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mistura estava resfriada foi adicionado 5 pL de brometo de etideo. Apos a
solidificacdo, colocou-se o gel imerso em solucdo de TBE (0,5X) na cuba de
eletroforese.

Aplicou-se 10 pL da reacéo, obtida apds a semi-nested, + 2uL azul de
bromofenol e procedeu a eletroforese a 100 V-50mA /45 min. No primeiro orificio,
aplicou-se 3,5uL do peso molecular + 2 pL azul de bromofenol. Apés a corrida
realizou-se a captura da imagem num trans-iluminador, leitura feita em luz UV. A
diluichio do padrdao de peso molecular (100pb DNA ladder - Gibco BRL,

Gaithersburg, EUA) foi de 1/10 com agua livre de nucleases.

4.10 Identificacdo do DENV em parénquima pulmonar através de imuno-

histoquimica

O IEC-PA realizou o estudo imuno-histoquimco em microarranjos (TMA) de
tecido pulmonar, seguindo a mesma técnica estreptavidina-biotina-fosfatase alcalina
(SAAP) descrita anteriormente para amostras hepaticas, utilizando anticorpos
policlonal anti-DENV-3 (produzidos no IEC em camundongos sui¢os inoculados com
DENV-3). O antigeno viral foi identificado em citoplasma de macrofagos alveolares,
com imunoexpressdo em cor rosa-fucsia. Foram realizados controles negativo e
positivo para o grupo de amostras testadas em uma Unica imunorreacao para todos

0s casos investigados.

4.10.1 Identificac&o de proteina ndo estrutural 1 (NS1) e Proteina ndo estrutural

3 (NS3) no parénquima pulmonar através de imuno-histoquimica

Ensaios de imuno-histoquimica para a deteccdo de antigenos NS1 e NS3
foram realizados de acordo com o protocolo do Laboratério de Histomorfometria e
GenoOmica Pulmonar, conforme descrito anteriormente. A deteccdo do NS1 foi
realizada utilizando anticorpo anti-NS1 diluido 1:200 (Sigma - Aldrich, produzido a
partir de coelho, 1mg/ml, ref. SAB 2700022). Ja para a identificacdo da proteina
NS3, foi utilizado anticorpo policlonal anti-DENV-3 produzido em camundongo suico,
diluido 1:400. A imuno-expressdo foi atribuida a marcacdo citoplasmatica em

marrom e o controle negativo foi realizado para os dois anticorpos.
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4.11 Histomorfometria com reticulo para quantificagdo das alteragcdes

morfoldgicas e da expressao da molécula

A histomorfometria foi realizada através de contagem de pontos
imunomarcados utilizando um reticulo contendo 100 pontos na ocular do
microscdpio, com area conhecida de 62.500 ym? no aumento de 400x, Figura 16.
Foram observados dois campos aleatorios por microssecgdo sob aumento de 400x,
perfazendo 10 campos pulmonares e 1000 pontos de reticulo por cada paciente
(Mandarim-De-Lacerda, 1995; Anciaes, 2011).

Figura 16 — Andlise histomorfométrica. Reticulo composto por 50 segmentos de
retas de Imm e 100 pontos nas extremidades das retas, dispostos em area de

10x10mm
Fonte: Arquivos da pesquisa.

Assim, obtivemos um valor absoluto de células marcadas pelo anticorpo em
estudo, resultado da média das células positivas nos dez campos avaliados. A
fracdo de area de células positivas foi calculada pela relacdo entre os valores
absolutos positivos e 0 nimero de pontos que incidem no septo alveolar. O resultado
foi expresso como células/um?. No caso da hemorragia e do edema, utilizamos
como denominador os pontos que incidiam na area do lumen alveolar. Nesta
avaliacdo, o resultado foi expresso em edema ou hemacia alveolares/um?. Outra
medida também avaliada foi a densidade, calculada com a divisdo do valor absoluto
de células marcadas pelo anticorpo em estudo pela area de campo no valor de
8.8 w2, sendo o resultado expresso em células/u™ (Gundersen, 1988).
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4.12 Estratégia de andlise de dados e variaveis do estudo

Os dados demograficos, clinicos e morfolégicos dos pacientes foram reunidos
em uma planilha eletrénica do Microsoft Office Excel.

Coletados os dados e elaborada a planilha eletrdnica, buscou-se descrever
todas as variaveis do estudo, para isso, recorreu-se a técnicas de analise estatistica
descritiva.

Em posse dessa técnica, calculou-se algumas medidas descritivas, como
média, desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo, além disso, foram criadas
tabelas de frequéncia absolutas e relativas, essa Ultima expressa em percentual.
Essa estratégia contemplou variaveis como: idade, sexo, peso do pulmio e
presengca de sinais, sintomas e comorbidades, como doencas cardiovasculares
(miocardiopatia dilatada, hipertensao arterial), diabetes mellitus, asma e enfisema
pulmonar; além dos fatores de risco de tabagismo. Também calculou-se medidas
descritivas, como média, desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo de morfometria
dos parametros CD4+, CD8+ e da relagdo CD4+/ CD8+.

Finalizada essa etapa de descricdo dos dados em estudo, recorreu-se aos
testes estatisticos para comparacéo entre as varidveis demograficas, morfoldgicas,
padrdes histopatoldgicos e formas de apresentacdes. Os testes utilizados foram o de
Mann-Whitney e o de Qui-quadrado.

O teste de Mann-Whitney € indicado para compara¢do de dois grupos nao
pareados para verificar se pertencem ou ndo a mesma populacdo. Na verdade,
verifica-se a existéncia de evidéncias para acreditar que valores de um grupo A séo
superiores aos valores do grupo B. Esse teste pode ser considerado a versao nao
paramétrica do teste t, para amostras independentes, sendo que, ao contrario do
teste t, que testa a igualdade das médias entre os grupos, o teste de Mann-Whitney
testa a igualdade das medianas.

Através do teste de Mann-Whitney foram feitas as seguintes comparacoes:

a. Foi comparada a intensidade da apoptose, expressa em células
apoptdticas/um? presentes no septo alveolar, nos grupos de FHD, DCC e
grupo de comparacao.

b. A quantidade de linfécitos T CD4, T CD8 e CD68, mastdcito expressa em
células/um? presentes nos septos alveolares, foi comparada entre os

grupos FHD, DCC e grupo de comparacao.
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c. A expressdo da molécula VEGF, quantificada em células endoteliais/um?
presentes no septo alveolar, foi comparada entre os grupos FHD, DCC e
grupo de comparacao.

d. Verificou-se se o nimero de plaguetas difere quanto os grupos FHD, DCC.

Através do teste t de Studart foram feitas as seguintes comparacdes:

— A quantidade de linfécitos T CD4+, T CD8+ e CD4+/CD8+ expressa em
células/y ~ 2 presentes nos septos alveolares, foi comparada entre os
grupos FHD, DCC e grupo de comparacao.

O teste Qui-quadrado foi utilizado para comparar as frequéncias obtidas dos

cruzamentos entre variaveis categoricas.

O teste Qui-quadrado de independéncia verifica se existe relacdo ou
associacao entre duas variaveis, basicamente séo testadas as seguintes hipoteses:

— Ho: As variaveis ndo estao associadas.

— Hai: As variaveis sdo associadas.

Por meio desse teste, foi verificado a associagao entre as classes de dengue
(DCC e FHD), os sorotipos DENV-1, DENV-3 e DENV-4, e o0s padrdes
histopatoldgicos estabelecidos.

Devido a maior parte das tabelas apresentarem poucas observacdes, foi
utilizado o método de simulacdo de Monte Carlo, que realiza simula¢des para buscar
corrigir possiveis erros de aproximacao do teste Qui-quadrado.

A fim de estudar as relacdes entre as classes de dengue, sorotipos e padrdes
histopatoldgicos foram feitas as seguintes analises:

— Odds ratio para analisar a forca de associacdo entre os padrbes

histopatolégicos e os sorotipos DENV1 e DENVA4.

— Odds ratio para analisar a forca de associacdo entre 0s sorotipos e a
classe de dengue.

Para ambos os testes, foi estabelecido um nivel de confianga de 95%.

As varidveis em estudo podem ser classificadas em dependentes e

independentes.

a. A seguir segue a classificacdo das variaveis:

b. Presenca/auséncia de FHD ou DCC (Dependente);

c. Presenca/auséncia dos padrdes histopatoldgicos descritos (Dependente);

d. Edema: continua, em percentual de area alveolar atingido (Independente);
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. Hemorragia: continua, em percentual de area alveolar
atingido (Independente);

. Expressdo T CD4+: continua, em célula positiva/um? (Independente);

. Expressdo T CD8+: continua, em célula positiva/um?(Independente);

. Relacdo da expressdo T CD4+/ T CD8+: continua, em célula positiva /p
(Independente);

i. Expressdo CD68: continua, em célula positiva/um? (Independente);

j. Expressdo VEGF: continua, célula endotelial positiva/um? (Independente).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Andlise descritiva dos dados demogréficos, dados clinicos, co-morbidades,
fatores de risco, critérios classificatorios presentes nas autOpsias e exame

laboratorial

Foram incluidos cento e vinte e seis pacientes confirmados com diagnéstico
clinico, patolégico e laboratorial de dengue. A tabela 1 ilustra os métodos
diagnésticos utilizados. O método que mais confirmou o diagnoéstico foi a presenca
de antigeno viral pela técnica de imuno-histoquimico em tecido hepatico (IHQ tecido
hepético: 77%). Em sequéncia, seguem a pesquisa da NS1 em tecido pulmonar
(NS1 tecido pulmonar: 63,6%), a pesquisa da NS3 em tecido pulmonar (NS3 tecido
pulmonar: 58,7%), a pesquisa de NS1 sérica (NS1 sérico 30,3%), a presenca de
antigeno viral pela técnica de imuno-histoquimico em tecido pulmonar (IHQ tecido
pulmonar: 28,5%), a identificacdo do sorotipo do DENV pela RT-PCR em tecido
congelado (sorotipo DENV: 26,3%) e pelo isolamento viral (23,9%), a pesquisa de
IgM sérica (IgM sérica ELISA: 21,3%). A RT-PCR sérica foi a técnica com menor
recuperacao diagnostica nesta casuistica (RT-PCR sérica: 14,2%).

Tabela 1 — Frequéncia do método diagnostico nos 126 casos de Dengue

Metodologia N° casos Total casos %
positivos analisados
IgM sérico ELISA 25 117 21,3
NS1 sérico ELISA 30 99 30,3
NS1 IHQ tecido pulmonar 63 124 63,6
NS3 IHQ tecido pulmonar 74 126 58,7
RT-PCR sérico 11 77 14,2
IHQ tecido hepatico 94 122 77,0
IHQ tecido pulmonar 36 126 28,5
Sorotipos DENV 38
Isolamento viral 23 96 23,9
RT-PCR em tecido congelado 15 57 26,3

N° = nimero; % = percentual em relacéo ao total de observagdes.
Fonte: Elaboracéo propria.

Sessenta e nove pacientes eram do sexo masculino (54,8%), com média de
idade 38,2 anos, e 57 (45,2%) do sexo feminino com média de idade de 34,7 anos,
Tabela 2. Cem pacientes apresentaram a forma de dengue com complicacdo (DCC)
e 26 pacientes apresentaram a forma de febre hemorragica da dengue (FHD). Todos

0s pacientes do grupo controle eram do sexo masculino, com média de 25 anos de
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idade, compativel com paciente de morte violenta encontrados na Pericia Forense
do Estado do Cearéd (PEFOCE).

Tabela 2 — Dados demogréficos de idade e sexo associados aos grupos de formas
clinicas de dengue e controle

Distribuicdo da idade segundo sexo e grupos

Genero Idade (anos)
N° % Média Desvio Padréao

Grupo de Dengue (n=126)
FHD
Masculino 15 57,7 39,5 24,9
Feminino 11 45,3 28,5 21,8
DCC
Masculino 54 54,8 38,0 24,6
Feminino 46 45,2 36,0 22,5
Grupo controle (n=09)
Masculino 09 100 25 10,4
Feminino 0 0 - -

N° = nimero; % = percentual em relagéo ao total de observacdes.
Fonte: Elaboracao propria.

A Tabela 3, exibe a frequéncia dos casos de dengue conforme as faixas
etarias: 0 a 15 anos (31 casos, 24,6%), 16 a 29 anos (20 casos, 15,8%), 30 a 59
anos (52 casos, 41,2%) e = 60 anos (23 casos, 18,2%). A faixa etaria com maior
frequéncia de casos é a faixa de 30 a 59 anos (41,2%), seguida de 0 a 15 anos
(24,6%), = 60 anos (18,2%) e 16 a 29 anos (15,8%).

Tabela 3 — Frequéncia dos casos segundo faixas etarias

Faixa etéaria 0al5 16 a 29 30a59 260
(anos)
N° de pacientes 31+ 20 52 23
% do Total 24,6 15,8 41,2 18,2

*Cinco pacientes com idade < 1 ano.
Fonte: Elaboragéo propria.

Apesar do sexo feminino ser considerado, por alguns, com maior propensao
de formas graves, nenhum estudo mostrou signifiancia estatistica (Torres, 2005). A
nossa frequéncia de género foi discretamente maior no sexo masculino.

As descricbes de dengue na Asia mostram o acometimento de criancas com
idade até 16 anos (Bhamarapravati, 1967; Burke, 1968). A faixa etaria difere nas
Américas, onde criancas e adultos sdo afetados nos surtos epidémicos (Guzman et
al., 2003). A maioria dos casos estavam na faixa etaria de adulto (30 a 59 anos)

perfazendo 41,2% da amostra, seguido justamente pelas criangas (0 a 15 anos). A
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maioria dos pacientes (78,2%) apresentou a forma de dengue com complicacao
(DCC), atualmente incluidos na classificagdo de dengue grave (MS, 2002).

A Tabela 4 contém a distribuicdo dos sinais da doenca estratificados por
ordem de frequéncia. Cerca de cento e oito pacientes apresentaram febre (89,3%).
O desconforto respiratorio foi constatado em 77 pacientes (87,5%), o vomito em 74
(80,4%), o rebaixamento do sensorio em 61 (75,3%), a tosse em 63 (78,8%), a
prostracdo em 45 (73,8%), a irritabilidade/agitacdo em 47 (62,7%), a diarreia em 39
(58,2%), a convulsdo em 23 (37,1%) e o exantema em 18 (29,0%). Dentre os sinais
hemorragicos, a hematémese foi a mais frequente, estando presente em 28 casos
(43,8%), seguido das petéquias em 27 (41,5%), da equimose em 12 (22,2%),
da melena em 11 (20,0%), do hematoma em 8 (16,7%), e por ultimo, o hemoptdico

em 5 pacientes (11,1%).

Tabela 4 — Distribuicdo dos sinais de alerta da doenca estratificados por ordem de

frequéncia

Sinais Ne° Total %
Gerais
Febre 108 121 89,3
Desconforto respiratério 77 88 87,5
Vomito 74 92 80,4
Rebaixamento do sensoério 61 81 75,3
Tosse 63 80 78,8
Prostracéo 45 61 73,8
Irritabilidade/agitacao 47 75 62,7
Diarreia 39 67 58,2
Convulsao 23 62 37,1
Exantema 18 62 29,0
Hemorragicos
Hematémese 28 64 43,8
Petéquias 27 65 415
Equimose 12 54 22,2
Melena 11 55 20,0
Hematoma 08 48 16,7
Hemoptoicos 05 45 11,1

N° = nimero; % = percentual em relagéo ao total de observagdes.
Fonte: Elaboragéo propria.

As séries publicadas acerca das epidemias ocorridas em diversos paises
(Guzman et al., 1984; Zagne et al., 1994; Guzman et al., 1999; Wiwanitkit, 2004
Zhang et al.,, 2013), relatam a febre como o principal sinal na dengue, com
frequéncia variando de 88 a 100% dos casos; esse achado esta de encontro com
nossas observagdes. Outros sinais como vomitos em 81 a 100% dos pacientes,
tosse em 90%, diarréia em 13 a 38%, exantema em 13 a 34%, sdo semelhantes ao
nosso estudo. Porém, o desconforto respiratério ndo estd descrito nas séries acima.

Também ndo sdo bem discriminados os sinais como prostracdo, rebaixamento do
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nivel de consciéncia, irritabilidade, agitacdo e convulsdo. Quanto aos sinais
hemorragicos gerais encontrados variaram de 56 a 100% dos pacientes nas series
de casos, sendo que as petéquias, a hematémese, a equimose, a melena e o
hemoptoico, foram relatados pelos autores acima, excecdo feita ao hematoma
(Burke, 1968; Nimmannitta, 1987; Guzman, 1987; Wali, 1999; Wiwanitkit, 2004; Sam,
2013; Ahmed-Pakistan, 2013).

Os principais sintomas listados na Tabela 5 foram a dispneia, que foi descrita
em 83 pacientes (90,2%), dor abdominal em 72 (77,4%), cefaléia em 58 (72,5%),
mialgia em 52 (67,5%), artralgia em 24 (42,9%) e dor retro-orbitaria em 18 (30,5%).
A dispnéia tem sido pouco relatada na literatura, sendo descrita em frequéncia de
44% dos pacientes em série de casos da Malasia, india e China (Sam, 2013).
Outros artigos que descrevem séries de casos, apontam uma variagdo de frequéncia
dos sintomas como a dor abdominal como o sintoma mais frequente (38 a 83%), a
cefaléia (45 a 85%), a mialgia (44 a 100%), a artralgia (46 a 54%) e a dor retro-
orbitaria (19 a 41%) (Burke, 1968; Nimmannitta, 1987; Guzman, 1987; Zagne,1994;
Wali, 1999; Wiwanitkit, 2004; Sam, 2013).

Tabela 5 — Distribuicdo dos sintomas da doenca estratificados por ordem de

frequéncia
Sintomas N° Total %

Dispneia 83 92 90,2
Dor abdominal 72 93 77,4
Cefaleia 58 80 72,5
Mialgia 52 77 67,5
Artralgia 24 56 42,9
Dor retro-orbitaria 18 59 30,5

N° = nimero; % = percentual em relagédo ao total de observagoes.
Fonte: Elaboracéo propria.

A Tabela 6 contém a frequéncia das co-morbidades que foram identificadas
em um total de 79 pacientes (62,6%), sendo as cardiovasculares as mais
prevalentes: hipertensdo em vinte e cinco casos (31,6%) e cardiomiopatia dilatada
em nove (11,3%). A diabetes vem em sequéncia, com quinze (18.9%) e as doencas
renais com sete (8,8%). As doencas respiratorias foram representadas pelo
enfisema com cinco casos (8,2%) e a asma em quatro (6,8%).

Associacdes entre formas graves da dengue e diversas doencas cronicas
como diabetes mellitus, asma bronquica, enfisema, anemia, esteatose hepatica e
cardiopatia, estdo descritas na literatura (Bravo et al., 1987; Guzman et al., 2003;
Zhang et al., 2013).
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Tabela 6 — Distribuicdo das co-morbidades de acordo com a frequéncia

VARIAVEL N° %
Presenca de co-morbidades 79 62,6
Hipertenséo arterial sistémica 25 31,6
Cardiomiopatia 9 11,3
Diabetes 13 16,4
Doenca renal 7 8.8
Enfisema pulmonar 5 6,3
Asma 4 5,0

N° = nimero; % = percentual em relagéo ao total de observacdes.
Fonte: Elaboragéo propria.

Os principais fatores de risco podem ser identificados na Tabela 7. Os mais
prevalentes foram o etilismo em trinta e um casos (36,5%), o tabagismo em vinte e
nove (34,5%), a obesidade em vinte e um (31,3%) e a gravidez/puerpério em trés
(3,7).

Tabela 7 — Distribuicdo da frequéncia dos fatores de risco

Presenca de fatores de risco N° Total %
Etilismo 31 85 36,5
Tabagismo 29 84 34,5
Obesidade 21 67 31,3
Gravidez/puerpério 3 82 3,7

N° = nimero; % = percentual em relagdo ao total de observagdes.
Fonte: Elaborag&o propria.

Como descrito pela Tabela 8, as causas imediatas de 6bito foram insuficiéncia
respiratoria (52,0%), choque (37,6%), e outras (10,4%). Lumbiganom et al.
descrevem como causas imediatas de 6bito a insuficiéncia respiratoria, o choque
séptico e o choque hipovolémico em série de 6bitos ocorridos em 2010 na Tailandia,
dados semelhantes deste estudo (Lumbiganon et al., 2010). Os achados refletem o
grave comprometimento do aparelho respiratério na doenca, também descrito por
Arismendi-Morillo (Arismendi-Morillo, 2011).

Tabela 8 — Frequéncia da causa imediata de 0Obito

Causa imediata de 6bito N° Total %
o o 65 125 52,0
Insuficiéncia respiratéria Choque 47 125 376
Outros 13 125 10,4

N° = nimero; % = percentual em relagdo ao total de observagdes.
Fonte: Elaboracéo propria.

O extravasamento vascular foi observado em cinquenta e trés pacientes de
85 observagBes nos laudos das autopsias, perfazendo 62% da casuistica. O
derrame pleural mostrou ser o extravasamento mais frequente, com 56% das

observacdes. A ascite foi descrita em 37% e o derrame pericardico em 31,5%, e
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estdo ilustrados na Tabela 9. A maior alteracdo fisiopatoldgica, que determina a
gravidade do quadro clinico, consiste no extravasamento de plasma, e este é um
dos fatores que diferencia a FHD da dengue classica.

O derrame de agua, eletrélitos e proteinas para o espaco intersticial e
cavidades decorrem do aumento da permeabilidade vascular generalizada nas
formas graves de dengue . A presenca da ascite variou de 5,3 a 91,6% e do derrame
pleural de 2,8 a 58,3% nas epidemias de Cuba e Porto Rico, respectivamente
(Guzman et al., 1999). A frequéncia desses achados apresenta grande variacdo na
literatura, e nossos valores encontram-se dentro do espectro (Burke, 1968; Guzman,
1987; Wali, 1999; Quijano, 2006; Sam, 2013; Zhang, 2014).

Tabela 9 — Frequéncia do extravasamento vascular de acordo com sua localizagéo
anatébmica

Presenca de extravasamento Ne° Total %
vascular
Derrame cavitario 53 85 62,4
Derrame pleural 47 84 56,0
Ascite 30 81 37,0
Derrame pericérdico 23 73 315

N° = nimero; % = percentual em relagéo ao total de observagoes.
Fonte: Elaboracéo propria.

Podemos visualizar na figura 17, que o grupo DCC exibe namero médio de

plaguetas de 136.555/uL, bem superior ao grupo FHD. O niumero médio de plaquetas

s

das pessoas do grupo FHD é de 47.157/uL, onde existe uma diferenca de
aproximadamente 89.398/uL plaquetas a mais no grupo DCC, com intervalo de 95%
de confianca esse numero varia entre 28000 e 96500 (p=0,0001). O sangramento
presente na FHD vem sendo relacionado a ativacdo das plaquetas ativadas

resultando em leséo das células endoteliais (Wiwanitkit, 2004).
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Nimero médio de plaquetas

DCC FHD
Classe de dengue

Figura 17 — Numero médio por pL de plaquetas identificadas nos casos de dengue
classe DCC e FHD
Fonte: Elaboragéo propria.
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A tabela 10 ilustra algumas estatisticas descritivas das plaquetas, e evidencia
gue o numero de plaquetas na classe de dengue DCC é bem superior ao da classe
FHD, como observado na literatura. Lin et al. demonstraram que anticorpos
antiplaguetarios causam lise de plaquetas na presenca de complemento. Esses
anticorpos sdo encontrados em maiores concentracdes nos pacientes com
FHD/SCD, provavelmente sendo responsavel pelo maior grau de trombocitopenia
visto nas formas graves da dengue (Lin et al., 2001).

Tabela 10 — Estatisticas descritivas do niumero de plaquetas nos casos de dengue
classe DCC e FHD

Medidas descritivas

Classe dengue

Média Desvio Padrdo Mediana Minimo Maximo
DCC 136555,510 113836 107000 1000 487000
FHD 47157,692 24607,1 46500 13000 100000

Fonte: Elaboracéo propria.

5.2 Anélise macroscopica do pulméao

A Tabela 11 exibe as alteracdes macroscopicas encontradas nos pacientes
autopsiados. Os achados macroscépicas mais frequentes foram edema, constatado
em cinquenta e trés casos (71,8%), congestdao, em vinte e quatro (30,2%), e
hemorragia, em dezesseis (20,1%); foram menos frequentes as areas de
consolidagéo pneumonica, em cinco (6,3%), a atelectasia, em trés (3,7%), o pulmao
de choque, em dois (2,7%), bronquiectasia, em um (1,2%), e enfisema, também em
um (1,2%). A hemorragia foi 0 achado macroscopico pulmonar mais importante na
série historica de 100 autépsias com diagndéstico epidemiolégico de Bhamaraprati,
gue demonstrou a presenca de petéquias em vinte e sete casos (27%), e
hemorragia parenquimatosa em 10% de sua casuistica (Bhamaraprati et al., 1967).
Outros acompanharam a descricdo anterior da Tailandia, com hemorragias de
serosas e de pequena monta no pulméao (Burke, 1968; Basilio et al., 2005; Idirisingle
et al., 2013; Aye et al., 2014). A série do SVO-CE teve padrdo macroscépico
parecido quanto ao numero de hemorragias menores, porém alguns casos
apontavam macroscopia de franca hemorragia alveolar. A observacdo do edema na
macroscopia foi pouco valorizado nessas séries, somente apontada por dois dos
autores acima citados. Ja na nossa série, o edema foi apontado como o mais

frequente achado a olho nu. Talvez, o peso dos pulmbes tenha alertado para
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presenca do edema. Os achados de consolidacdo, atelectasia, bronquiectasia e

enfisema, ndo chamaram atencao dos patologistas nas séries da literatura.

Tabela 11 — Frequéncia de alteracdes macroscOpicas visualizadas durante a
autopsia

~ L o Total %

Alteragdes macroscoépicas pulmonares N 71 89.4
Edema 53 71 74,6
Congestao 25 71 35,2
Hemorragia 16 71 20.1
Consolidacéo pneumdnica 5 71 6.3
Atelectasia 3 71 3.7
Bronquiectasia 2 71 2,8
Enfisema 1 71 1,2

N° = nimeros de casos com o achado presente; Total — nimero de casos com observacéo descrita pelo
patologista; % = percentual em relagédo ao total de observacdes

Fonte: Elaboragéo propria.

O peso dos pulmdes em gramas (g) apresentou uma média de 627,9 (SD -
371,5) na FHD e 446,5 (SD - 349,1) na DCC, Tabela 12. A diferenca entre as
médias demonstrou ter significancia estatistica com p =0,02. O parametro de
pulmbes pesados foi observado em necropsias (Burke, 1968), porém a
guantificacdo e a comparacdo nas formas clinicas de dengue ndo séo registradas

na literatura.

Tabela 12 — Peso pulmonar em gramas (g) no grupo de paciente com Dengue

Peso dos pulmdes (g)

Média Desvio Padréo Valor de p* Intervalo de confianga 95%
DCC 446,5 349,15 0,0215 27,25 a 335,54
FHD 627,9 371,55

DCC - Dengue com complicagBes, FHD - Febre hemorragica da dengue. *Teste t de Student.
Fonte: Elaboracao propria.

As imagens abaixo sdo realmente impressionantes, com documentacédo do
edema intersticial dos septos interlobulares subpleural, como também com a
demonstracdo do extravasamento vascular subpleural exuberante, formando uma
verdadeira colecdo loculada de plasma localizada entre o parénquima pulmonar e

pleura visceral (Figuras 18 e 19). A Figura 20 exibe um pulm&o hemorragico.
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Figura 18 — Pulm&@o hemorragico com edema de septos interlobulares visualizado

através da pleura visceral transltcida (setas)®
Fonte: Adaptacgéo autorizada por Deborah Nunes Braga.

Figura 19 — Pulméo exibindo intenso extravasamento vascular loculado entre a

pleura visceral e parénquima (setas)
Fonte: Adaptacao autorizada por Deborah Nunes Braga.

! Representa exemplo de uma crianga autopsiada desta casuistica.
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Figura 20 — Superficie de corte pulmonar evidenciando parénquima pulmonar

edematoso e hemorragico
Fonte: Adaptagdo autorizada por Deborah Nunes Braga.

5.3 Anélise microscépica pulmonar

A Tabela 13 descreve as alteracdes microscopicas nos pulmdes dos cento e
vinte e seis casos autopsiados. Os principais achados microscopicos foram o
edema, identificado em cento e quatorze pacientes (90,4%), a hemorragia em
noventa e um (72,2%) e a inflamacé&o crénica em noventa e trés (73,8%).

A inflamacgéo crénica mononuclear apresentou-se sob forma de pneumonite
intersticial crénica em cinquenta e nove casos (46,8%), e como bronquiolite em trinta
e cinco pacientes (27,7%). Porém a bronquiolite nunca foi um critério histopatolégico
isolado predominante, estando a maioria das vezes associado a pneumonite, ou aos
outros achados. A inflamacdo aguda neutrofilica foi observada em trinta e um
pacientes (24.6%), sendo 15 broncopneumonias (11,9%) e 16 bronquiolites mistas
(12,6%). A presenca de megacariocitos pulmonares (30,1%), o efeito citopatico
(34,1%) e a hiperplasia de pneumdcitos (34,9%) surgiram em razoavel porcentagem
de casos. A presenca de membrana hialina esteve presente em 11,1% dos casos
(quatorze) e de trombo arteriolar pulmonar 11,9% (15 casos). A necrose foi
associada as formas agudas de broncopneumonia. Os mesmos autores que
descreveram a macroscopia em necropsias (Bhamaraprati et al., 1967; Burke, 1968;
Basilio et al., 2005; Idirisingle et al., 2013; Aye et al., 2014), tiveram muito mais
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interesse na analise microscépica de campo claro. Todos nossos parametros acima
foram observados, mas o que parece ser diferente é a frequéncia da
broncopneumonia, que foi elevada em nossa casuistica. Um fator que pode ter
importancia na nossa populacéo, é o fato de que, a busca tardia e/ou a dificuldade
de atendimento médico-hospitalar favoreceu no caso de infeccdo secundaria
instalada.

Tabela 13 — Frequéncia de alterac6es histolégicas nos pulmdes autopsiados

Alteracdes histolégicas N° %
Edema 114 90,4
Hemorragia 91 72,2
Inflamacéo crénica 93 73,8
Pneumonite intersticial crdonica 59 46,8
Bronquiolite crénica 35 27,7
Inflamagéo aguda 31 24,6
Broncopneumonia 15 11,9
Bronquiolite crénica exsudativa 16 12,6
Presenca de Megacariocito 38 30.1
Efeito citopatico 43 34,1
Hiperplasia de pneumdcito 44 34,9
Trombo em arteriola pulmonar 15 11,9
Membrana hialina 14 11,1
Necrose 09 7,1

N° = nimeros de casos com o achado presente, % = porcentagem em relagéo ao total de casos
Fonte: Elaboracao prdpria.

Fonte: Arquivos da pesquisa.
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Figura 23 — Pneumonite intersticial crénica (HE, 200x)
Fonte: Arquivos da pesquisa.
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Figura 25 — Broncopneumonia (HE, 200x)

Fonte: Arquivos da pesquisa.
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Figura 26 — A. Megacariocitos no leito vascular (HE, 400x). B. Imuno- expressao do

Anticorpo anti-fator VIII em Megacariécitos (HE, 630x)
Fonte: Arquivos da pesquisa.

Figura 27 — Efeito citopétic (HE, OOx)
Fonte: Arquivos da pesquisa.
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Figura 28 — Hiperplasia Pneumécito 1l (HE, 400x). Imuno-expressao

Anticorpo citoqueratina (AE1AE3, 400x)
Fonte: Arquivos da pesquisa.
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Figura 29 — Mloflbroblasto (a actina de mésculo | |ISO 400x)
Fonte: Arquivos da pesquisa.
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Figura 30 — Membrana hialina com necrose de pneumdcitos (HE, 400x)
Fonte: Arquivos da pesquisa.

5.4 Avaliacdo histomorfométrica do pulméo para a quantificacdo do edema e

da hemorragia em formas clinicas de dengue e grupo controle

A mediana da fragdo de area total de edema presente nos alvéolos dos 126
casos de dengue foi de 0,445 de edema alveolar/ um? (Min - 0,02 e Max - 0,974),
sendo a mediana do edema dos controles de 0,040 (Min - 0,017 e Max - 0,091),
(Tabela 14). Ja a fragéo de éarea total de hemorragia no interior dos alvéolos foi de
0,107 hemécias alveolares/um? (Min - 0,012 e Max - 0,904), sendo a mediana da
hemorragia dos controles de 0,035 (Min - 0,016 e Max - 0,08).

Tabela 14 — Quantificacdo morfométrica do Edema e da hemorragia alveolares nos
grupos de Dengue e grupo controle

Morfometria do Edema e Hemorragia alveolares

Mediana Minimo Maximo

Formas de Degue
Fracdo de area do Edema alveolar 0.445 0.020 0.974
(Edema alveolar/ pm?) ' ' ’
Fragdo de area da Hemorragia

. 2 0,107 0,012 0,904
alveolar (Hemacias alveolares/ um°)
Grupo controle
Fragdo de area do Edema alveolar 0.040 0.017 0.091
(Edema alveolar/ pm?) : : :
Fracdo de area da Hemorragia 0,035 0,016 0,080

alveolar (Hemacias alveolares/ um?)

Fonte: Elaboracgéo propria.
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A mediana da fragdo de area do edema alveolar por ym? (Figura 31) nos 100
casos de DCC foi de 0,430, nos 26 casos de FHD foi 0,470 e nos 9 controles foi
0,040, configurando uma diferenca significante da DCC em relagdo ao grupo
controle, da FHD em relagdo ao grupo controle (p= 0,006 e p=0,003,
respectivamente). Porém, ndo foi observada diferenca significante entre os grupos

de dengue entre si (p=0,826).
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Figura 31 — Associacdo da Fracdo de area da Edema alveolar com as formas
clinicas de Dengue com complica¢gdes (DCC), Febre hemorragica da dengue (FHD)

e controles
Fonte: Elaboragéo propria.

A mediana da fracdo de &rea de hemécia/um? (Figura 32) apresentou o
mesmo comportamento, com seu valor de 0,099 na DCC, 0,133 na FHD e 0,035 no
controle. Da mesma forma, foi observado uma diferenca significante da DCC em
relacdo ao grupo controle (p=0,006), da FHD em relacdo ao grupo controle
(p=0,003). No entanto, ndo foi demonstrado diferenca significante entre os grupos de

dengue entre si (p=0,509).
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Figura 32 — Associacdo da Fracdo de area da Hemorragia/edema alveolares com as
formas clinicas de Dengue com complicagBes (DCC), Febre hemorragica da dengue

(FHD) e controles
Fonte: Elaboragéo propria.

O edema e a hemorragia nos grupos DCC e FHD s&o muito semelhantes
entre si, e foram significantemente mais presentes do que o grupo controle, dando
suporte a nova classificagdo de dengue grave que levam em conta os critérios de
extravasamento de plasma, a hemorragia grave e o envolvimento intenso de 6rgaos
vitais (WHO, 2009). A descricdo microscopica do edema e da hemorragia foram
observados na literatura desde estudos das epidemias da década de 1960 até
recentemente (Bhamaraprati, 1967; Burke,1968; Idirisingle, 2013; Basilio-Oliveira,
2005; Povoa, 2014; Aye, 2014), porém sem analise quantitativa. A frequéncia do
edema em nossa casuistica foi de 90,4% e da hemorragia de 72,2%, e Idirisingle
documentou uma frequéncia bem menor desses parametros de 35 a 77%,
respectivamente (Idirisingle, 2013). Até onde sabemos, ndo existem estudos

morfométricos da hemorragia e do edema na literatura.

5.5 Classificacdo dos padrdes histopatolégicos pulmonares encontrados na

infeccdo pelo DENV

Os padrées histopatolégicos pulmonares observados nesta casuistica
encontram-se descritos na Tabela 15. O padréo mais frequente foi o que continha
edema associado a hemorragia (33,3%), seguido da pneumonite intersticial crénica

(24,6%). O edema isolado ocorreu em 13,4%. A presenca de infeccdo secundaria
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representada por quadros de broncopneumonia foi da ordem de 18,9%. A agressao
pulmonar aguda preenchendo os critérios de dano alveolar difuso esteve presente
em 13,3% dos casos, e identificamos um caso de pneumonia em organizacao
fibrinosa aguda (0,79%). Em trés casos (2,38%), foram observadas alteracdes
histopatoldgicas de uma doenca pulmonar crénica prévia a infeccdo pelo DENV,
sendo dois enfisemas e uma pneumonia intersticial pulmonar fibrosante em fase
de faveolamento, cuja causa imediata da morte atribuida nesses casos a
hemorragia do trato digestorio, adrenal e meningoencefalite. Alguns autores
documentaram que o comprometimento pulmonar foi encontrado na maioria dos
seus casos, e Arismendi-Morillo relatou que todos os casos apresentavam doenca
pulmonar extensa (Arismendi-Morillo, 2011; Guzman, 1999). Porém, foi nhum artigo
de revisdo que Wiwanitkit compilou as formas de apresentacdes clinicas pulmonares
na infeccdo pelo DENV. As formas de apresentacdo foram hemorragia pulmonar,
edema pulmonar, derrame pleural, pneumonia, e sindrome da angustia respiratoria
aguda (Wiwanitkit, 2015).

Devido ao namero limitado de casos nas séries publicadas, ndo havia tido
uma classificacdo tdo pormenorizada, nem langando mao da imuno-histoquimica
para auxilio no melhor entendimento das alteracdes histopatolégicas pulmonares. A
citoqueratina auxiliou na interpretacdo do colapso da luz alveolar, identificando
epitélio alveolar superposto. Os miofibroblastos expressando a - Actina muasculo liso,
guanto presente, permitiu classificagdo do dano alveolar difuso em fase
fibroproliferativa. A frequéncia de cada um dos padrdes contribui para o
entendimento dos tipos de agressdo que o parénguima pulmonar pode sofrer na

infeccdo pelo virus da dengue.
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Tabela 15 — Classificagdo dos padrdes histopatologicos pulmonares encontrados na
infeccao pelo DENV

Padrdes histopatologicos pulmonares Ne %
Padréo de Hemorragia e Edema alveolares 42 33,3
associados
Padréo de Edema alveolar 17 13,4
Padrdo de Pneumonite intersticial crénica 31 24,6
Padrédo de Broncopneumonia 15 18,9
Padrdo de Lesao pulmonar aguda (Geral) 18 14,2
Dano Alveolar Difuso
Lesé&o pulmonar aguda 5 3,9
Dano alveolar difuso exsudativo 2 15
Dano alveolar difuso
fibroproliferativo 10 7.9
Pneumonia em organizacéo fibrinosa 1 0,79
aguda
Padréo da doenca pulmonar crénica prévia 3 2,38

N° = nimeros de casos com o padrdo histopatolégico, % = porcentagem em relagdo ao total de casos.
Fonte: Elaboracéo propria.

As  figuras 33, 34, 35 36 e 37 sdo ilustracdes

dos padrbes histopatoldgicos descritos na Tabela 15.

3
Figura 33 — adréo Hemoragia/ dema (HE, 50x) "
Fonte: Arquivos da pesquisa.
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Figura 34 — Padrdo edema alveolar HE, 50x)
Fonte: Arquivos da pesquisa.

Figura 35 — Padrdo Pneumonite intersticial crénica (HE, 100x)
Fonte: Arquivos da pesquisa.
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Figura 36 — Padrdo Broncopneumonia (HE, 100x)
Fonte: Arquivos da pesquisa.
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Figura 37 — Padrao dano alveolar difuso exsudativo com membrana hialina (A - HE,

50x); Padrédo Dano Alveolar Fibroproliferativo (B - HE, 200x)
Fonte: Arquivos da pesquisa.

A frequéncia dos padrdes histopatolégicos nas diversas faixas etarias
encontra-se descrita na Tabela 16. Observou-se que na faixa etaria de 0 a 15 anos,
a pneumonite foi em maior nimero de casos (64,5%), enquanto a broncopneumonia
e o dano alveolar difuso em geral apresentaram maior incidéncia na faixa de 15 a 29
anos (21% e 31,4%, respectivamente). A hemorragia e o edema estiveram presentes

em todas as faixas etérias, porém com menor frequéncia na faixa de 0 a 15 anos
(9,6% de hemorragia e 3,2% de edema).
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Tabela 16 — Frequéncia dos padrdes histopatol6gicos conforme as faixas etarias

Padréo 0als % 16 a % 30a % 260 %
Histopatolodgico anos 29 59 anos
anos anos
Pneumonite 20 64,5 0 0 11 21,1 0 0
Broncopneumonia 4 12,9 4 21,0 3 7,6 3 13,0
Hemorragia/Edema 3 9,6 9 47,3 10 38,4 10 43,4
Edema 1 3,2 1 52 4 21,1 4 17,3
LPA 0 0 4 21,0 2 0 2 8,6
DAD Exsudativo 1 3,2 1 5,2 0 0 0 0
DAD Proliferativo 1 3,2 1 52 2 9,6 2 8,6
FOPA 1 3,2 0 0 0 0 0 0
Doenca pulmonar
prévia 0 0 0 0 1 1,9 2 8,6
Total 31 20 51 23

LPA = Lesdo Pulmonar Aguda, DAD = dano alveolar difuso e POFA = Pneumonia em organizacao fibrinosa
aguda.

Fonte: Elaboragao propria.

Em sequéncia, descreveremos a frequéncia dos padrdes histopatolégicos de
acordo com as células inflamatorias (CD4+, CD8+, CD68, mastocitos), com a
apoptose de células mononucleares septais e com a expressdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) em células endoteliais.

A Figura 38 ilustra a imunomarcagéao do linfocitoT CD4+ (seta).

Figura 38 — Linfécito T CD4+ em septo alveolar (400x)
Fonte: Arquivo da pesquisa.

A mediana da fracdo de area dos linfocitos T CD4+ associada aos diversos
padrdes histopatologicos esta ilustrada na Figura 39 e Tabela 17 . O padrdo que

apresentou maior expressao foi dano alveolar difuso (0.033 célula/ pmz) , seguido de

esdo pulmonar aguda (0.030 célula/ pmz), doenca pulmonar prévia (0.029 célula/
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pmz), edema (0.026 célula/ pmz), pneumonite (0.024 célula/ pmz), broncopneumonia

(0.022 célula/ um?), e hemorragia/edema (0.022 célula/ pm?).
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DAD = Dano alveolar difuso, LPA = Les&o pulmonar aguda, Outros = Padréo da doenca de base anterior a
infeccdo por dengue.
Figura 39 — Associacao da Fracado de area da imuno-expresséao de linfocitos T CD4+

com padrdes histopatoldgicos
Fonte: Elaboragéo propria.

Tabela 17 — Estatistica descritiva da fracdo de area das Células T CD4+ nos
padrbes histopatologicos pulmonares em 126 casos de dengue e controle

Fracdo de area da Célula T CD4
Mediana Minimo Maximo Média Desvio
Padréo

célula/ pm2 célula/ pm2 célula/ pm2 célula/ pm2

PADRAO HISTOPATOLOGICO

Edema/Hemorragia alveolar 0.022 0.014 0.520 0.036 0.079
Edema alveolar 0.026 0.014 0.046 0.028 0.010
Pneumonite 0.024 0.012 0.571 0.046 0.098
Broncopneumonia 0.022 0.018 0.043 0.027 0.008
Lesdo pulmonar aguda 0.030 0.015 0.042 0.028 0.010
Dano alveolar difuso 0.033 0.015 0.050 0.031 0.013
Doencga de base 0.029 0.028 0.030 0.029 0.001
Controle 0.027 0.015 0.031 0.025 0.005

Fonte: Elaboracéo propria.
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Na Figura 40, observamos a imuno-expressao do linfocitoT CD8+ (seta).

Figura 40 — Linfécito T CD8+ em septo alveolar (400x).
Fonte: Arquivo da pesquisa.

A mediana da fragdo de area dos linfocitos T CD8+ nos diversos padrdes
histopatol6gicos mostrou um valor mais elevado na lesdo pulmonar aguda (0.192
célula/ me), seguida da broncopneumonia (0.183 célula/ pmz), pneumonite (0.163
célula/ pm?), hemorragia/ edema (0.163 célula/ pm?2), dano alveolar difuso (0.162
célula/ me), edema isolado (0.151 célula/ me), e doenca pulmonar prévia (0.123

célula/ pmz), Figura 41 e Tabela 18.
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DAD = Dano alveolar difuso, LPA = Les&o pulmonar aguda, Outros = Padréo da doenca de base anterior a
infeccdo por dengue.
Figura 41 — Associacdo da Fracao de area da imuno-expressao de linfocitos T CD8+

com padrdes histopatoldgicos
Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 18 — Estatistica descritiva da fracdo de area das Células T CD8+ nos
padrdes histopatoldgicos pulmonares em 126 casos de dengue e controle

Fracado de &rea da Célula T CD8

" . Mediana Minimo Méaximo Média Desvio

PADRAO HISTOPATOLOGICO i 2 3 2 3 2 i 2 Padrio
célula/ pm célula/ ym célula/ pm célula/ pm

Edema/Hemorragia alveolar 0.163 0.078 0.303 0.171 0.056
Edema alveolar 0.151 0.074 0.289 0.166 0.061
Pneumonite 0.163 0.066 0.305 0.168 0.056
Broncopneumonia 0.183 0.112 0.326 0.195 0.064
Les&o pulmonar aguda 0.192 0.113 0.236 0.182 0.053
Dano alveolar difuso 0.162 0.090 0.295 0.176 0.059
Doencga de base 0.123 0.105 0.161 0.130 0.029
Controle 0.172 0.066 0.541 0.207 0.141

Fonte: Elaboragéo propria.

Em infec¢des primarias experimentais em camundongos, as células CD4+
especificas de dengue sao reduzidas. No entanto, na infeccdo secundaria ha um
aumento da resposta de células CD4+, independente do sorotipo envolvido
(Beaumier et al., 2009). Durante as infec¢gbes primarias e secundérias do virus da
dengue em humanos, as células T especificas ativadas sédo detectadas na circulacdo
de casos de FHD em frequéncias maiores que na FD (Screaton et al.,, 2015;
Sittisombut et al., 2017). Estudos de linfécitos do sangue periférico de criancas
portadoras de FHD mostram que os mesmos estéo reduzidos, em comparagdo com
pacientes com DF (Green et al., 1999), sugerindo que a apoptose de células T reduz
a depuracdao viral, e consequentemente, resulta em resposta antiviral comprometida,

levando a quadros clinicos mais graves (Screaton et al., 2015).
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Os achados do nosso estudo indicam que, independente do padréo
histopatolégico pulmonar, a quantidade das células CD4+ e CD8+ sdo semelhantes,
e sugerem que elas participam em todas as formas de apresentacdes
histopatoldgicas.

A imuno-expressdo do macrofago CD68 (seta) pode ser observada em
espaco alveolar e septal (Figura 42).

A mediana da fracdo de area macrofago CD68, Figura 43 e Tabela 19,

apresenta a seguinte sequéncia descendente nos padrfes histopatologicos
pulmonares: broncopneumonia (0.251 célula/ um?2), pneumonite (0.241 célula/ pm?),
dano alveolar difuso (0.230 célula/ pmz), edema isolado (0.222 célula/ pmz),
hemorragia/ edema (0.190 célula/ umz), lesdo pulmonar aguda (0.189 célula/ pmz) e

doenca pulmonar prévia (0.126 célula/ umz). A maior densidade de macrofagos
descrito na literatura estd concordante com nossos achados nos diversos padrdes
histopatolégicos, estando mais intenso nos quadros de broncopneumonia e de
pneumonite (Bhamarapravati et al., 1967; Burke, 1968; Pévoa et al., 2014).
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Figura 42 - Macofago CD68 no lumen alveolar (400x)
Fonte: Arquivo da pesquisa.
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Figura 43 — Associacao da fracao de area da imuno-expressao de macrofagos CD68

com padrdes histopatolégicos
Fonte: Elaboragéo propria.

A Figura 44 exibe a imunomarcacéo de mastocito em septo alveolar:
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Figura 44 — Mastdcitos no septo alveolar (400x)
Fonte: Arquivo da pesquisa.
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Tabela 19 — Estatistica descritiva da fracéo de area das Células T CD68 nos padrdes
histopatoldgicos pulmonares em 126 casos de dengue e controle

Fracdo de area da Célula T CD68

Mediana Minimo Méximo Média Desvio

PADRAO HISTOPATOLOGICO célula/ célula/ célula/ célula/ Padrédo
Umz Umz Umz Umz

Edema/Hemorragia alveolar 0.190 0.093 0.552 0.225 0.101
Edema alveolar 0.222 0.090 0.446 0.220 0.083
Pneumonite 0.241 0.096 1.132 0.329 0.263
Broncopneumonia 0.251 0.095 0.523 0.266 0.139
Les&o pulmonar aguda 0.189 0.121 0.411 0.227 0.118
Dano alveolar difuso 0.230 0.130 0.440 0.255 0.096
Doenca de base 0.126 0.104 0.193 0.141 0.047
Controle 0.063 0.035 0.152 0.070 0.034

Fonte: Elaboragéo propria.

A mediana da fragdo de &rea dos mastécitos nos diversos padrdes
histopatolégicos foi superior na broncopneumonia (0.150 célula/ umz), sendo os
valores decrescentes na pneumonite (0.148 célula/ pmz), edema isolado
(0.117célula/ pmz), lesédo pulmonar aguda (0.110 célula/ pmz), hemorragia/ edema
(0.106 célula/ pmz), dano alveolar difuso (0.105 célula/ pmz) e doenca pulmonar

prévia (0.072 célula/pmz), Figura 45 e Tabela 20. Barreto et al. (2007) demostrou
em estudo experimental, um aumento significativo na densidade de mastocitos no
espaco peribronquiolar e areas adjacentes aos septos interalveolares quando
comparado aos controles. Nosso estudo identificou maior aumento do mastécito nos
padrdes histopatoldgicos com processos inflamatoérios, como a broncopneumonia e

a pneumonite.
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Figura 45 — Associacdo da Fracdo de é&rea da imuno-expressdo de Mastécitos

com Padrdes histopatologicos
Fonte: Elaboracéo propria.

Tabela 20 — Estatistica descritiva da fracdo de area de mastocitos nos padroes
histopatolégicos pulmonares em 126 casos de dengue e controle

Fracdo de &rea do Mastocito

~ . Mediana Minimo Méaximo Média Desvio

PADRAO HISTOPATOLOGICO ) 2 . 2 > 2 Padrao
célula/ pm célula/ pm célula/ pm célula/ pm

Edema/Hemorragia alveolar 0.106 0.048 0.167 0.108 0.033
Edema alveolar 0.117 0.045 0.153 0.109 0.031
Pneumonite 0.148 0.083 0.389 0.174 0.070
Broncopneumonia 0.150 0.057 0.263 0.153 0.056
Les&o pulmonar aguda 0.110 0.044 0.132 0.099 0.036
Dano alveolar difuso 0.105 0.062 0.272 0.129 0.062
Doencga de base 0.072 0.070 0.072 0.071 0.001
Controle 0.057 0.044 0.088 0.063 0.016

Fonte: Elaboragéo propria.

A apoptose foi demonstrada através da deteccdo in situ por marcacédo de
extremidades de dUTP mediada por um TdT (TUNEL) (Figura 46).
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Figura 46 — Células mononucleadas apoptc’)ticas no septo alveolar (400x)

Fonte: Arquivo da pesquisa.
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Figura 47 — Associacdo da Fracdo de area da imuno-expressdo da apoptose

(TUNEL) com Padrdes histopatologicos
Fonte: Elaboracao propria.
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Tabela 21 — Estatistica descritiva da fracdo de area de Apoptose nos padrdes
histopatoldgicos pulmonares em 126 casos de dengue e controle

Fracao de area da Apoptose

~ . Mediana Minimo Méaximo Média Desvio

PADRAO HISTOPATOLOGICO 2 2 2 2 Padrio
célula/ pm célula/ ym célula/ pm célula/ pm

Edema/Hemorragia alveolar 0.093 0.028 0.216 0.100 0.041
Edema alveolar 0.097 0.060 0.167 0.109 0.034
Pneumonite 0.137 0.025 0.234 0.138 0.043
Broncopneumonia 0.071 0.039 0.140 0.075 0.035
Lesao pulmonar aguda 0.078 0.069 0.160 0.096 0.037
Dano alveolar difuso 0.092 0.050 0.180 0.098 0.037
Doenca de base 0.100 0.079 0.105 0.095 0.014
Controle 0.059 0.021 0.081 0.053 0.019

Fonte: Elaboragéo propria.

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) apresenta imuno-

expressdo em ceélulas endoteliais (Figura 48).

‘,‘ . 100 pm

Figura 48 — Célula endotelial com imuno-expressao de VEGF (400x)
Fonte: Arquivo da pesquisa.
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Figura 49 — Associacdo da fracdo de é&rea da imuno-expressdo da VEGF com
Padrbes histopatologicos

Fonte: Elaboracao propria.

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) apresenta maior fracéo de
area com imuno-expressao no padréo histopatolégico de broncopneumonia (0.047

célula/ pmz), Figura 49 e Tabela 22. Em ordem decrescente observamos a
pneumonite (0.042 célula/ pmz), lesdo pulmonar aguda (0.041 célula/ umz), edema

isolado (0.0SScéIuIa/me), hemorragia/edema(0.034célula/pmz), dano alveolar
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difuso (0.026 célula/ pmz), e doenca pulmonar prévia (0.024 célula/ pmz).

Tabela 22 - Estatistica descritiva da fracdo de area de VEFG nos padrdes

histopatoldgicos pulmonares em 126 casos de dengue e controle

Fracdo de &rea do VEGF

~ , Mediana Minimo Méaximo Média Desvio

PADRAO HISTOPATOLOGICO . 2 i 2 i 2 . 2 Padrio
célula/ pm célula/ pm célula/ pm célula/ pm

Edema/Hemorragia alveolar 0.034 0.013 0.072 0.036 0.016
Edema alveolar 0.035 0.026 0.069 0.041 0.014
Pneumonite 0.042 0.013 0.104 0.046 0.022
Broncopneumonia 0.047 0.014 0.087 0.047 0.023
Lesdo pulmonar aguda 0.041 0.016 0.053 0.038 0.015
Dano alveolar difuso 0.026 0.012 0.065 0.029 0.014
Doenca de base 0.024 0.014 0.039 0.026 0.013
Controle 0.026 0.017 0.042 0.027 0.009

Fonte: Elaborag&o propria.
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5.5 Quantificacdo e comparacdo da imuno-expressado células inflamatorias no
parénquima pulmonar incluindo linfécitos T CD4+ e CD8+, macrofagos e
mastdcitos ) e comparacao entre grupos de formas clinicas de dengue e grupo

controle

A histomorfometria da imuno-expressédo dos linfocitos T CD4+ (Figura 50)
exibiu a mediana da fracdo de area maior na forma clinica de DCC (0,027 célula T
CD4+/um?), em relagdo a FHD (0,020 célula T CD4+/um?) e ao controle (0,027
célula T CD4+/um?, com significancia entre as formas clinicas da dengue
(p=0,007). Os numeros de células T em pacientes com FHD encontram-se reduzidos
em comparacdo com a febre da dengue classica (Green et al., 1999). Na nossa

casuistica, a reducdo de CD4+ na FHD é em relacéo aos casos de DCC.
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Figura 50 — Associacao da Fracdo de area da imuno-expressao dos Linfocitos CD4
com as formas clinicas de Dengue com complicacdes (DCC), Febre hemorragica da

dengue (FHD) e controles
Fonte: Elaboragao propria.

A morfometria da imuno-marcacao dos linfocitos T CD8 (Figura 51) exibiu a
mediana da fragdo de area muito semelhantes na DCC (0,164 célula T CD8/um?), na

FHD (0,162 célula T CD8/um? e no controle (0,186 célula T CD8/um?), sem

nenhuma significancia estatistica entre os trés grupos.
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Figura 51 — Associacao da Fracdo de area da imuno-expressao dos Linfocitos CD8
com as formas clinicas de Dengue com complica¢des (DCC), Febre hemorragica da
dengue (FHD) e controles

Fonte: Elaboragéo propria.

A média da densidade de células T CD4+, CD8+ e da relacdo CD4+/ CD8+
estdo demonstradas na Tabela 23. A densidade de CD4+ entre os grupos de dengue
e o0 controle ndo apresentam diferencas estatisticas significativas, assim como o
CD8+ também ndo apresenta. Porém, a relacdo da densidade de CD4+/CD8+
demonstra que tanto no grupo da FHD como no grupo DCC, as células CD8+ estao
em maior nimero que as células CD4+, apresentando significaAncia estatistica com
p=0,0001, quando comparada com o grupo controle. A inversdao da relagéo
CD4+/CD8+ exibida em nosso estudo, foi observada anteriormente por Liu em casos
de FHD (Liu et al., 2002).

Tabela 23 — Densidade celular de CD4+, CD8+ e Relacdo CD4+/CD8+ nos grupos
de DCC, FHD e controles

Densidade

celular DCC FHD CONTROLE
(célula/v?)

CD4+ 0.223 (SD + 0.085) 0.180 (SD * 0.070)" 0.149 (SD * 0.023)
CD8+ 1.331(SD + 0.435) 1.308 (SD + 0.470) 0.223 (SD + 0.086)°
CD4+/CD8+ 0.184(SD + 0.086)* 0.155(SD + 0.088)° 1.313 (SD + 0.891)

Sem significancia estatistica pelo Teste t de Studart ndo pareado.
& Significancia estatistica pelo Teste t de Studart ndo pareado entre grupos DCC e controle (p=0,0001).
b Significancia estatistica pelo Teste t de Studart ndo pareado entre grupos FHDe controle (p=0,0001).

Fonte: Elaborag&o propria.
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A mediana da fracdo de area da imuno-expressao dos macréfagos CD68 por
um? (Figura 52) apresentou o valor de 0,23 CD68/um? na DCC, 0,18 CD68/um? na
FHD e 0,06 CD68/um? no controle. Esses valores apresentam uma diferenca
estatisticamente significante entre o grupo DCC em relacdo ao grupo controle
(p=0,006), da FHD em relac&o ao grupo controle (p=0,003). No entanto, também nao
foi demonstrado diferenca significante entre os grupos de dengue entre si (p =
0,271). O macroéfago alveolar perfaz pelo menos 90% das células efetoras presentes
no parénquima pulmonar e € capaz de interagir com estimulos inflamatoérios e
imunolégicos (Murphy, 1983). Aye detectou antigenos de DENV em macrofagos
alveolares em todos os casos de dengue estudados (Aye et al., 2014). O aumento
guantitativo de macréfagos alveolares foi observado em estudo descritivo de 3 casos
documentados por Pévoa (Pévoa et al., 2014). O presente estudo também encontrou
aumento dos macréfagos pulmonares, contudo, em mais de uma centena de casos e

com significancia estatistica em relagdo ao grupo controle.

* P=0,006

1,0 P=0,271

i P=0,003
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Figura 52 — Associacdo da Fracdo de area da imuno-expressao dos Macrofagos
CD68 com as formas clinicas de Dengue com complicacdes (DCC), Febre

hemorragica da dengue (FHD) e controles
Fonte: Elaboragéo propria.

A Figura 53 ilusta a associacdo da morfometria da imuno-marcacédo dos
mastocitos com as formas clinicas de dengue. A mediana da fragdo de area é maior

no grupo DCC (0,129 mastdcitos/um?), porém sem diferenca estatistica em
comparacdo com o grupo FHD (0,118 mastdcitos/um?) e com o grupo controle
(0,067 mastdcitos/um?). Os mastécitos sdo residentes das vias aéreas e sdo
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capazes de proliferacdo tecidual focal (Marshall, 2004). Eles degranulam dentro de
minutos apds exposi¢cdo ao DENV, seguida de uma nova producdo de citocinas nas
horas subsequentes (St John, 2011). O vazamento vascular induzido por mastécitos
em nivel sistémico pode contribuir para a patogénese do vazamento vascular, tanto
durante infeccbes primaria como secundaria (St John, 2013b). Esperavamos
encontrar um aumento de mastocitos nos septos alveolares, como observado por
Barreto et al. (2007) em seu estudo experimental, porém as fracfes de area dos
mastécitos ndo apresentaram diferencas estatisticas relevantes em todos nossos

grupos estudados.

*7 P=0,992

* %

P=0,509

P=0,481

oo

% mastacitos
1

T T
c FHID Controles

Forma Clinica

Figura 53 — Associacéo da Fracado de area da imuno-expresséo dos Mastocitos com
as formas clinicas de Dengue com complicagbes (DCC), Febre hemorrdgica da

dengue (FHD) e controles
Fonte: Elaboragéo propria.

5.6 Quantificacdo de apoptose no pulmao pelo método TUNEL e comparacéao

entre grupos de formas clinicas de dengue e grupo controle

A mediana da fragdo de &rea da imuno-expressdo da célula apoptética por
um? (Figura 54) apresentou o valor de 0,114 na DCC, 0,090 na FHD e 0,06 no
controle. Estes valores apresentam uma diferenca estatisticamente significante entre
a DCC em relacdo ao grupo controle (p=0,006), da FHD em relacdo ao grupo
controle (p=0,026). Porém, ndo foi demonstrada uma diferenca significante entre

0s grupos de dengue entre si (p=0,123).
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Figura 54 — Associacdo da Fracdo de area da imuno-expressao das células
apoptoticas com as formas clinicas de Dengue com complicagbes (DCC), Febre

hemorragica da dengue (FHD) e controles
Fonte: Elaboracéo propria.

A descricdo de apoptose nas formas graves de dengue foi inicialmente
documentada a partir da década de 90 (Avirutnan et al., 1998; Lin et al., 2002;
Cardier et al., 2005). Ela foi identificada em 75% dos seis casos fatais estudados por
Limonta (Limonta et al., 2010). No entanto, as células apoptéticas observadas em
tecidos de autopsias como cérebro, intestino, figado e pulméo, foram estudadas
somente conforme a frequéncia, mas ndo quanto a morfometria. A apoptose é um
importante  modulador das respostas imunes celulares durante infeccdo viral
sistémica. Células mononucleares apoptoticas do sangue periférico e os niveis
plasmaticos de CD95, um mediador da apoptose, foram determinadas em amostras
de criancas infectadas pelo virus DENV. O mesmo estudo observou que os linfocitos
CD8+ constituiam quase a metade das células mononucleadas em apoptose (Myint
et al., 2006). A fracdo de area de células mononucleadas apoptéticas em septos
alveolares elevada nas formas de FHD e de DCC em uma casuistica expressiva €

valiosa na patogénese da dengue, e nunca antes descrita na literatura.
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5.7 Quantificacdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) no tecido
pulmonar e comparacéo entre grupos de formas clinicas de dengue e grupo

controle

Os valores da mediana da fracdo de area na DCC, na FHD e no controle
foram 0,0406 célula com imuno-expressdo de VEGF/um? 0,0285 células com
imuno-expressdo de VEGF/um? e 0,0259 célula com imuno-expressdo de
VEGF/um?, respectivamente. A morfometria do fator de crescimento endotelial
vascular (Figura 55) demonstrou uma diferenca estatisticamente significante entre as
duas formas de apresentacdo da dengue com p = 0,001, sendo maior no grupo de
DCC.
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Figura 55 — Associacdo da Fracdo de area da imuno-expressao fator de crescimento
endothelial (VEGF) com as formas clinicas de Dengue com complicacbes (DCC),

Febre hemorragica da dengue (FHD) e controles
Fonte: Elaboragéo propria.

O VEGEF e seus receptores sao criticos na regulacéo, tanto na permeabilidade
vascular, como na sobrevivéncia das células endoteliais. Ele é produzido pelas
células epiteliais pulmonares e exibe efeito nas células endoteliais. A super-
expresséo do VEGF tem sido demonstrada como causa de extravasamento vascular
em multiplos 6rgaos (Moreira et al., 2007). Na SDRA, a reducédo de VEGF no pulméo
esta associado com pior prognostico. No inicio da lesdo pulmonar, a liberacdo do
VEGF pelas células epiteliais e leucdcitos induzem a resposta inflamatéria aguda
podendo aumentar a permeabilidade vascular e contribuir para formacéo do edema
intersticial. Em fase mais avancada, a redugcédo do VEGF esta relacionada com dano
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e morte das células epiteliais (Mura et. al, 2006). Abadie et al. demonstraram uma
extensa apoptose de células endoteliais e alveolares do tipo Il na SDRA (Abadie et
al. 2005). No entanto, a SARA é observada em uma parcela pequena de padréo
histopatol6gico pulmonar na dengue.

As juncdes aderentes ceélula-célula (AJ) das células endoteliais sao
compostas por E-caderina endotelial (VE-caderina), e regulam a permeabilidade
vascular através da sua abertura e seu fechamento. O VEGF induz a fosforilacdo da
VE-caderina que é acompanhada do aumento na permeabilidade vascular e a
diapedese de leucocitos. Condigbes como inflamacdo, infeccdo e isquemia
favorecem a perda dessa funcdo especializada da célula endotelial e ao
extravasamento de fluidos (Dejana, 2008). No nosso estudo, encontramos uma
maior fracdo de area de VEGF na populacdo de DCC. Isto nos faz refletir sobre
possibilidade deste aumento de expressdao do VEGF estar relacionado com a

aumento da permeabilidade vascular e edema nessa populacao.

5.7.1 Identificacdo da imuno-expressao do DENV no parénquima pulmonar e

comparacdo entre grupos de formas clinicas de dengue e grupo controle

A frequéncia da presenca de antigenos de DENV identificado no citoplasma
dos macrofagos esta ilustrada na Tabela 24. Esteve presente em 29% no grupo
DCC, 26% no grupo FHD e ausente nos controles. Esses antigenos citoplasmaticos
em macroéfagos, pneumocitos tipo 1l e células endoteliais ja tinham sido
documentados de forma descritiva (P6voa et al., 2014). Porém, 0 nosso estudo
apresenta a frequéncia da presenca do DENV no pulméo de 126 casos fatais de
dengue. Demonstramos a presenca de DENV em cerca de quase um terco de todos

0s Obitos, parametro ainda ndo mensurado na literatura (Figura 56).

Tabela 24 - Identificacdo do DENV no parénquima pulmonar atraveés da imuno-
histoquimica com anticorpos policlonais anti-DENV
Imuno-expressédo DENV

Total N° positivo %
Grupo de Dengue 126 36
FHD 26 07 26,9
DCC 100 29 29,0
Grupo controle 9 0 -

Dengue com complicagBes (DCC) e Febre hemorragica da dengue (FHD).
Fonte: Elaboracéo propria.

88



3 - '
F\\‘\\'% ‘\,'" L » )'-:
) BAN “ g P %..r
p e
2 - .
. a1y . t '
5\ e s

"' . “ ‘ f /5/ »*

14 nr
S . 5 /il
‘Qt : ?. “ 4 o2
“ Aol . PR SN

Figura 56 — Macréfago alveolar com imuno-expressdo de antigenos virais
citoplasmaticos (630x)
Fonte: Arquivo da pesquisa.

5.8 Identificacéo da proteina ndo estrutural 1 (NS1) no parénquima pulmonar, e

comparacao entre grupos de formas clinicas de dengue e grupo controle

A proteina ndo estrutural 1 (NS1) foi detectada em macréfagos alveolares em
50% dos casos de FHD e de DCC, (Tabela 25). Nado observamos a presenca da
proteina nos casos controles.

A NS1 do virus da dengue (DENV) desempenha um papel critico na
replicacéo do RNA viral e tem uma posicdo central na patogénese do DENV. E uma
glicoproteina expressa em células infectadas, tanto no lumen do reticulo
endoplasmatico, e apds ser transportada para a superficie celular, pode permanecer
associada a membrana ou é secretada para o meio extracelular (Amorim te al.,
2014).

A proteina ndo estrutural 1 é um fator importante para a ativacdo do
complemento. Ligacdo de anticorpos contra NS1 expresso em células infectadas
pode resultar em ativacdo do complemento diretamente. Os componentes do
complemento C5b-C9 poderiam desencadear reacdes celulares e estimular a
producdo de citocinas inflamatérias asociadas com o desenvolvimento de FHD
(Kurane et al., 1992). A NS1 de todos os sorotipos de DENV ativam o complemento
de forma semelhante (Avirutnan, 2006). Embora o0 mecanismo patogénico da
proteina NS1 mais importante seja pela pelos anticorpos anti-NS1 e o0s
imunecomplexos formados, estudos mais recentes mostraram que a NS1 por si sO é

patogénica (Modhiran et al., 2015; Adikari et al., 2016).
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A proteina NS1 secretada esta associada a formas graves de dengue e
valores de NS1 maior que 600 ng/ml nas primeiras 72 horas de doenca, esta
relacionada com quadros de FHD (Libraty et al., 2002).

A presenca da proteina NS1 no citoplasma de macrofagos pode néo significar
replicacdo viral nestas células, mas acreditamos estar relacionada com a
patogénese e a gravidade da doenca. Da mesma forma que a imuno-histoquimica
para antigenos de DENV (anticorpo policlonal), a quantificacdo da NS1 néo foi

descrita em grande casuistica na literatura (Figura 57).

Tabela 25 — Identificacdo da proteina ndo estrutural 1 (NS1) no pulméo
Imuno-expressédo da proteina ndo estrutural 1 NS1

Total N° positivo %
Grupo de Dengue 126 63
FHD 26 13 50
DCC 100 50 50
Grupo controle 9 0 -

Dengue com complicagBes (DCC) e Febre hemorragica da dengue (FHD).
Fonte: Elaboragé&o propria.
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Figura 57 — Macréfago alveolar com imuno-expresséo de Proteina N&o Estrutural 1

(630x)
Fonte: Arquivo da pesquisa.

5.8.1 Deteccdao da proteina néo estrutural 3 (NS3) no parénquima pulmonar e
comparacao entre grupos de formas clinicas de dengue e grupo controle

A Proteina ndo estrutural 3 (NS3) esteve imuno-expressa em 57,6% dos
casos de FHD e 59% dos DCC. Como esperado, ndo observamos a presenca da

proteina nos casos controles (Tabela 26).
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Tabela 26 — Frequéncia Identificacdo da proteina ndo estrutural 3 (NS3) no pulméo
Imuno-expressédo da proteina ndo estrutural 1 NS1

Total N° positivo %
Grupo de Dengue 126 74
FHD 26 15 57,6
DCC 100 59 59,0
Grupo controle 9 0 -

Dengue com complicagBes (DCC) e Febre hemorragica da dengue (FHD).
Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 58 — Macrofago alveolar com imuno-expressédo de Proteina Nao Estrutural 3
(630x)

Fonte: Arquivos da pesquisa.
A identificacdo da NS3 no tecido pulmonar quando comparada com a fracao
de area de edema alveolar (Figura 58) ndo apresentou uma diferenca estatistica

significante, com p = 0,192 em nivel de significancia de 95%.
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Figura 59 — Comparacao entre a presenga ou auséncia da proteina ndo estrutural 3
(NS3) identificada por imuno-histoquimica no tecido pulmonar e a Fracdo de area de

edema alveolar
Fonte: Elaboracéo propria.
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A fracdo de area de hemorragia alveolar (Figura 59) apresentou mediana
mais proxima ainda que o edema, ndo sendo sua diferenca estatisticamente

significante nos grupos com e sem imuno-marcacédo da NS3, (p =0,192).
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Figura 60 — Comparacao entre a presenca ou auséncia da proteina nao

estrutural 3 (NS3) identificada por imuno-histoquimica no tecido pulmonar e a Fracao
de area de hemorragia alveolar

Fonte: Elaborag&o propria.

As fragcbes de area das células inflamatdrias CD4, CD8, CD68 e mastdcitos
no tecido pulmonar (Figuras 61, 62, 63 e 64), também ndo demonstraram diferenca
estatisticamente significante das suas mediana nos grupos na presenca ou auséncia
imuno- marcacdo da NS3, com p=0,250, p=0,938, p=0,539 e p=0,664,

respectivamente.
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Figura 61 — Comparacao entre a presenca ou auséncia da proteina nao
estrutural 3 (NS3) identificada por imuno-histoquimica no tecido pulmonar e a

Fracao de &rea da imuno-expresséao do Linfécito T CD4
Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 62 — Comparacao entre a presenca ou auséncia da proteina ndo estrutural 3
(NS3) identificada por imuno-histoquimica no tecido pulmonar e a Fracédo de area da

imuno-expresséao do Linfécito T CD8
Fonte: Elaboragéo propria.
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Figura 63 — Comparacao entre a presenca ou auséncia da proteina nao

estrutural 3 (NS3) identificada por imuno-histoquimica no tecido pulmonar e a

Fracdo de area da imuno-expressédo do Macrofago CD68
Fonte: Elaboracéo propria.
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Figura 64 — Comparacao entre a presenc¢a ou auséncia da proteina nao estrutural 3
(NS3) identificada por imuno-histoquimica no tecido pulmonar e a Fracdo de area da

imuno-expressao dos mastoécitos
Fonte: Elaboracéo propria.

A fracdo de area da apoptose das células (Figura 63), avaliada pela marcacao
de extremidades de dUTP mediada por um TdT (TUNEL), apresentou mediana com
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diferenca estatisticamente significante entre a presenca auséncia da NS3 no
parénquima pulmonar, com p = 0,019.

A proteina ndo estrutural 3 (NS3) somente estéd presente dentro das células
infectadas pelo DENV, diferente da NS1, que pode ser secretada e permanecer na
superficie celular (Nunes et al., 2016). A deteccdo da NS3 sugere replicacdo viral
nas célula marcadas. Nesse sentido, PGvoa demonstrou a presenca de proteina NS3
em macrofagos alveolares através da técnica de imuno-histoquimica, assim como,
identificou a replicagdo do DENV nos mesmos casos pela técnica de hibridizag&o in
situ (Povoa, 2014).

A proteina NS3 € o principal antigeno viral que estimula a reatividade de
células T CD4+ e CD8+, produzindo altos niveis de IFN-y, bem como TNF-a e TNF-3
(Basu et al., 2008). Autores investigaram a resposta de células T a 32 peptideos de
regides estruturais e nao estruturais do DENV, identificando que a proteina NS3 foi 0
alvo mais importante das mesmas (Duangchinda, 2010).

A presenca de NS3 estimula a destruicdo das células infectadas pelos
linfocitos T citotdxicos (Kurane et al.,, 1992). A fracdo de &rea da expressdo da
apoptose celular apresentou associacdo com a presenca da NS3 no parénquima
pulmonar, demonstrando a importancia desse mecanismo fisiopatologico ligado a

presenca do virus na agressao pulmonar nos casos fatais de dengue.
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Figura 65 — Comparacao entre a presenca ou auséncia da proteina nao estrutural 3
(NS3) identificada por imuno-histoquimica no tecido pulmonar e a Fracdo de area da
apoptose
Fonte: Elaboracéo propria.
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A comparacdo da imuno-marcacdo do fator de crescimento endotelial
vascular (Figura 66), ndo apresentou uma diferenca estatisticamente significante
entre presenca ou auséncia da proteina NS3 imuno-expressa no tecido pulmonar
(p= 0,066).
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Figura 66 — Comparacao entre a presenc¢a ou auséncia da proteina nao estrutural 3
(NS3) identificada por imuno-histoquimica no tecido pulmonar e a Fracao de area da

Imuno-expressao fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
Fonte: Elaboracéo propria.

5.8 Andlise da distribuicdo dos sorotipos de DENV (DENV-1, DENV-3 e DENV-4)
e comparacdo das alteragcbes histopatolégicas presentes no parénquima

pulmonar

A identificacdo do virus da dengue realizada, pelo método de Semi-nested
PCR, encontra-se ilustrada abaixo (Figura 67), onde, uma banda com peso
molecular correspondente a amplificacdo de um segmento do genomado DENV4
estd ressaltada pela seta. Na nossa casuistica foram identificados os sorotipos
DENV 1, DENV 3 e DENV 4. O DENV 2 néo foi identificado em nenhuma autopsia

realizada.
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Figura 67 — Semi-nested PCR - Eletroforese de gel de agarose demonstrando

bandas com peso molecular compativel com o sorotipo DENV4 (seta)
Fonte: Laboratério de Imunologia Viral FIOCRUZ- RJ.

A Tabela 27 exibe o cruzamento entre os sorotipos de DENV e os padrdes
histopatol6gicos. A categoria base foi considerada o padrdo histopatologico
hemorragia/edema, que apresenta o valor de razdo de chance (RC) igual a 1, sendo
0s outros padrdes comparados com ele.

A maior parte daqueles com o sorotipo DENV-1, apresentou o padrao
histopatolégico de pneumonite, no total de nove casos, correspondendo a 50% do
total de casos de DENV-1. Apenas trés casos foram diagnosticados com DENV-3,
sendo que desses, dois apresentaram-se com padrdo de pneumonite, € um com
hemorragia/edema. Quanto aos casos de DENV-4, nove casos apresentaram
Hemorragia/edema, correspondendo a 52,94% dos casos de DENV-4, seguido do
padrédo de pneumonite e dano alveolar difuso proliferativo, com trés e dois casos,
respectivamente. A maioria dos intervalos de confianca da Razao de Chances
engloba o nimero 1. A Gnica comparacao que apresentou diferenca significativa, de
acordo com o teste da razdo de chances, foi o padréo histopatologico Pneumonite e
Hemorragia/Edema, onde a Pneumonite ( RC 9, IC 95%, 1,42, 57,12) tem cerca de 9
vezes mais chances de ocorrer em individuos sorotipo DENV-1 do que a
Hemorragia/Edema, ao qual o padrdo Hemorragia/Edema ocorre bem mais nos
sorotipos DENV-4.
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Tabela 27 — Comparacédo dos sorotipos DENV por padréo histopatologico

Padréo Sorotipo Valor
Histopatolégico DENV-1 | DENV-3 | DENV-4 | Total RC (Ic95%) p
Broncopneumonia 3 (16,67 %) - 1(5,88%) 4(10,53%) 9 (0.66-122.79)
DAD proliferativa - - 2 (11,76 %) 2 (5,26 %) -
Edema 1 (5,56 %) - 1 (5,88 %) 2 (5,26 %) 3 (0.14-64.26) 0.13
Hemorragia/Edema 3(16,67 %) 1(33,33%) 9(52,94%) 13 (34,21 %) 1
Lesdo pulmonar aguda 2 (11,11 %) - 1 (5,88 %) 3 (7,89 %) 6 (0.39-92.28)
Pneumonite 9 (50 %) 2 (66,67 %) 3(17,65%) 14 (36,84 %) 9 (1.42-57.12)
Total 18 (100 %) 3 (100 %) 17 (100 %) 38 (100 %)

Nota: Teste Qui-quadrado de independéncia e Razéo de chances. O teste de razdo de chances, bem como o
teste qui quadrado ndo consideram o sorotipo DENV-3. O teste de raz&o de chances ndo considera o padrdo
histopatoldgico DAD proliferativa.

Fonte: Elaboragé&o propria.

Assim como ocorre com 0s outros virus RNA, os DENV exibem um alto grau
de variabilidade genética, em razdo da falta de um mecanismo de correcdo da RNA
polimerase viral durante a replicacdo, das rapidas taxas de replicacdo, do grande
tamanho populacional e da pressao diante da resposta imunologica do hospedeiro.
No Brasil, até 2013, havia sido detectada a circulacdo de seis gendtipos: genétipo V
dos DENV-1, genotipo Asiatico/Americano dos DENV-2; gendtipos Ill e IV do DENV-
3 e gendtipos | e Il dos DENV-4 (Nunes et al.,, 2012). Tais variacbes poderiam
modular a infeccéo, a capacidade de penetrar e se replicar em células especificas do
vetor e do hospedeiro, e sobre sua viruléncia. As cepas com propriedades mais ou
menos virulentas tém provocado debate acerca da possivel relacdo entre
gravidade da doenca e algum genoétipo em particular (Torres, 2005; Valle et al.,
2015). Halsey estudou a prevaléncia de manifestacdes clinicas de quatro paises da
America do Sul e relatou que a infeccdo pelo DENV 4 exibiam maiores sintomas
respiratérios. Os individuos infectados pelo DENV 1 apresentavam maior prevaléncia
de rinorréia, enquanto pelo DENV 4, apresentavam prevaléncia de faringite (Halsey
et al., 2012). Porém estudos comparando o padrdo histopatologico pulmonar e o
sorotipo da infeccédo pelo DENV néo estéo disponiveis na literatura.

O cruzamento dos sorotipos em relacdo as classes de dengue néo exibiu
relacdo significativa, ao nivel de 95% de confianca, Tabela 28. Nosso estudo
encontra-se de acordo com os achados de Sharp et al., onde a comparacdo da
infeccdo pelos sorotipos DENV 1, DENV 2 e DENV 4, em relacdo a quadro clinico

fatal ndo apresentou diferenca estatistica (Sharp et al., 2013).
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6 CONCLUSOES

A dengue acomete todas as idades, porém a faixa etaria mais
frequente foi a de 30 a 59 anos.

A frequéncia no sexo masculino foi discretamente maior que no
feminino.

A febre e o desconforto respiratério foram os principais sinais
observados pelos familiares e pelas equipes de salde na nossa
casuistica.

A dispnéia foi principal sintoma da nossa série.

A co-morbidade mais frequente foi a hipertensao arterial sistémica.

As causas imediatas de 6bito relatadas pelo médicos patologistas
foram a insuficiéncia respiratéria e o choque.

O grupo de febre hemorragica da dengue(FHD) apresentou o nimero
de plaquetas significamente inferior ao grupo de dengue com
complicagbes (DCC).

O peso dos pulmdes em gramas na FHD apresentou-se
significativamente elevado em relagao ao grupo de DCC.

Os trés achados histopatologicos mais frequentes nos grupos de FHD
e DCC foram edema alveolar, hemorragia alveolar, pneumonite
intersticial cronica. Outras alteracbes sao bronquiolite,
broncopneumonia, presenca de megacariocitos, efeitos citopéticos
epiteliais, hiperplasia de pneumdcito Il, presenca de trombo de fibrina,
membrana hialina, necrose.

A fragdo de éarea do edema e da hemorragia encontraram-se
estatisticamente superiores em ambos 0S grupos da dengue em
comparacao ao grupo controle.

Foram identificados os padrdes histopatolégicos encontrados na
dengue, estabeleceu-se a frequéncia de cada um deles. A
hemorragia/edema e o edema isolado estiveram presentes em quase a
metade dos casos. Porém o padrdo de dano alveolar difuso, esteve
presente isoladamente sem relacdo a broncopneumonia, logo apds a

pneumonite intersticial cronica.
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A distribuicdo dos padrbes histopatolégicos pulmonares sugere uma
polaridade, onde a crianga tem mais pneumonite, enquanto os idosos
apresentam mais edema e hemorragia. As outras faixas etarias exibem
tanto as doencas por aumento da permeabilidade quanto a inflamatoria.
A fracdo de area dos linfocitos T CD4+ foi maior no padréo
histopatolégico de dano alveolar difuso.

A fracdo de area dos linfécitos T CD8+ nos diversos padrdes
histopatolégicos mostrou um valor mais elevado no dano alveolar
difuso, seguida da broncopneumonia.

A fracdo de area do macréfago CD68 obedeceu a seguinte sequéncia
descendente: broncopneumonia, dano alveolar difuso, hemorragia/
edema, pneumonite, edema isolado, doenca pulmonar prévia, lesao
pulmonar aguda e controles.

A mediana da fracdo de area dos mastocitos nos diversos padroes
histopatolégicos foi superior na broncopneumonia.

A processo de apoptose esta mais intenso na pneumonite.

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) apresenta maior
fracdo de area com imuno-expressdo no padrdo histopatolégico de
broncopneumonia.

A histomorfometria da imuno-expresséo dos linfécitos T CD4+ exibiu a
mediana da fragdo de area maior na forma clinica de DCC em relagéo
a FHD e ao controle, com significancia entre as formas clinicas da
dengue.

A morfometria da imuno-marcag¢do dos linfécitos T CD8+ exibiu a
mediana da fragdo de area semelhante na DCC, na FHD e no controle.
A média da densidade da relacédo células T CD4+/ CD8+ encontra-se
invertida nos grupos FHD e DCC em comparacao ao grupo controle,
demonstrando que as células CD8+ estdo em maior nimero no pulmao
que as células CD4+.

A mediana da fragcdo de area da imuno-expressdo dos macréfagos
CD68 apresenta uma diferenca significante entre a DCC em relagéo ao

grupo controle, da FHD em relagdo ao grupo controle.
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A morfometria da imuno-marcacao do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) demonstrou uma diferenga estatisticamente
significante entre as duas formas de apresentacao da dengue.

A apoptose das células mononucleares septais € maior na presenca da
proteina ndo estrutural 3 no parénquima pulmonar.

A comparagédo da imuno-marcagao do fator de crescimento endotelial
vascular, ndo apresentou uma diferenga estatisticamente significante
entre presenca ou auséncia de NS3 imuno-expressa no tecido
pulmonar.

Na comparacdo dos sorotipos DENV por padrdao histopatolégico a
Pneumonite tem cerca de 9 vezes mais chances de ocorrer em
individuos sorotipo DENV-1 do que a Hemorragia/Edema, que ocorre
bem mais nos sorotipos DENV-4.

O envolvimento pulmonar nas formas graves de dengue sao
importantes para o desfecho letal, apresentando indicios de
participagdo de varias células efetoras nos mecanismos

fisiopatoldgicos presentes.
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8 ANEXOS

- CONFIRMAR APROVAGAD PELO CAAE OU PARECER
Informe o ndmers do CAAE ou do Parecar:
Nimero do CAAE: Namero do Paracer:
[ 58571016.0.0000.5054 | [ | Pesquisar|
Ezta consuilta ratoma somants p i doz Caso nde nanhum Mtads, o nimeano do parecer infommads ndo & valdo ou NA0 COMSSPONGS & UM Darscer
aprovado.
- DETALHAMENTO
Titulo do Projeto de Pesquisa:
Nuamero do CAAE: Nimero do Parecer:
Quem Assinou o Parecer: Pesquisador Responsavel:
Data Inicio do Cronograma: Data Fim do Cronograma:  Contato Pablico:
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Anexo B

CARTA DE ANUENCIA

Eu, LUCIANO MONTEIRO FRANCO, Diretor Técnico do Servico de
Verificagdo de 6bitos Dr. Rocha Furtado da Secretaria de Saude do Estado do
Ceara, declaro estar ciente e de acordo com a participagéo desta instituicido na
execucao do projeto de pesquisa denominado “Alteragées Pulmonares na
Dengue”, desenvolvido pela doutoranda Fernanda Capelo Barroso, CPF
208850833-34, do curso de Medicina Tropical - doutorado interinstitucional
(DINTER) da Fundacdo Oswaldo Cruz com a Universidade Federal do Ceara.
Essa aluna ndo possui vinculo empregaticio ou funcional junto ao Servigo de
Verificacéo de 6bitos Dr. Rocha Furtado.

Afirmo disponibilizar a referida pesquisadora toda infra-estrutura
necessaria, fornecimento de blocos de parafina de pulmao das autdpsias de
casos de Dengue do periodo de 01 de janeiro de 2011 a 31 de dezembro de
2013, e as facilidades pertinentes a consecugdo do seu projeto, até o seu
término.

Declaro conhecer e cumprir com as Resolucdes Eticas Brasileiras, em
especial a Resolugdo CNS n° 466/2012. Estou ciente ainda de que o referido
projeto de pesquisa somente podera ser iniciado apds aprovacao pelo Comité
de Etica em Pesquisa.

Fortaleza, 9 julho de 2014.

7

L

LUCIANO MONTEIRO FRANCO

Diretor Técnico do Servigo de Verificagao de Obitos Dr. Rocha Furtado
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Anexo C

CARTA DE ANUENCIA

llma. Dra. Helena Maria Barbosa Carvalho

Coordenadora de Medicina Legal da Pericia Forense do Estado do Ceara

Solicito autorizagdio para a realizagdo da pesquisa intitulada “ALTERACOES
PULMONARES NA DENGUE HUMANA” nesta Coordenadoria, pela
pesquisadora FERNANDA CAPELO BARROSO DA UNIVERSIDADE FEDERAL

DO CEARA. Ao mesmo tempo peco autorizagdo para que o nome desta institui¢io
possa constar na pesquisa, bem como, em futuras publicagdes.

Na certeza de contar com a colaboragéio e empenho desta coordenadoria, agradego
antecipadamente a atengéo, ficando a disposi¢éio para quaisquer esclarecimentos que

se fizerem necessarios.
Fortaleza, 01 de JULHO de 2014.

(X)) Concordo com a solicitagdo () N&o concordo com a solicitagdo

MO
Dra. Helena Maria|Barbosa Carvalho
Coordenadora de Medicina Legal da Pericia Forense do Estado do Ceara
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—Ricardo Carvalho de Azevedo e Sa.

Anexo D

GOVER V‘NV O po
EstADO po CEARA

Secretaria da Saude

LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA-LACEN-CE.

CARTA DE ANUENCIA

Eu, Ricardo Carvalho de Azevedo e S&, Diretor do Laboratério Central do Ceara
(LACEN-CE), declaro estar ciente e de acordo com a participagdo desta instituicdo na
realizagdo do projeto de pesquisa denominado “Alteragées Pulmonares na Dengue”,
desenvolvido pela doutoranda Fernanda Capelo Barroso, CPF 208850833-34, do curso de
Medicina Tropical - Doutorado Interinstitucional (DINTER) da Fundacdo Oswaldo Cruz com a
Universidade Federal do Ceara. Essa aluna ndo possui vinculo empregaticio ou funcional
junto ao LACEN-CE.

Afirmo autorizar a referida pesquisadora, a utilizagdo dos resultados de 01 de janeiro
de 2011 a 31 de dezembro de 2012 da sorologia, RT-PCR e Imunoistoquimica dos casos de
diagnéstico de Dengue que foram necropsiados no Servigo de Verificagdo de 6bitos Dr.
Rocha Furtado do Estado do Ceara (SVO-CE).

Declaro conhecer e cumprir com as Resolucdes Eticas Brasileiras, em especial a
Resolugdo CNS n° 466/2012. Estou ciente ainda de que o referido projeto de pesquisa

somente podera ser iniciado ap6s aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa.

Fortaleza, 16 julho de 2014.

(C Ll
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Diretora do Laboratério Central (LACEN — CE). RDQ

LACEN-CE - Av. Bario de Studart, 2405 — Aldeota — Fortaleza — CE - CEP: 60120-002
Fone: 3101.1472/3101.1480  Fax: 3101.1485 — e-mail: lacen@lacen.ce.gov.br
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Anexo E

< FF

GOVE;NO DO
EsTADO po CEARA

Secretaria da Saiide

LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA-LACEN-CE.

CARTA DE ANUENCIA

Eu, Ricardo Carvalho de Azevedo e S&, Diretor do Laboratério Central do
Cearad - LACEN-CE, declaro estar ciente e de acordo com a participagdo desta
instituicdo na realizagdo do "projeto de pesquisé denominado “Alteragées
Pulmonares na Dengue”, desenvolvido pela doutoranda Fernanda Capelo Barroso,
CPF 208850833-34, do curso de Medicina Tropical - Doutorado Interinstitucional
(DINTER) da Fundag&o Oswaldo Cruz com a Universidade Federal do Ceara. Essa
aluna n&o possui vinculo empregaticio ou funcional junto ao LACEN-CE.

Afirmo autorizar a referida pesquisadora, a utilizacdo dos os resultados de 01
de janeiro a 31 dezembro de 201 3, da sorologia, da RT-PCR e da Imunoistoquimica
dos casos de diagnéstico de Dengue que foram necropsiados no Servico de
Verificag&o de ébitos Dr. Rocha Furtado do Estado do Ceara (SVO-CE).

Declaro conhecer e cumprir com as Resolugdes Eticas Brasileiras, em
especial a Resolugdo CNS n° 466/2012. Estou ciente ainda de que o referido projeto
de pesquisa somente podera ser iniciado apos aprovacdo pelo Comité de Etica em

Pesquisa.

Fort , 26 abril de 2016
5
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_Dr’Ricardo Carvalho de Azevedo e Sa = At
Laboratério Central de Satide Publica - LACEN — CE S‘_)\q«‘

LACEN-CE - Av. Barfio de Studart, 2405 — Aldeota — Fortaleza — CE - CEP: 60120-002
Fone: 3101.1472 / 3101.1480 Fax: 3101.1485 — e-mail: lacen@]lacen.ce.gov.br
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