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Emilia Tomé de Sousa

Introducéo: Os virus dengue (DENV1-4) sdo os arbovirus humanos de maior
importancia médica no mundo. No Ceara, Nordeste brasileiro, a dengue é
endémica desde 1986, quando foi isolado o sorotipo DENV-1. Foram
registradas sete grandes epidemias em 1987, 1994, 2001, 2008, 2011, 2012 e
2015. Estudos demonstram que formas graves podem estar associadas a
manifestacdes cardiacas. Clinicamente a miocardite, pode ser aguda, cronica
ou em atividade persistente e fulminante. Podemos ainda classificar a
miocardite pelos achados histopatolégicos, como miocardite linfocitica, sendo
esse 0 padrdao mais comumente encontrado associado a etiologia viral. Os
mecanismos relacionados com o acometimento cardiaco incluem efeitos
diretos do DENV no miocéardio e efeitos indiretos da resposta inflamatoria
desencadeada pela infeccdo culminando na liberacdo de citocinas vasoativas
pro-inflamatorias, responsaveis pelo extravasamento vascular e inflamacao
miocérdica. Igualmente a miocardite fulminante de outras etiologias, a
miocardite durante a infeccdo pelo DENV esta associada a alta mortalidade.
Objetivos: Geral: Descrever as alteracbes morfoldgicas e imunoinflamatorias
no miocardio dos casos fatais de dengue no Ceara no periodo de 2011-2013.
Especificos: Descrever caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais
dos casos. ldentificar e quantificar as alteracdes morfologicas; Determinar a
frequéncia de miocardite; Definir a frequéncia de apoptose; Quantificar
linfécitos T CD4 e CD8, macrofagos (CD68) e marcador endotelial CD31
presentes no miocardio e correlaciona-los com os achados morfolégicos;
Verificar a expressdo das proteinas NS1 e NS3. Metodologia: Estudo
retrospectivo do tipo série de casos, avaliou 117 amostras de miocardio de
casos confirmados de dengue e autopsiados no SVO-Ce de janeiro/2011 a
dezembro/2013, quanto a dados demogréficos, clinicos, laboratoriais. A
andlise histopatoldgica na coloracdo do HE, avaliou alteracbes morfologicas
incluindo edema, hemorragia, necrose, fibrose e infiltrado inflamatorio.
Utilizamos os critérios de Dallas e da WHO/ISFC para o diagnostico da
miocardite. Anticorpos monoclonais anti-CD4, anti-CD8, anti-CD68, anti-
CD31, anti-NS1 e anti-NS3 foram usados na identificagdo das células
mononucleares, das células CD31+ e para avaliacdo de proteinas virais por
imuno-histoquimica respectivamente. Apoptose foi avaliada pela técnica
TUNEL. Resultados: Foi encontrado alto percentual de miocardite nos
pacientes (47/117,40,2%) sem distingdo entre sexo e idade. Os sorotipos
iX



identificados foram DENV1, DENV3 e DENV4. Analises histopatoldgicas
revelaram areas com edema, hemorragia e necrose do tecido cardiaco; No
entanto, a hemorragia e a necrose foram significativamente maiores nos
pacientes com miocardite. Maior frequéncia de células expressando a
molécula CD31/PECAM-1 foram encontradas nos pacientes com miocardite.
Por outro lado, encontramos maior frequéncia de células apoptéticas nos
casos sem miocardite. As proteinas NS1 e NS3 foram detectadas em
macrofagos e cardiomiocitos dos dois grupos analisados. Conclusao: A
analise imuno-histoquimica revelou ser 15% mais eficiente na identificagdo da
miocardite em comparacdao com a analise histopatologica. Nao encontramos
parametros bioquimicos, hematolégicos ou demograficos que pudessem estar
associados ao risco de desenvolvimento de miocardite. Ndo houve suspeita
clinica em nenhum dos casos estudados. Embora, existam muitas lacunas no
entendimento dos mecanismos envolvidos na patogénese da miocardite
induzida pela infeccdo, este trabalho aponta a necessidade de serem
propostos pelas entidades médicas e governamentais protocolos para a
instauracao de propedéutica cardiaca eficiente nos casos de dengue grave.
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IN 117 FATAL CASES OF DENGUE
ABSTRACT

PHD THESIS IN TROPICAL MEDICINE

Emilia Tomé de Sousa
Introduction: Dengue viruses (DENV1-4) are the most important human arboviruses
in the world. In Ceara, Northeast Brazil, dengue has been endemic since 1986, when
the serotype DENV-1 was isolated. Seven major epidemics were recorded in 1987,
1994, 2001, 2008, 2011, 2012 and 2015. Studies show that more severe forms may
be associated with cardiac manifestations. Clinically, myocarditis may be acute,
chronic, or persistent and fulminant. we can classify myocarditis based on
histopathological findings, such as lymphocytic myocarditis, which is the most
commonly found pattern, especially with viral etiology. Mechanisms related to cardiac
involvement include direct effects of DENV on the myocardium as well as indirect
effects of the inflammatory response triggered by the infection culminating in the
release of vasoactive and proinflammatory cytokines responsible for capillary
leakage and possibly myocardial inflammation. In the same way as fulminant
myocarditis of other etiologies, fulminant myocarditis in dengue is associated with
high mortality. Methodology: A case-series study evaluated 117 samples of cardiac
tissue from confirmed dengue cases autopsied in the SVO-Ce from January 2011 to
December 2013 regarding demographic, clinical and laboratory data.
Histopathological analysis on HE staining evaluated morphological changes including
edema, hemorrhage, necrosis, fibrosis and inflammatory infiltrate. We used the WHO
/ ISFC criteria for the myocarditis diagnosis. Anti-CD4, anti-CD8, anti-CD68 and anti-
CD31 monoclonal antibodies were used in the identification of mononuclear cells as
well as CD31 positive cells by immunohistochemistry. The presence of apoptosis in
the myocardium was evaluated by the TUNEL technique. Results: A high percentage
of myocarditis was found in patients (47 / 117,40,2%) without distinction between
sexes and ages. The serotypes identified were DENV1, DENV3 and DENVA4.
Histopathological analyzes revealed areas with edema, hemorrhage and cardiac
tissue necrosis; However, hemorrhage and necrosis were significantly greater in
patients with myocarditis. In addition, increased mononuclear inflammatory infiltrate
was observed in myocarditis. Higher frequency of cells expressing the CD31 /
PECAM-1 molecule were found in patients with myocarditis. On the other hand, we
found a higher frequency of apoptotic cells in cases without myocarditis. NS1 and
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NS3 proteins were detected in cardiomyocytes of the two groups analyzed.
Conclusion: The immunohistochemical analysis revealed a frequency of 15% more
cases compared to the histopathological analysis. We did not find biochemical,
hematological or demographic parameters that could be associated with the risk of
developing myocarditis. There was no clinical suspicion in any of the cases studied.
Although there are many gaps in the understanding of the mechanisms involved in
the infection-induced myocarditis pathogenesis, this work points out the need of
efficient cardiac propaedeutic protocols by medical and governmental entities in
severe dengue cases.
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1 INTRODUCAO

Dengue € a arbovirose mais comum a nivel mundial, com transmisséo
ocorrendo em pelo menos 128 paises e até 4 bilhdes de pessoas em risco,
sendo mais prevalente nas regides tropicais e subtropicais do mundo,
especialmente na Asia e América Latina (Guzman and Harris 2015; Stanaway
et al. 2016)

O virus dengue (DENV) pertence a familia Flaviviridae e € transmitido
aos seres humanos pela fémea do mosquito Aedes aegypti. Compreende
quatro sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, e DENV-4) distintos. As mais
recentes estimativas revelam uma variacao de 50 a 200 milhdes de infeccdes a
cada ano e cerca de 20 mil mortes, considerada a mais importante virose
transmitida por artrépodes no século 21 (Cucunawangsih and Lugito 2017;
Gubler 2002; Martina et al. 2009a; Stanaway et al. 2016).

Clinicamente, manifesta-se por um expectro que vai desde uma doenca
subclinica a uma condicdo grave e letal (Cucunawangsih and Lugito 2017).
Ainda hda muito o que se aprender sobre a patogénese das diferentes
manifestacbes das infeccdes pelo DENV, como a respeito das variadas
complicacbes cardiacas, em especial a miocardite, podendo ser sub-
diagnosticadas na prética clinica e contribuir para a mortalidade (Martina et al.
2009a; Miranda et al. 2013b). Na verdade pouco se sabe sobre a expressao da
miocardite em pacientes que foram a 6bito por dengue (Lee et al. 2010; Torres
et al. 2008).

1.1 HISTORICO DA DENGUE

O primeiro registro encontrado até agora esta em uma enciclopédia
chinesa de sintomas de doenca e de medicamentos, publicada pela primeira
vez durante a dinastia Chin, de 265 a 420 A.D. e editado formalmente em 610
A.D. na Dinastia Tang e novamente em 992 A.D. na Dinastia Sung do Norte
(Gubler 1998; Wilder-Smith et al. 2013). A doenca era chamada, pelos
chineses, de veneno da agua, pensando tratar-se de alguma enfermidade

relacionada a insetos voadores que surgiam da agua (Gubler 1998).



A disseminacédo da doenca pelo mundo ocorreu concomitantemente com
0 incremento do comércio maritimo que resultou em intensa mobilidade
humana e do vetor através dos continentes (Gubler 2006). As pesquisas
sugerem que surtos de doencas nas indias Ocidentais francesas em 1635 e
Panama em 1699 também poderiam ter sido dengue, revelando que o dengue
ou uma doenca muito semelhante teve uma ampla distribuicdo geografia antes
do século 18 (Gubler 1998). No entanto as primeiras informacdes bem
documentadas de uma doenca semelhante & Dengue ocorreu em epidemias na
Indonésia e Egito em 1779 e na América, em 1780, nos Estados Unidos
(Gubler 1998).

O padréo de distribuicdo da doenca no mundo entre os anos de 1780 e
1940 permaneceu endémico nas regides tropicais e subtropicais com grandes
e infrequentes surtos. Contudo, a infeccdo pelo DENV atingiu patamares
elevados de incidéncia ap6s o fim da segunda guerra mundial, em virtude da
intensa e desenfreada urbanizacdo o que favoreceu também o aumento da
populacdo do vetor e seu contato com populacdes humanas. Neste periodo
tiveram inicio os estudos sobre a doenca e o desenvolvimento de testes
diagnosticos (Gubler 1998).

A agressdo ao ecossistema no sudeste Asiatico durante e apés a
Segunda Grande Guerra Mundial permitiu condicbes favoraveis para o
aumento das arboviroses. Foi neste cenario que surgiu a primeira epidemia
conhecida de Febre Hemorragica do Dengue (FHD), com pandemia global de
dengue com transmissao epidémica e hiperendemicidade (circulacdo de varios
sorotipos do virus da dengue); uma doenca s6 recentemente descrita (Gubler
1998).

No Brasil, as campanhas de combate ao A. aegypti teveram inicio com
Emilio Ribas nas cidades de Sorocaba (1901), Sdo Sim&o (1902) e Ribeirdo
Preto (1903), seguido por Oswaldo Cruz em 1903, na cidade do Rio de Janeiro,
estendendo-se a todo Brasil. O ultimo foco do mosquito foi debelado em 1955 e
o certificado de erradicagdo do mosquito foi outorgado ao Brasil em 1958
(Teixeira and Barreto 1996).

No continente Americano, o combate da febre amarela foi iniciado nas

décadas de 1940 e 1950, promovido pela Organizacdo Pan-Americana de
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Saude, e o A. aegypti foi erradicado na maior parte da América Central e do
Sul. Entretanto, com a interrupcédo do programa de erradicacdo do A. aegypti
no inicio da década de 1970, houve um aumento gradual da re-infestacdo, de
tal modo que na década de 1990 o vetor havia recuperado a distribuicdo que
ocupava antes de sua erradicacdo (Gubler 1998; Pinheiro and Corber 1997).

Em 1977 houve o ressurgimento da epidemia de dengue nas Ameéricas,
com a introducdo do DENV-1 na Jamaica, possivelmente tendo sido importado
da Africa. A partir dai a epidemia se espalhou por todas as ilhas do Caribe e,
em 1978, se espalhou nas Américas do Sul e Central (Pinheiro and Corber
1997).

A primeira epidemia de dengue confirmada clinica e laboratorialmente,
no Brasil, ocorreu em 1981 em Boa Vista (Roraima), tendo sido isolados os
sorotipos DENV-1 e o DENV-4. Contudo, a propagacdo para o resto do pais,
nao se deu a partir desse episédio, pelo fato do mesmo ter sido rapidamente
controlado. A disseminacao do virus para o pais aconteceu a partir de casos de
DENV-1 surgidos em Nova Iguagu (Rio de Janeiro) em 1986 (Teixeira and
Barreto 1996).

No periodo de 2001 a 2007, o Cone Sul (Argentina, Brasil, Chile,
Paraguai e Uruguai) registrou 64,6% (2.798.601) de todos os casos de dengue
nas Ameéricas, dos quais 6.733 foram FHD com um total de 500 mortes.
Destes, cerca de 98,5% foram notificados pelo Brasil, que também relatou a
mais alta taxa de mortalidade (WHO 2009). Em 2016, o ministro da Saude
brasileiro descreveu a situacdo da dengue no pais como “catastrofica” (Lowy
2017).

Os fatores meteoroldgicos, principalmente os indices pluviométricos e as
variacdes de temperatura contribuem para o aumento dos vetores, estando
associados com os picos das epidemias da dengue no Brasil. Contudo, para
alcancar um melhor controle da dengue é necessario um investimento
adequado em pesquisa, educacao, treinamento e capacitacdo (Ebi and Nealon
2016; Viana and Ignotti 2013).

A dengue é considerada uma doenca endémica no Ceard desde 1986,
guando foi isolado casos do sorotipo DENV-1 (Teixeira and Barreto 1996). Pelo
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a doenca manifesta-se de forma endémica, e jA foram registradas sete
grandes epidemias nos anos de 1987, 1994, 2001, 2008, 2011, 2012 e 2015
(Ceara 2017).

A introducado do sorotipo DENV-2 no Ceara, em 1994, gerou uma grande
epidemia com dezenas de casos de FHD e 14 casos fatais. Até aquela data
ndo havia sido notificado nenhum caso com vitima fatal (Vasconcelos et al.
1995).

Nos ultimos anos ocorreram as trés maiores epidemias do municipio,
causadas por sorotipos diferentes: reintrodugcdo do DENV-2 (2008);
reintroducdo do DENV-1 em 2011 e introdugdo do DENV-4 em 2012 (Ceara.
SESA. 2016). Em 2016, no Ceara, foram confirmados 45 casos de Dengue
Grave (DG) e 191 casos de Dengue Com Sinais de Alarme (DCSA), com 72
Obitos. No mesmo periodo de 2015, ocorreram 124 casos de DG e 664 casos
de DCSA, com 30 6bitos (Ceara 2016).

1.2 FORMAS CLINICAS

A dengue tem um amplo espectro de apresentagdes clinicas, muitas
vezes com formas clinicas imprevisiveis; a infeccdo por qualquer um dos
sorotipos pode ser assintomatica, na maior parte dos casos, ou pode resultar
em ampla variacdo de apresentacdes clinicas que vao desde uma sindrome
gripal leve anteriormente conhecida como o dengue classico ou Febre do
Dengue (FD), até as formas mais graves da doenca, que se caracterizam por
coagulopatia, aumento da fragilidade e permeabilidade vasculares e derrames
cavitarios podendo evoluir para choque hipovolémico. Na Asia, o risco de
desenvolver doenca grave € maior em criancas infectadas até 15 anos, do que
em adultos. Ao contrario do que ocorre nas Américas, onde os adultos sdo os
principais alvos das formas mais graves da doenca (Martina et al. 2009a; WHO
2009). Assim, as infec¢cdes foram classificadas em trés categorias: febre
indiferenciada, Febre do Dengue (FD) e Febre do Dengue Hemorragico (FHD).
E a FHD ainda foi classificada em quatro graus, sendo os graus Ill e IV
definidos como Sindrome de Choque do Dengue (WHO 1997).
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1.2.1. Evolucéao da classificacao

Devido ao grande espectro da apresentacdo clinica do dengue, a sua
diferenciagcdo de outras doencas febris era fundamental, entdo, em 1975 a
OMS aprovou as primeiras diretrizes para o diagnéstico, onde um provavel
caso de dengue foi definido como uma doenca febril aguda acompanhada de
dois ou mais dos seguintes critérios: dor de cabeca, dor retro-orbital, mialgia,
artralgia, erupcdo cutanea, manifestagcbes hemorragicas e leucopenia. Os
qguatro primeiros critérios sdo sintomas e, por definicdo, sdo relatados pelo
paciente e ndo podem ser medidos diretamente pelo médico (Gutiérrez et al.
2013). Em 1997, a OMS fez a primeira classificacdo da doenca sintomatica em
FD e FHD, e estabeleceu parametros de gravidade FHD e Sindrome do
Choque do Dengue (SCD) (WHO 1997). Para a confirmagéo de caso de FHD
seriam necessarios 5 critérios (febre de no maximo 7 dias, exame especifico
positivo para dengue, plaquetopenia< 100.000mm?, extravasamento plasmatico
e manifestacdes hemorragicas). Esta classificacdo foi baseada principalmente
na experiéncia clinica dos paises asiaticos. Contudo, os estudos adicionais
revelaram a necessidade de parametros de gravidade alternativos mais
especificos a realidade regionais (Harris et al. 2015).

Assim, com a pretensdo de melhor identificar os casos graves que
necessitariam de abordagem mais cuidadosa com internagdo hospitalar, a
OMS, em 2009, organizou estudos adicionais que definissem parametros de
gravidade (WHO 2009) com base nos resultados de estudo multicéntrico
DENCO (Dengue control) realizado em pacientes de todas as faixas etarias do
Sudeste Asiatico e da América Latina.

A nova classificacdo, com maior aplicabilidade para definir os casos de
dengue segue 0s seguintes critérios de gravidade da doenca (Figura 1):

1) dengue sem sinais de alarme (DSSA), caracterizada por:
nausea, vomito, erupcbes cutaneas, mialgia, cefaléia, artralgia, teste do
torniquete positivo sem sinais de hemorragia e leucopenia com
confirmacéo laboratorial;

2) dengue com sinais de alarme (DCSA), inclui: dor ou

sensibilidade abdominal, vomitos persistentes, acumulo de liquido,



letargia, agitacdo, hepatomegalia (aumento > 2 cm), elevacdo das
transaminases hepaticas e diminuicdo na contagem de plaquetas;
3) dengue grave (DG), caracterizada por: extravasamento
plasmatico grave, podendo levar ao choque (SCD) e acumulagdo de
fluido, acompanhado de desconforto respiratdrio; hemorragias graves e
comprometimento de 6rgdos (lesédo hepatica, com niveis de aspartato
aminotransferase (AST) ou alanina aminotransferase (ALT) >1000;
insuficiéncia renal, cardiopatia, encefalite ou encefalopatia) (WHO 2009).
Essa nova classificagdo considerou, como critério para DG, além do
extravasamento plasmatico grave e da presenca de hemorragia grave, a
presenca de comprometimento de Orgaos, entre eles o coracdo. No texto
publicado pela OMS, a miocardite esta referida entre as manifestacdes
cardiacas graves (WHO 2009). A incidéncia de miocardite entre 0os casos de
DG, na maioria das areas endémicas, permanece desconhecida; podendo se
manifestar inicialmente por arritmias cardiacas, o que pode levar a episodios de

sincope e até mesmo a morte subita (Nigam et al. 2015; WHO 2009).

DENGUE % sinais de alarme DENGUE GRAVE

"- 1. Extravasamento plasmatico grave
2. Hemorragia grave

Sem sinais

de alarme 3. Envolvimento organico grave

viagem em area
endémica de dengue

- - -

Suspeito de Dengue Sinais de alarme* 1. Extravasamento plasmatico grave

* Febre * Dor abdominal levando ao:

+ Anorexia e nauseas * Vomito persistente * Choque

* Exantema * Sinal de acimulo de fluido * Acimulo de fluido com desconforto

+ Dor continua ¢ Sangramento de mucosa respiratorio

* Mialgia e artralgia * Letargia / irritabilidade 2. Hemorragia grave

* Provado lago * Hepatomegalia >2cm + Avaliada pelo médico

* Leucopenia * Laboratério: Aumento do 3. Envolvimento grave dos drgdos

* Historia de dengue na hematdcrito e rapida queda * Figado: AST ou ALT = 1000 Ul/ml
vizinhanga ou de na contagem das plaquetas * SNC: Alteragdo da consciéncia

» Coragdo e outro drgdos

* Requer observagéo rigorosa e intervengido médica

Figura 1 Classificagéo Clinica da Dengue. Figura adaptada do Manual de Dengue WHO, 2009.
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A medida que a dengue se espalhou por todas as areas tropicais, o perfil
clinico-epidemioldgico se diversificou de acordo com a idade, a etnia e o estado
imunoldgico das populacdes afetadas. Desta forma, a  aplicabilidade,
complexidade e utilidade do Sistema de Classificacdo se tornou preocupante,
devido a sua limitagdo na triagem e gerenciamento clinico dos casos
(Alexander et al. 2011).

Nos anos seguintes, a nova proposta foi avaliada através de estudos
multicéntricos (DENCO), nas mais diversas condigcbes (em epidemias, sem
epidemias, na atencdo basica, em hospitais terciarios, em ambulatorios e
outros) e propondo uma classificacdo baseada em evidéncias que melhorariam
a avaliacao da gravidade clinica, bem como de possiveis sinais de alerta de
progressao provavel para doenca grave (Alexander et al. 2011).

Diante dos achados cientificos incontestaveis, com o intuito de evitar
mortes por dengue, o Ministério da Saude do Brasil apresentou uma ferramenta
para lidar com casos de dengue, desde o nivel primario em salude até as
unidades de maior complexidade. Assim, a partir de janeiro de 2014, adotou a
nova classificacdo para os casos de dengue, baseando-se nas manifestagdes
clinicas mais comuns da doenca e tendo em conta alguns sinais de alarme que
podem identificar os pacientes que evoluirdo para uma forma grave da doenca.
As denominac¢des dengue classico, FHD (Grau I, II, lll e IV), dengue com
complicagdo (DCC) e SCD cairam em desuso, dando lugar as seguintes
denominactes: Dengue Sem Sinais de Alarme (DSSA), Dengue Com Sinais de
Alarme (DCSA) e Dengue Grave (DG) (Brasil 2016).

Considera-se caso suspeito de dengue pacientes que apresentam
doenca febril, usualmente entre dois e sete dias de duracéo, e que apresente
duas ou mais das seguintes manifestacdes: nausea, vomitos, exantema,
mialgias, artralgia, cefaleia, dor retro-orbital, petéquias, prova do laco positiva,
leucopenia. Ja os casos de DCSA sdo quando acompanhados de qualquer
uma ou mais das seguintes alteracdes: dor abdominal intensa (referida ou a
palpagcdo) e continua, vomitos persistentes, acumulo de liquidos (ascite,
derrame pleural, derrame pericardico), hipotensdo postural e/ou lipotimia,
hepatomegalia maior do que 2 cm abaixo do rebordo costal, sangramento de

mucosa, letargia e/ou irritabilidade ou aumento progressivo do hematocrito. Ja



o DG se enquadra nos seguintes achados: extravasamento grave de plasma
levando ao choque evidenciado por taquicardia; extremidades distais frias,
pulso fraco e filiforme, enchimento capilar lento (>2 segundos), presséo arterial
convergente (< 20 mm hg), taquipneia, oligaria (< 1,5 ml/kg/h), hipotensao
arterial (fase tardia do choque), cianose (fase tardia do choque), acumulacéo
de liqguidos com insuficiéncia respiratéria e sangramento grave ou
comprometimento grave de 6rgaos (Brasil 2016).

Com a adocdo da nova classificagdo ndo sera possivel comparar DG
(nova classificacdo) com casos de FHD + DCC (classificacdo antiga), o0 que
dificultarda em muito o estudo de tendéncia entre os anos de transicdo da

classificacao.

1.3 O VIRUS

O DENV é membro da familia Flaviviridade, agrupado no género
Flavivirus, que inclui virus de importancia médica transmitidos por artropodes
(febre amarela, virus da encefalite japonesa) e circula sob a forma de quatro
sorotipos antigenicamente distintos, chamados de DENV-1, -2, -3 e -4. Estudos
em micrografia eletrdbnica demonstraram que 0s virions apresentam uma
superficie lisa e um didmetro de aproximadamente 500A, um nucleo eletro-

denso rodeado por uma bicamada lipidica (Kuhn et al. 2002) (Figura 2).



Figura 2 Micrografia eletronica de transmissdo de uma célula HepG2 infectada por DENV.
Pequenas vesiculas de 80 a 200 nm de tamanho (pontas de seta) perto da
periferia celular (A). (B e C) Vesiculas em maior ampliacdo. (D)
Microparticulas (MPs) em coloragcdo negativa nas grades absorvidas por
tampdo. (E) Particula de virus purificada por densidade de sacarose.
Fonte: Figura adaptada de Punyadee e colaboradores, 2015 (Punyadee et
al. 2015).

No interior do nucleo capsideo icosaédrico, encontra-se o material
genético viral, composto por uma fita simples de RNA polaridade positiva,
contendo 10.700 nucleotideos (Figura 3). O genoma viral codifica proteinas
estruturais e ndo estruturais. Sendo trés estruturais: capsideo (C), membrana
(M, transcrita como precursor prM) e a proteina de envelope (E). E sete ndo
estruturais: NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B, NS5, essenciais para a replicacdo
viral (Kuhn et al. 2002) (Figura 4). E com base nas diferencas antigénicas da
proteina E, que o DENV é classificado em quatro diferentes sorotipos: DENV 1,



2, 3 e 4 (Chuang et al. 2013). A proteina do capsideo (C) esta envolvida com a

montagem do capsideo ao redor do RNA viral (Modis et al. 2004).

Figura 3: Estrutura do virus dengue.

(A) Corte longitudinal do virus, mostrando o nucleocapsideo icosaédrico
e a membrana poligonal. As areas escuras sao proporcionais a densidade
das moléculas por crio-microscopia eletronica de particulas. Figura
extraida de Zhang e colaboradores, 2003 (Zhang et al. 2003).

As proteinas da membrana viral desempenham papéis criticos durante o
ciclo de vida do virus da dengue, particularmente durante a entrada em uma
célula hospedeira. As duas proteinas da membrana do virus da dengue, E e M,
sofrem mudancas estruturais dramaticas desde a forma amadurecida e
fusogénica do virion e, novamente, no momento da infeccdo. Estas duas
proteinas sdo expressas em uma poliproteina que é clivada para produzir o
precursor de M (prM) e E. Em seguida, ap6s a exposi¢cdo ao pH neutro do
reticulo endoplasmaético, prM se liga a proteina E para formar a forma "imitavel
spiky" do virus (Zhang et al. 2013). O processo de maturacdo do virus ocorre
na rede trans-golgi e € guiada pela proteina E, que sofre modificacbes em pH
baixo (5,8-6,0) no interior do lisossomo (Figura 3). A proteina E exposta na
superficie viral € composta por trés dominios (I, Il e lll) estando envolvida na
interacdo com receptores celulares, fusdo com a membrana da célula do
hospedeiro, montagem da particula viral e ainda apresenta determinantes

antigénicos envolvidos na resposta imunoldgica, induzindo a producdo de

10



anticorpos neutralizantes (Chen et al. 1996; He et al. 2016; Modis et al. 2004;
Roehrig et al. 1998; Yu et al. 2008).

NS2A NS4A
waa T ™
[C ME e NS I Rss —TT] NS

NS2B NS48 3" UTR

Figura 4 O genoma do virus dengue.

O Genoma viral codifica trés proteinas estruturais C (cépsula), M
(membrana) e E (glicoproteina de superficie) e sete proteinas néo
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e N55). Fonte: figura
extraida de Guzman e colaboradores, 2010 (Guzman et al. 2010)

Dentre as proteinas nao-estruturais (NS), a NS1 é glicoproteina, peso
molecular de 46-55 kDa, dependendo do seu estado de glicosilagdo. Ela existe
em duas diferentes formas: ancorada a membrana (mMNS1) associada a
organelas intracelulares ou secretada de células infectadas (SNS1), importante
para a replicacao viral. Estudo demonstrou que niveis plasmaticos elevados de
NS1 eram mais frequentes nas formas mais graves do Dengue. O DENV NS1
maduro contém 352 residuos de aminoacidos com dois sitios de glicosilagdo
ligados a N nos residuos 130 e 207 (Figura 4). Ha 12 residuos de cisteina em
DENV NS1 que sao absolutamente conservados entre todas as proteinas NS1
de flavivirus, indicando a importancia das ligagfes dissulfureto na estrutura e
funcdo de NS1. O antigeno NS1 circula em pacientes com dengue desde o
primeiro dia apds o inicio da febre até o dia 9; com niveis séricos estimados
entre 0,01 e 50 ug/ml, suas concentracdes precoces no sangue estédo
positivamente associadas a gravidade da doenca. Portanto, a deteccédo de
antigeno DENV NS1, presente na circulacdo de pacientes infectados, é usada
com sucesso para o diagnostico precoce da infeccdo por DENV (Avirutnan et
al. 2006; Chuang et al. 2013; Kao et al. 2005). Considerado imundgeno
candidato a inclusdo para estratégia vacinal.

A NS2A, NS4A e NS4B parecem funcionar como antagonistas da
transducdo de sinais do IFN do tipo 1, citocina envolvida no controle de
infeccbes virais (Jones et al. 2005). NS2B é uma proteina associada a

membrana que funciona como cofator para a ativacao da protease NS3 (Erbel
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et al. 2006). NS3 € uma proteina multifuncional que possui atividades
enzimaticas envolvida na replicacdo do RNA (Gorbalenya et al. 1989; Li et al.
1999). Os dominios protease e helicase da proteina NS3 interagem com o
hospedeiro estimulando a resposta imune celular. A proteina NS3 constitui o
principal alvo de resposta imune mediada por linfécitos T CD4+ e CD8+
(Hurtado-Melgoza et al. 2016). NS4A esta envolvida na replicacdo viral,
promovendo sinalizacdo através da regiao terminal-C para a translocacdo da
NS4B no reticulo endoplasmético, auxiliando a NS3 durante o processo de
replicagcdo do RNA viral (Miller et al. 2007; Umareddy 2006). A NS5 é uma
proteina multifuncional bem conservada envolvida na sintese do RNA viral
(Iglesias et al. 2011).

1.3.1 Resposta Imunolégica Durante a Infeccdo Pelo Denv.

As respostas imunoldgicas inata e a adaptativa sdo importantes no
controle da infeccdo pelo DENV. As primeiras células infectadas pelo DENV
sdo as células dendriticas (dendritic cells-DCs) imaturas presentes na pele
chamadas células de Langerhans. Durante o repasto sanguineo pelo vetor,
particulas virais sdo internalizadas pelas células de Langerhans iniciando a
producdo dos IFN tipo 1 (a, B) nos estagios iniciais da infecgao (Wu et al.
2000). A ativacdo e maturacao destas células é crucial na resposta antiviral; no
entanto, também contribui para a propagacdo do DENV para outros tecidos
(Castro-Mussot et al. 2013). Para se estabelecer, o DENV escapa da
resposta imune inata induzida pelos IFN tipo 1. O mecanismo pelo qual o
DENV bloqueia a producdo de IFN tipo 1 ainda € pouco compreendido (He et
al. 2016). No entanto, as proteinas NS2A, NS4A, NS4B e NS5 foram
identificadas como potenciais antagonistas da via de sinalizagdo dos
interferons (Castro-Mussot et al. 2013). Anticorpos contra a proteina NS1 foram
encontrados juntamente com a porcdo C3 do complemento nas mesmas
células, indicando possivel ativacdo do complemento por parte de

imunoconplexos formados com a NS1(Avirutnan et al. 2006).
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As principais células alvo da infeccdo pelo DENV sé&o mondcitos e as
DCs, membros da imunidade inata, mas também células apresentadoras de
antigeno (APCs). As APCs tais como as DCs e macrofagos, sao responsaveis
pela inducdo da resposta adaptativa, tanto do tipo celular como humoral, que
sdo altamente especificas, e necessitaram de varios dias para se estabelecer
(Castro-Mussot et al. 2013). Ambas respostas imunologicas inata e adaptativa
sdo ativadas nos pacientes infectados pelo DENV que resultam em multiplas
vias de ativacdo com producdo de citocinas e intensa ativacdo celular
(Rothman et al. 2014). Neste contexto, altos niveis de citocinas inflamatérias
sdo encontrados na fase aguda tanto da FD como na FHD. Intensa ativacao
de células NK, mondcitos e linfocitos T CD4 e CD8 sdo observados nos
pacientes infectados. A expanséo dos linfécitos TCD8 citotoxicos em resposta
a infeccdo pelo DENV contribui na lesdo de células ndo infectadas e desta
forma contribui para o desenvolvimento da gravidade (Castro-Mussot et al.
2013).

Todos os quatro sorotipos do virus demonstram tropismo para
monacitos, macrofagos e DCs e causam sindromes clinicas semelhantes,
incluindo dengue branda, FD e FHD. Embora seu nome sugira o contrario, a
principal caracteristica da FHD € o aumento da permeabilidade vascular, o que
provoca uma excessiva perda de plasma que se manifesta como aumento do
hematdcrito (hemoconcentracdo) e derrames em espagos pleurais e
peritoneais e pode resultar em choque com risco de vida (Rothman et al. 2014).
Estudos in vitro e os estudos de autépsia sugerem que trés sistemas de 6rgaos
desempenham um papel importante na patogénese de FHD/SCD: o sistema
imunoldgico, o hepatico e as células endoteliais (CE) dos revestimentos dos
vasos sanguineos. Certamente, o tropismo tecidual e celular do DENV tem um
importante impacto no resultado das infeccbes; contudo, a auséncia de um
modelo animal apropriado dificulta grandemente nossa compreenséo do papel

desempenhado por esse tropismo (Martina et al. 2009a).
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O papel da resposta imune adaptativa durante a infeccdo pelo DENV e
0s varios mecanismos sugeridos no desenvolvimento das formas graves da
dengue sao bastante discutidos e diversas teorias foram postuladas.
Mecanismos imunopatogénicos, fatores inerentes aos sorotipos além de
aspectos relacionados tanto ao hospedeiro como ao virus constituem alvos de
pesquisas ha mais de 50 anos, porém ainda ndo existe consenso acerca do
mecanismo envolvido. Os principais mecanismos sugeridos para o0
desenvolvimento das formas graves da dengue séo discutidos a seguir.
Certamente a melhor compreensdo da patogénese nos levara ao

desenvolvimento de melhores terapias para o tratamento e prevencao.

1.3.2 A Viruléncia do DENV

Os quatro sorotipos do virus dengue variam em termos de
patogenicidade e viruléncia e o0s estudos demonstram a associacdo dos
sorotipos 2 e 3 com casos mais graves (Guzman and Isturiz, 2010). Neste
contexto, o gendtipo asiatico do DENV-2 foi mais associado a FHD/SCD do
gue o gendtipo americano (Leitmeyer et al. 1999; Watts et al. 1999). Além
disso, alguns estudos relataram que certos genétipos e cepas dos sorotipos
DENV-2 e DENV-3 apresentam um maior potencial de epidemia e viruléncia
(Mackenzie et al., 2004). A linhagem Il do DENV-2 foi associada com maior
gravidade dos casos no Brasil (Faria et al. 2013).

Estudos longitudinais prospectivos de pacientes na fase aguda da
doenca revelaram uma interacao altamente dinamica entre o virus e a resposta
imune do hospedeiro demonstrando que os titulos maximos de viremia sédo
coincidentes com o aparecimento de febre e outros sintomas classicos de
dengue. Uma correlag@o positiva entre os titulos de viremia e a gravidade da
doenca também foi demonstrada sugerindo que a alta carga viral nos

pacientes teria papel num desfecho desfavoravel.
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No entanto, foi demostrado parcela significativa de pacientes com altos
niveis de viremia mas sem extravasamento de plasma. Essas observacoes
sugeriram que elevada carga viral ndo é necessariamente suficiente para o
desenvolvimento do extravasamento de plasma. No entanto, poderia atuar
como um gatilho para outras respostas que levam diretamente ao aumento da

permeabilidade vascular (Rothman et al. 2014).

1.3.3 Fatores ligados ao Hospedeiro

E notéria a diferenca, entre os continentes, quando se estuda a
gravidade da doenca (Lan and Hirayama 2011; Loke et al. 2002; Matrtina et al.
2009a). Na Asia, o risco de desenvolver doencas graves é maior em criangas
infectadas pelo DENV (<15 anos) do que em adultos. Ao contrario, nas
Américas, a populacéo adulta é mais afetada e, também entre eles, encontram-
se a maioria dos casos graves (Martina et al., 2009).

Com relacéo aos fatores genéticos, a evidéncia indireta da importancia
genética do hospedeiro foi derivada das epidemias cubanas de dengue, onde
um risco reduzido de FHD / SCD foi observado naqueles com ascendéncia
africana em comparacdo com aqueles com ascendéncia europeia. As
observacdes cubanas coincidem com a baixa susceptibilidade a FHD relatada
nas populacdes do Caribe Africano e Negro (Béck and Lundkvist 2013).

Estudos com tipagem de alelos HLA de classe | foram realizados em
populacdes etnicamente e geograficamente distintas, e as correlagdes positivas
de varios alelos HLA de classe | com susceptibilidade a FHD foram
encontradas. Uma frequéncia significativamente maior de alelos HLA classe | A
* 31 e B * 15 foram encontrados em individuos cubanos com infec¢ao
sintomatica por DENV em comparagdo com controles assintomaticos, que
apresentaram uma frequéncia elevada de alelos HLA Il DRB1 * 07 e DRB1 *
04. O DRB1 * 04 também foi o alelo mais frequente associado a resisténcia a
FHD nas populacBes mesticas mexicanas das Américas (Back and Lundkvist
2013).
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1.3.4 Papel dos Anticorpos na infeccao pelo DENV

A infeccdo primaria por um sorotipo DENV fornece imunidade vital a
esse sorotipo, mas apenas imunidade a curto prazo aos outros sorotipos. Além
disso, em contraste com uma infec¢do primaria por DENV, a infeccao por
DENV heteréloga secundaria aumenta o risco de FHD. H& dados na literatura
gue corroboram com a tese de que infeccbes secundarias por DENV séo
frequentemente relacionadas ao desenvolvimento de doenca grave. Os
anticorpos subneutralizantes das infeccfes anteriores ndo sao capazes de
remover 0 patdgeno; em vez disso, eles ajudam o virus a entrar em células
imunes e outras através de receptores Fc, em um fendmeno chamado
Facilitacdo dependente de anticorpo (ADE, sigla em inglés para Antibody-
dependent enhancement). A ADE foi sugerida como um importante
mecanismo responsavel pela imunopatologia da dengue (Back and Lundkvist
2013).

As infeccbfes secundarias também podem ser influenciadas pelo
fendbmeno de reacédo cruzada, os anticorpos anti-DENV podem reagir de forma
cruzada as proteinas do hospedeiro e as células endoteliais, o que pode
aumentar a disfuncdo endotelial observada em FHD / SCD. Existe uma boa
evidéncia de que os anticorpos contra a proteina viral de superficie (E) reagem
de forma cruzada com o plasminogénio, estando associados com
sangramento na infeccdo aguda pelo DENV, e os anticorpos anti- NS1 do
DENV reagem de forma cruzada com proteinas do hospedeiro e células
endoteliais (Back and Lundkvist 2013; Londono-Renteria et al. 2017).

1.3.5 “Pecado Antigénico Original”

Outro mecanismo bastante discutido e que poderia estar relacionado
com a patogenia da dengue é o fenbmeno conhecido como pecado antigénico
original das células T. O "pecado antigénico original" durante as infeccdes
secundarias é definido como o dominio de anticorpos reativos ou respostas de
células T a um primeiro sorotipo DENV infectante (o "antigeno original") sobre o
sorotipo infectante atual. Nas infeccbes agudas de DENV, as respostas das
células de memoria de reatividade cruzada foram associadas a gravidade.

Assim, as respostas alteradas das células T durante infec¢cbes secundarias,
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podem contribuir para a "tempestade de citocinas" e a imunopatogénese de
FHD / SCD (Zompi and Harris 2013).

1.3.6 Teoria da producdo desregulada de citocinas — “Tempestade de
citocinas”

O DENV infecta predominantemente e se replica dentro de células do
sistema mononuclear fagocitario, incluindo mondcitos, linfécitos, células de
Kupffer e macréfagos alveolares, mas o virus pode infectar os leucécitos do
sangue periférico, figado, baco, linfonodos, medula 6ssea, timo, coracéo, rins,
estbmago, pulmdes e possivelmente o cérebro, sugerindo passagem pela
barreira hematoencefélica (Martina et al. 2009a; Singhi et al. 2007).

Na reinfeccdo com um diferente sorotipo, a doenga grave esté ligada a
altos niveis de replicacéo viral reforcada por anticorpos no inicio da doenca,
seguida por uma cascata de ativacdo de células T de memoéria e uma
"tempestade” de citocinas inflamatérias e outros mediadores quimicos. Estas
citocinas podem atuar diretamente sobre células endoteliais vasculares,
resultando em extravazamento de plasma. Estudos sobre a extensdo da
ativacao de células T em criancas tailandesas com FHD / SCD indicaram que a
doenca grave esta associada a frequéncia na de ativacdo de células T
acompanhadas de apoptose macica (Pang et al. 2007).

Embora uma imagem completa e detalhada ainda nédo tenha surgido,
atualmente acredita-se que, ap0s uma ativacdo macica de células T de
memoria, uma cascata de citocinas inflamatorias ativam as células endoteliais
vasculares. Este evento € o principal responsavel pela criacdo de um efeito
endotélico de "peneiracdo" que leva a extravazamento de fluidos e
proteinas. Também foi verificado que existem concentragcdes mais elevadas de
tais citocinas, liberadas principalmente por células T, mondcitos / macréfagos e
células endoteliais, no soro de pacientes com FHD/SCD, como interferon gama
(IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNFa) e interleucinas (IL-2, IL-6, IL-1 e
IL-8). Essas descobertas foram apoiadas por estudos que analisaram amostras
de pacientes com FHD/SCD no Vietna (Pang et al. 2007) e no Brasil (Bozza et
al. 2008).

Anticorpos contra antigenos DENV podem reagir com células endoteliais

ativando-as e induzindo a secrecdo de quimiocinas e citocinas, resultando em
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lesdo tecidual e extravasamento plasmatico. Diversos fatores estéo
envolvidos: citocinas (TNFa, IL1b, IL2, IL4, IL6, IL7, IL8, IL10, IL13, IL18, TGF(
e IFN-y), 6xido nitrico (Nitric Oxide-NO), VE-caderina, VEGF (Vascular
Endothelia Growth Factor-VEGF), proteases triptase e quimase. Além disso, a
leséo irreversivel do endotélio parece ser mediada por indugéo de apoptose de
endotélio, cérebro, figado, intestino e pulméo, de casos fatais de FHD/SCD
(Chakravarti and Kumaria 2006; Couvelard et al. 1999; Dewi et al. 2008; Dewi
et al. 2004; Furuta et al. 2012; Limonta et al. 2007; Mustafa et al. 2001,
Noisakran et al. 2009).

Estudos realizados em pacientes com dengue observaram que niveis
plasmaticos de IL-1B, IL-8, TNF-a e CCL2/MCP-1 (proteina quimiotatica de
mondcitos 1, ligante do CCR2) estavam associados a plaquetopenia (Bozza et
al. 2008). Niveis elevados de CCL2/MCP-1, que atrai mondcitos e esta
fortemente envolvido na reducédo das juncdes oclusivas de células endoteliais
vasculares, foram observados em pacientes com dengue grave (Lee et al.
2006). Chau e colaboradores mostraram que pacientes com choque
apresentam niveis plasméticos das quimiocinas CXCL10/IP-10 (proteina 10
induzida por interferon), CCL2/MCP-1 e CXCL9/MIG (monocina induzida por
interferon gama) mais elevados do que os pacientes sem choque, com a
excec¢do dos niveis de CCL5/RANTES (Chau et al. 2008). (Figura 5).

FHD > normal IL-18 FHD > FD > normal
FHD > FD = ODF > normal

FHD =FD > normal IFN-y FHD > FD > ODF = normal

FHD > normal CCL2/MCP-1  FHD > FD > ODF = normal

FHD = FD > normal CCL5/RANTES FHD = FD < normal
FHD > FD > normal

FHD > FD sTNFR2 FHD > FD > normal

FHD < FD sIL-2R FHD > FD > normal

Figura 5 Niveis de citocinas/quimiocinas e receptores sollveis em pacientes com Dengue, nas
diferentes formas clinicas.

Febre do Hemorragica Dengue (FHD), Febre do Dengue (FD), pacientes
com Outras Doencas Febris (ODF) e controles saudaveis (normal). Figura
adaptada de Mathew e colaboradores, 2008 (Mathew and Rothman 2008).
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As dosagens de citocinas em amostras séricas e/ou plamaticas em
pacientes infectados com DENV mostraram padroes caracteristicos de
respostas durante o curso da infeccdo (Figura 6). As citocinas que foram
induzidas durante a fase febril foram IFN-alfa, refletindo a ativagéo do sistema
imune inato (Libraty et al. 2002). Num modelo de primatas ndo humanos, as
células dendriticas plasmocitéides circulantes, que sdo potentes produtoras
de IFN a, aumentaram em numero logo apods a inoculagdo viral e persistiram
aumentadas durante a fase virémica (Pichyangkul et al. 2003). Recentemente,
foi observada maior frequéncia de células dendriticas plasmocitoides
circulantes nos pacientes com FD e altos niveis circulantes de IFN-alfa
(Gandini et al. 2013; Torrentes-Carvalho et al. 2009).

Entre as citocinas, o fator inibidor da migracdo de macrofagos (MIF)
foi destacado como um fator no choque e infecgédo séptica. O bloqueio do MIF
aumentou a taxa de sobrevivéncia em um modelo de sepse. Recentemente,
um nivel elevado de MIF também foi observado durante infec¢cées com virus
da dengue. O MIF pode ser segregado por uma grande variedade de células,
incluindo macrofagos, hepatdcitos e células endoteliais, apos a estimulacao.
Os niveis de MIF estdo positivamente correlacionados com gravidade na
infeccao pelo DENV (Chen et al. 2015; Costa et al. 2013)..

— Fasefebril —] Defervescéncia — Convalescéncia
— Imunidade Inata —{I—— Imunidade Adaptativa —|

— Temperatura
— Viremia

~ |[FN-ct
— |FN-y
— IL-10
— VEGF

Ly

Dias de febre

Figura 6 Modelo de secrecéo de citocinas durante a Dengue
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Temperatura e parametros imunoldgicos durante o curso da infeccao pelo
DENV. Dias de febre: -5 a -1, indicam o periodo da febre, dia 0 indica o
inicio da defervescéncia e +1 a +4 sdo os dias ap06s a defervescéncia.
Sintomas graves da doenca, como extravasamento plasmatico, ocorrem
normalmente no periodo da defervescéncia apds o controle da viremia.
Figura adaptada de Srikiatkhachorn e Green, 2010 (Srikiatkhachorn and
Green 2010).

1.3.7 Mimetismo Molecular

Além do efeito da carga viral e dos diferentes genétipos e sorotipos
virais, as respostas imunes anormais do hospedeiro apos a infec¢cdo também
podem explicar a progresséo da FHD / SCD. Os anticorpos dirigidos contra a
proteina ndo estrutural NS1 mostraram reatividade cruzada com plaquetas
humanas e células endoteliais, que levaram ao dano nas plaguetas e
endoteliais e a ativacdo inflamatoria. Na verdade, a autoimunidade viral esta
envolvida na patogénese de numerosas infec¢gbes virais, como virus da
imunodeficiéncia humana, virus da hepatite C humana, citomegalovirus
humano, virus herpes simplex, virus Epstein-Barr e DENV (Lin et al. 2006).

A proteina NS1, que é secretada no inicio da infeccdo por DENV, pode
se ligar ao sulfato de heparano na superficie de uma grande variedade de
células, incluindo células epiteliais, fibroblastos, hepatécitos e algumas células
endoteliais. A ligacdo de NS1 a superficie das células endoteliais pode induzir a
ativacdo do complemento, o que pode contribuir para a patogénese do
extravasamento vascular que ocorre em pacientes com FHD / DSS. A ligagao
de anticorpos anti-NS1 a NS1 ancorada na membrana também pode induzir
transducao de sinal, levando a fosforilacdo de proteina tirosina que pode afetar
a replicacdo DENV dentro de células infectadas.

Por outro lado, a proteina NS1 interage com as proteinas C4 e C4B do
sistema complemento podendo levar a degradacdo de C4 que por sua vez
pode proteger o DENV da lise dependente de complemento. Portanto, NS1 &
um fator viral que pode aumentar a replicacdo do DENV e a evasao da
resposta imune (Lin et al. 2006).

Estudos em camundongos e em pacientes com DENV mostraram que
0s autoanticorpos podem reagir de forma cruzada com as plaquetas. Estes

anticorpos anti-plaquetas podem representar outro mecanismo possivel pelo
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gual o consumo de plaguetas € aumentado durante a infeccéo por DENV. Além
disso, outros estudos relataram que os anticorpos anti-NS1 podem reagir de
forma cruzada com diferentes moléculas e células relacionadas a coagulacgéo,
como plasminogénio humano, trombina, plaquetas e células endoteliais e que
na fase critica da DG os niveis de autoanticorpos antiplaquetarios e os
autoanticorpos anticélulas endoteliais sdo mais elevados do que na dengue
sem sinais de alarme, coincidindo com aumento da permeabilidade vascular e
a plaguetopenia (Figura 7). A IgM presente no soro de pacientes com DG
mostrou maior reatividade cruzada com plaquetas e células endoteliais do que
a IgG. Os anticorpos anti-NS1 sdo os principais responsaveis pela reatividade
cruzada (Chuang et al. 2014). (Figura 7)

Febre Fase Critica Fase de Recuperacdo
n - IgG
Viremia -
NS1 imtﬁunocomplex
Plaquetas
7.
o sy .\
an® - o
) s
% - " Permeabilidade vascular
igM

I . B B B m NS

L L L 11 1 L P L »p 1L y, |
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 14 52
Dias ap6s o inicio

Figura 7 Viremia, resposta antigéno-anticorpo contra a proteina NS1 durante a infecgcdo DENV.
Demonstracdo esquematica da relagdo entre o extrazamento vascular,
trombocitopenia, a cinética da viremia, a deteccdo NS1 e de anticorpos
anti-DENV nos soros de pacientes com dengue durante a fase febril, fase
critica e fases de recuperacdo da doenca. Fonte: Figura adaptada de
Chuang e colaboradores, 2013 (Chuang et al. 2013).

1.4 MIOCARDITE

1.4.1 Coracéao e Miocérdio
O coracdo é uma bomba muito eficiente que possibilita o suprimento

constante de nutrientes aos tecidos e a excrecao de produtos residuais. A
21


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3704815/#B63
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3704815/#B63
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3704815/#B63

doenca cardiovascular € a principal causa de morte no mundo, sendo sua
maioria em paises em desenvolvimento. Seu peso varia de acordo com a
altura e peso corporal; nas mulheres o peso médio (250 a 300g) é menor do
que nos homens (300 a 3509g), sendo que o aumento do tamanho e peso
cardiacos acompanham muitas formas de patologias (Abbas, A.K., Fausto, N,
Kumar 2008).

Responsavel pela funcdo de bombeamento do coracdo, o musculo
cardiaco, miocardio, é composto principalmente de wuma colecdo
especializada de células chamadas de cardiomidcitos, midcitos atriais e
ventriculares (Abbas, A.K., Fausto, N, Kumar 2008). Essas células sé&o
alongadas e ramificadas, com estriagdes transversais e um ou dois nucleos
localizados centralmente. Cada célula mede aproximadamente 15um de
diametro por 85 a 100 pm de comprimento, circundadas por uma delicada
bainha de tecido conjuntivo, que contém abundante rede de capilares
sanguineos, que se prendem por meio de junc¢des intercelulares complexas.
Uma caracteristica exclusiva do musculo cardiaco séo as linhas transversais
fortemente coraveis que aparecem em intervalos irregulares ao longo da
célula sédo os discos intercalares, sdo complexos juncionais, com aspecto de
escada, encontrados na interface de células musculares adjacentes (Figura 8)
(Junqueira, L. C.; Carneiro 2013).
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Figura 8 Tecido muscular cardiaco, mostrando miécitos normais (HE 400x) Fonte: o préprio autor.
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Para que as células musculares cardiacas ndo se separem durante a
atividade contratil, elas sdo unidas por desmossomos. Do ponto de vista
funcional, a passagem de ions permite que cadeias de células musculares
cardiacas se comportem como se fossem um sincicio, pois o sinal para a
contracdo passa como uma onda de uma célula para a outra. Seu citoplasma
€ rico em proteinas contrateis, além de conter numerosas mitocondrias, estas
ocupam aproximadamente 40% do volume citoplasmatico. O mausculo
cardiaco é capaz de armazenar acidos graxos sob a forma de triglicerideos
em goticulas lipidicas no citoplasma dos midcitos. Ha pequena quantidade de
glicogénio, que fornece glicose quando ha necessidade. Os miocitos podem
apresentar granulos de lipofuscina, localizados principalmente proximo as
extremidades dos nucleos celulares. A lipofuscina é um pigmento de desgaste
gue aparece nas células que ndo se multiplicam e tem vida longa, como é o

midcito (Junqueira, L. C.; Carneiro 2013).

1.4.2 Definicdo e Classificacdes de Miocardite

Sob a designacdo de miocardite estd um grupo diverso de patologias,
infecciosas e/ou inflamatérias que provocam lesdo do miocéardio; o que as
distinguem principalmente da inflamac&o miocardica secundaria a fenbmeno
isquémicos (Abbas, A.K., Fausto, N, Kumar 2008).

O termo é geralmente utilizado somente para inflamacdo difusa do
miocardio que resulta em sintomas, apesar de miocardite focal também ser
descrita (Abbas, A.K., Fausto, N, Kumar 2008). Miocardite pode ser idiopética,
causada por uma infec¢do especifica, ou resultar de um distlrbio autoimune,
ou ainda a combinacdo de mais de uma causa. Atualmente tem se utilizado
também o termo cardiomiopatia inflamatdria referindo-se a miocardite (Caforio
et al. 2013)

Clinicamente a miocardite pode ser aguda (autolimitada), cronica ou em
atividade persistente e fulminante. Na etiologia da miocardite aguda podemos
ter uma vasta lista de virus, bactérias, fungos, além de doencas do colageno,
vasculite, drogas e toxinas, no entanto, mais de 50% dos casos € idiopatica, a
miocardite aguda pode ser autolimitada, sem faléncia cardiaca, ou pode ter

sinais de dano cardiaco e ainda evoluir para a miocardite fulminante (Caforio et
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al. 2013). A miocardite fulminante é aquela de instalacdo rapida e caso néo
seja instituido um tratamento anti-inflamatorio agressivo, causara faléncia
cardiaca grave. Em geral é causada por infeccbes virais ou doencas
autoimunes. Durante a fase ativa da miocardite, o coragéo pode parecer normal
ou dilatado, podendo haver algum grau de hipertrofia a depender da duracéo
da doenca; se o paciente sobreviver a fase aguda, as lesdes inflamatérias
podem regredir sem ou com lesédo residual (Abbas, A.K., Fausto, N, Kumar
2008). H4 ainda uma outra forma clinica de miocardite caracterizada pelo
desenvolvimento de fibrose e formacao de células gigantes, inflamacao cronica
e necrose persistentes (Abbas, A.K., Fausto, N, Kumar 2008).

Quanto a etiologia a miocardite pode ser classificada como causada por
agentes infecciosos, ou como miocardite imuno-mediada, como a que ocorre
em doencas sistémicas, ou ainda miocardite toxica, em geral secundaria a
drogas, as principais causas estdo resumidas na tabela 1 (Caforio et al. 2013).
Contudo, mesmo sendo de causa infecciosa, a doenca em curso podera ser
diretamente devido a presenca do agente infeccioso no coracdo e/ou devido ao
ataque imunopético (Rose 2016).
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Tabela 1 Principais causas de Miocardite / Cardiomiopatia Inflamatoéria

Miocardite infecciosa

Bactéria

Staphylococcus, Streptococcus, Pneumococcus, Meningococcus, Gonococcus,
Salmonella, Corynebacterium diphtheriae, Haemophilus influenzae,
Mycobacterium (tuberculosis), Mycoplasma pneumoniae, Brucella

Espiroqueta

Borrelia (Doenga de Lyme), Leptospira (Doenga de Weil)

Fungo

Aspergillus, Actinomyces, Blastomyces, Candida, Coccidioides, Cryptococcus,
Histoplasma, Mucormycoses, Nocardia, Sporothrix

Protozoario

Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, Entamoeba, Leishmania

Parasito Trichinella spiralis, Echinococcus granulosus, Taenia solium

Ricketicia Coxiella burnetii (Q fever), R. rickettsii (Rocky Mountain spotted fever), R.
tsutsugamuschi

Virus Virus RNA: Coxsackievirus A e B, echovirus, polivirus, virus da influenza A e B vi,

virus sincicial respiratério, virus da caxumba, virus do sarampo, virus da rubéola
virus da hepatites C, virus da dengue, virus da febre amarela, virus da
Chikungunya, virus Junin, virus da febre de Lassa, virus da raiva, virus da
imunodeficiéncia humana -1

virus DNA: adenovirus, parvovirus B19, citomegalovirus, herpes virus-6 humano,
virus Epstein-Barr, herpes simples virus, virus varicela-zoster, virus da variola e
virus vaccinia

Miocardite imunomediada

Alérgenos

vacinaToxoide tetanico, doenca do soro

Drogas: penicilina, cefaclor, colchicina, furosemida, isoniazida, lidocaina,
tetraciclina, sulfonamidas, fenitoina, fenilbutazona, Metildopa, diuréticos tiazidicos,
amitriptilina

Aloantigenos

Rejeicéo a transplante cardiaco

Autoantigenos

Associado a distdrbios autoimunes ou imuno-mediados: lGpus eritematosos
sistémicos, artrite reumatéide, Sindrome de Churg-Strauss, doenga de Kawasaki,
doenga inflamatéria intestinal, esclerodermia, polimiosite, miastenia gravis,
diabetes Mellitus insulino-dependente, tireotoxicose, sarcoidose, granulomatose
de Wegener, doenga cardiaca reumatica (febre reumatica).

Miocardite toxica

Drogas

Anfetaminas, antraciclinas, cocaina, ciclofosfamida, etanol, fluorouracilo, litio,
catecolaminas, hemetina, interleucina-2, Trastuzumab, clozapina

Metais pesados

Cobre, ferro, chumbo (raro, mais comumente causam a acumulagéo
intramiocitéria)

Miscelania

Picadas de escorpido, picadas de cobras e aranhas, picadas de abelhas e vespas,
monoxido de carbono, inalantes, fésforo, arsénio,

Agentes fisicos

Radiacéo e choque elétrico

Miocardite Periparto

Idiopatica, pode ter uma etiologia infecciosa ou autoimune

Fonte: figura adaptada de Caforio et al., 2013 (Caforio et al. 2013)

Podemos ainda classificar a miocardite pelos achados histopatol6gicos,
como miocardite linfocitica, sendo esse o padrdo mais comumente encontrado.
Nele ha um predominio do infiltrado inflamatério de linfocitos e histiécitos,
podendo haver polimorfonucleares de permeio, acompanhado de necrose de
miocitos; em geral esta relacionada com as viroses e disturbios autoimunes
(Burke and Tavora 2011). Outro padrdo € a miocardite por hipersensibilidade,
onde tipicamente encontramos infiltrado eosinofilico, ocasionalmente
acompanhado de necrose, ocorre como resposta alérgica a medicamentos

(Burke and Tavora 2011; Burke et al. 1991). Podemos ter ainda a miocardite
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toxica onde encontramos necrose em banda de contracdo, vasculite, edema
intracelular e infiltrado inflamatdério misto, com predominio de neutrofilos,
linfocitos B e macréfagos (Burke and Tavora 2011). Temos ainda a miocardite de
células gigantes e a sarcoidose cardiaca, elas compartiiham os achados de
inflamacado granulomatosa, mas com diferencas nas apresentacdes clinicas e no
curso da doenca (Burke and Tavora 2011). A primeira € caracterizada por ser
um processo inflamatério agressivo contra 0 midécito, enquanto a sarcoidose
cardiaca representa um envolvimento cardiaco de uma doenga primariamente
sistémica, que ndo tem o musculo cardiaco como seu principal alvo de
destruicdo (Burke and Tavora 2011).

Para o diagnostico de miocardite em 1986 foram propostos os critérios de
Dallas que forneceram categorizacdo histopatologica pela qual a miocardite
poderia ser estabelecida. Pelos critérios de Dallas, miocardite requer infiltrado
inflamatério associado a necrose ndo isquémica de midcito, ou associado a
degeneracéo celular representada por vauolizacdo ou ruptura de miécitos. A
miocardite borderline requer um infiltrado inflamatério discreto e nenhuma
evidéncia microscopica de necrose de miocitos. Esses critérios foram utilizados
preferencialmente por patologistas americanos por cerca de dez anos. No
entanto, a falta de padronizacdo da amostragem, a variacdo na interpretacao
mesmo entre 0s especialistas, a discordancia entre os achados morfolégicos
guando relacionados a outros marcadores de infec¢éo viral e de ativagao imune
no coracgao, sugeriram que os critérios de Dallas isoladamente ndo eram mais
suficientes para contemplar o diagndstico de miocardite(Baughman 2006). Por
esses motivos em 1995 foi entdo proposta pela WHO/ISFC (Richardson et al.
1996) uma nova classificacdo que utiliza critérios imunolégicos e imuno-
histoquimicos para o diagnéstico de miocardite que incluem a presenca no
tecido cardiaco de mais de 14 leucécitos/mm?, incluindo 7 linfécitos T/mm? e até

4 mondcitos/mm? (Basso et al. 2013; Caforio et al. 2015; Caforio et al. 2013).

1.4.3 Patogénese da Miocardite na Dengue
Os mecanismos patogénicos subjacentes a insuficiéncia miocardica
ainda precisam ser elucidados, mas a maioria dos pacientes nao tem evidéncia

de doenca miocardica, a invaséo viral direta de cardiomiocitos é improvavel.
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Outros mecanismos postulados incluem edema do miocardio por
extravasamento capilar local, presenca de um fator inotrépico negativo circulante
do miocéardico (por exemplo, um ou mais mediadores pro-inflamatoérios),
hipoperfus@o coronaria, pela vasodilatagédo, alteracdo da homeostase do célcio,
ou uma combinacao desses fatores. Em contraste, na miocardite fulminante da
dengue, existem evidéncias de necrose de midcitos com aumento substanciais
nos niveis de biomarcadores cardiacos, alteracdes no segmento ST simulando o
achado do eletrocardiograma (ECG) de infarto agudo do miocéardio, sintomas
cardiacos especificos, e sinais claros de comprometimento funcional (Lee et al.
2009; Miranda et al. 2013a). Tal como a Miocardite fulminante de outras
etiologias, a miocardite fulminante da dengue esta associada a alta mortalidade
(Kirawittaya et al. 2015; Ku and Yu 2016; Lee et al. 2010; Lin et al. 2015; P6voa
et al. 2014). Atualmente, a partir de dados disponiveis na literatura ndo €
conhecido se graus leves de comprometimento do miocardio observados em
muitos pacientes com dengue sao o resultado miocardite subclinica com casos
fulminantes representando o pior desfecho deste espectro, ou se existem
entidades patoldgicas distintas. Varios graus de lesdo miocardica ocorrem em

resposta a uma série de mecanismos ja mencionados como mostra a figura 9.

4 DENV 1 . Potencial infecclo do er 5=
/ al miocérdio @ meocardde intracelutar do céicio
{ ' | '
\ Macréfago o« Medkadores 1N~
\ infectado V8s03tvos . \ Anormalidades elétricas
s Miocardica £ |- « Bradiarmtmeas
Beaccll | JE ICIocner SN - \ | * Ateragdes do segmento ST
atvados pronflamatonas N Anormalidades emonda T
| '
\ '
Edema intersticial Altoracio na microcrculacio
LSt SOt d —
- = > ~ meOCardsco coronanana
N1l . |care e e :
Extravazamento vascular ‘
Distung 3o encoletal » Diminuicio do volume intravascular e redug3o da pré-carga

Figura 9 Possiveis mecanismos imunolégicos e virais envolvidos nas manifestagc8es cardiacas e
vasculares da dengue.Fonte: figura adaptada de Yaccoub e colaboradores, 2014 (Yacoub et al.
2014)
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De acordo com o0s mecanismos propostos: o DENV é fagocitado por
macrofagos com a ativacéo de células T resultante e liberacdo de substancias
vasoativas e pro-inflamatérias, citocinas responsaveis pelo extravasamento
capilar e possivelmente também pelo comprometimento do miocéardio. A
interacdo entre o0 NS1 e a camada de glicocdlice do endotélio vascular
potencializa o aumento da permeabilidade capilar (Yacoub et al. 2014). O
plasma presente no intersticio resultante desse extravasamento, pode contribuir
para a disfuncdo cardiaca, levando a diminuicdo da pré-carga, alteracdo da
microcirculacdo corondria e edema intersticial miocéardico. A alteracdo da
homeostase do calcio intracelular também foi demonstrada nos pacientes
infectados (Yacoub et al. 2014).

A miocardite na dengue vem ganhando importancia de forma expressiva
pelo aumento das epidemias e o0 aparecimento da miocardite em formas graves
da doenca, mas ha poucos trabalhos publicados (Bich et al. 2015; Byard 2016;
Li et al. 2016; Yacoub et al. 2014). A prevaléncia dessa manifestacdo em
pacientes com dengue ainda € incerta, com grande variacdo entre 0S poucos
trabalhos publicados; em Belgaum, na india, revelou uma prevaléncia de 37,5%
em casos graves de dengue hospitalizados, por outro lado, na Tailandia,
pesquisadores falam que a miocardite se trata de manifestacdo rara (Arora and
Patil 2016; Wiwanitkit 2006).

Ainda ndo estad estabelecido se a susceptibilidade a miocardite esta
relacionada a algum sorotipo especifico (Li et al. 2016). Pouco se conhece
sobre as alteracfes histopatologicas e imuno-histoquimicas da miocardite em
pacientes humanos com confirmacdo sorolégica ou molecular da dengue
(Shivanthan et al. 2015; Torres et al. 2013). A grande expressao dos resultados
das pesquisas deu-se sem comprovacao por biépsia endomiocardica, padrao-
ouro para o diagnéstico (Kindermann et al. 2012).

Os trabalhos apontam para uma associacdo da miocardite com casos
graves da doenca, o que ainda ndo esta bem esclarecido. Contudo, o
aprimoramento desses conhecimentos se apresenta como prioritario, pois
podem indicar estratégias mais eficientes para o controle das elevadas taxas
de mortalidade que encontramos em nosso pais, incluindo mais adequada

propedéutica e manejo dos paciente (Weerakoon et al. 2011).
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Do ano de 1877, data do primeiro trabalho publicado sobre dengue no
banco de dados da Biblioteca Nacional de Medicina dos EUA (PUBMED), até
01 de junho de 2017, encontramos 17.401 publicagbes usando o descritor
“‘dengue” e 18.003, quando o descritor foi “myocarditis” e, desses todos,
apenas 76 tinham algo sobre miocardite e dengue. Com o descritor dengue no
titulo, apenas 68 apresentavam alguma citacdo da miocardite. Trabalhos que
falam especificamente sobre a miocardite na dengue, onde os dois descritores
se encontram no titulo do trabalho, a busca no PUBMED sO revelou 34
trabalhos.

Dos trabalhos que citam a dengue e o descritor autépsia (“autopsy”), s6
encontramos 59 trabalhos publicados. Quando o descritor dengue vai para o
titulo, cai para 49 e se for algo mais especifico, com os dois descritores
(“dengue” e “myocarditis”) no titulo, encontramos apenas 2 (0 mesmo com 0

termo “necropsy”).

1.5 JUSTIFICATIVA

A incidéncia global de dengue cresceu drasticamente nas Ultimas
décadas, no entanto o0 aumento no numero de casos de dengue grave, que
deveria ser uma minoria (5% ou menos), dentro de um universo de 40 milhdes
de casos sintoméaticos, torna-se bastante preocupante (Castro et al. 2017;
Shepard et al. 2016). No Brasil, por exemplo, entre 2000 e 2015, o numero de
casos aumentou 232,7% e a mortalidade, teve uma elevacdo de 639,0%
(Aradjo et al. 2017). Além disso, a dengue epidémica, que ocorre ciclicamente
a cada 3 a 5 anos, pode levar ao aumento da magnitude dos casos graves
(Shepard et al. 2011). Com esse aumento dos casos, espera-se que mais
manifestacbes inespecificas ou incomuns levem & morte; dentre elas a
miocardite (Bich et al. 2015; Byard 2016).

Nos Ultimos cinquenta anos, apesar das intensivas e extensas
investigacdes, a patogénese da dengue ainda nao € claramente compreendida
e, s recentemente, as pesquisas vém dando mais énfase ao estudo do papel
dos eventos intracelulares na patogénese da infeccdo (Jain et al. 2014).

Especificamente em relacdo a miocardite, os estudos ainda sdo controversos a
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respeito da sua prevaléncia entre os pacientes com dengue e estudos clinicos
com pacientes graves sugerem que essa complicacdo ndo € rara (Li et al.
2016; Yacoub et al. 2014) Por outro lado, outros estudos enfatizam que a
miocardite se trate de uma manifestacao rara (Arora and Patil 2016; Wiwanitkit
2006). Fatores genéticos entre as populacfes sdo associados com casos
graves e devem ser também considerados na miocardite, 0 que exigiria uma
abordagem regional (Back and Lundkvist 2013; Martina et al. 2009a; Martina et
al. 2009b). Também nédo esta estabelecido se a susceptibilidade a miocardite
esta relacionada a algum sorotipo especifico (Li et al. 2016). Pouco se conhece
sobre as manifestacdes cardiacas na dengue, principalmente sobre a sua
patogénese, bem como ha apenas poucos relatos de caso sobre as alteracdes
histopatolégicas e imuno-histoquimicas em pacientes humanos com
confirmacéo sorolégica ou molecular da dengue (Povoa et al. 2014; Shivanthan
et al. 2015; Torres et al. 2013).

Embora milhares de pacientes infectados pelo DENV tenham sido
notificados nos ultimos 60 anos, apenas uma pequena parcela dos casos fatais
fora submetidos a autopsia (Martina et al. 2009a). No Sudeste Asiético e nas
Américas, por exemplo, a pesquisa histopatolégica nos obitos por DHF/DSS é
dificil de ser realizada, principalmente em locais onde ndo ha tecnologia de
laborat6rio apropriada ou quando a autopsia ndo € aceita, devido a praticas
culturais e religiosas (Martina et al. 2009a).

Sabe-se que o padrdo ouro para o diagnoéstico de miocardite atualmente
€ 0 estudo histopatologico e imuno-histoquimico, mas na sua maioria, as
pesquisas tém se limitado a descricdo de alteracdes clinicas compativeis com
miocardite, sem a comprovacgao por bidpsia endomiocardica (Kindermann et al.
2012). O desconhecimento da frequéncia da miocardite na dengue, podem
levar a omissdes gravissimas na adequada propedéutica clinica. A taxa de
mortalidade de pacientes com dengue grave nao tratada ou inadequadamente
tratada € altissima, superior a 20%, o que imp&e melhor conhecimento da
miocardite na dengue grave (Aslam et al. 2016; Byard 2016; Li et al. 2016).

Em 2011, o Ministério da Saude do Brasil, colocou entre as
necessidades nacionais as pesquisas nessa area. Esta bem claro na Agenda

Nacional de Prioridades de Pesquisa em Saude que o pais precisa aumentar a
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producdo de conhecimento nos estudos das manifestacbes ndo usuais da
dengue nos seus diferentes aspectos: frequéncia, gravidade, fatores de risco
(Brasil 2011). Também aponta a necessidade de avango nos estudos da
fisiopatogenia das condi¢gOes graves dessa doencga.

Assim, este trabalho se apresenta exatamente dentro das prioridades
nacionais, contribuindo para a demonstracdo das alteracdes histopatologicas
no miocéardio em casos fatais, comprovadamente infectados pelo DENV, o que
podera trazer mais subsidios para o entendimento da fisiopatologia da
miocardite em pacientes graves. Também ajudara, através de novos
conhecimentos epidemiolégicos e patogénicos, na elaboracdo de protocolos
mais adequados, 0 que colaborara para a eficiéncia e impacto das acdes que
sdo desenvolvidas a nivel nacional e regional pelo Programa Nacional de

Controle de Dengue.
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2 OBJETIVOS

2.1

2.2

Objetivo Geral

e Avaliar a frequéncia da miocardite nos 117 casos fatais de dengue
necropsiados no Servico de Verificagdo de Obitos através das

alteracOes histopatologicas, imunoldgicas e inflamatérias.

Objetivos Especificos

Descrever as caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais de

casos fatais de dengue nos anos de 2011 a 2013.

Identificar e quantificar as alteracGes histopatoldégicas no miocardio,
incluindo edema, infiltrado inflamatorio, necrose, fibrose e hemorragia,
em pacientes com dengue necropsiados.

Quantificar linfocitos T CD4+ e CD8+ e macrofagos presentes no
infiltrado inflamatério no miocérdio.

Relacionar a presenca de linfécitos T CD4+ e CD8+ e macrofagos
CD68+ entre 0s grupos com e sem miocardite.

Avaliar possivel correlagdo da miocardite com a presenca das
alteracdes histopatoldgicas, incluindo edema, infiltrado inflamatério,
necrose, fibrose e hemorragia, em pacientes com dengue necropsiados;
Identificar a frequéncia e a intensidade da expressdo do marcador
endotelial CD31 no tecido miocardico dos casos estudados,
correlacionando-a com os grupos com e sem miocardite.

Descrever a frequéncia e a intensidade de apoptose nos midcitos,
correlacionando-a com os grupos com e sem miocardite.

Detectar e avaliar a expressédo de antigenos virais das proteinas NS1 e

NS3 no tecido cardiaco dos casos estudados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Desenho e periodo do estudo

Foi realizado um estudo do tipo série de casos retrospectivo, de
pacientes necropsiados no Servico de Verificagdo de Obitos Dr Rocha Furtado
(SVO-Ce) no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2013.

3.2 Populagéo e amostra do estudo

A populacdo de estudo foram casos suspeitos de dengue que deram
entrada no SVO-Ce no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2013.
Os critérios de inclusédo da a amostra estudada:

e Paciente ter tido diagnéstico confirmado de dengue por um dos
seguintes métodos; sorologia (ELISA), pesquisa do antigeno NS-1
e/ou isolamento viral no liquor (post-mortem), imuno-histoquimica
para deteccdo do DENV no figado ou por PCR nos tecidos a

fresco.
e Paciente que foi submetido a necropsia.

e Paciente que mantinha no acervo de blocos de parafina do SVO-

Ce, amostra de tecido cardiaco.

Os critérios de exclusao foram:
e Impossibilidade técnica de classificagdo imuno-histoquimica da
miocardite, por desprendimento das microsecc¢des das laminas de TMA

do caso em um dos imunomarcadores (CD4, CD8 ou CD68)

e Casos nao confirmados por nenhuma das técnicas de diagnosticas

utilizadas para dengue.

Amostra do estudo:
Entraram no critério de inclusdo 117 pacientes necropsiados. Foram

excluidos 4 casos por impossibilidade técnica de classificacdo imuno-
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histoquimica de miocardite. Esta amostra representa 95% dos 123 6bitos por
dengue identificados no SVO que tiveram diagndstico confirmado, e que foram
notificados ao Nucleo de Vigilancia Epidemiolégica do Estado do Ceara.

Os critérios utilizados para o diagndéstico de miocardite foram os critérios
histologicos de Dallas, que se constitui como o infiltrado inflamatério no
miocardio associado a degeneracdo e necrose nao isquémica de
cardiomidcitos (Aretz 1987; Aretz et al. 1987) e os critérios imuno-histoquimicos
da WHO/ISFC, que consideram a presenca no tecido cardiaco =214
leucécitos/mm?, incluindo 7 linfécitos T/mm? e/ou até 4 mondcitos/mm? (Caforio
et al. 2013).

3.3 Coleta de amostras de tecido, sangue e liquor.

O material foi coletado durante o exame de necropsia, apds pesagem e
analise macroscopica do coracéo, sendo extraido com bisturi trés fragmentos
com volume de aproximadamente 1,0 X 1,0 X 0,5 cm, do ventriculo esquerdo.
Dois dos fragmentos foram fixados em formalina a 10% e o outro foi mantido a
fresco. Estes procedimentos foram realizados no SVO em Fortaleza. Um dos
fragmentos fixados foi enviado ao Instituto Evandro Chagas (IEC-Belém —
Pard) para pesquisa imuno-histoquimica de DENV. O segundo fragmento
fixado em formalina permaneceu no SVO para andlise histopatologica. O
fragmento mantido a fresco foi enviado para o Laboratério Central de Saude
Publica (LACEN — Ceard) 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 deteccao de anticorpos contra DENV. Foram coletados ainda 10
ml de liquor antes da extracdo do encéfalo, para pesquisa dos antigenos NS-1
e isolamento viral no LACEN- CE. (Figura 10)
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Figura 10 Desenho esquemético da sequéncia da obtencao das amostras e confirmagéo
diagnostica. Adaptado de Braga, 2014.

A coleta das amostras obedeceu ao protocolo de autorizacdo de autdpsia
do Ministério da Saude, onde recomenda-se que o procedimento ocorra em

intervalo de até doze horas post mortem.

3.4 Confirmacéo do diagndstico de dengue

Conforme o protocolo do Ministério da Saude, adotado pela Secretaria de
Saude do Estado do Ceard, o diagnéstico de dengue foi realizado pelo LACEN-
Ce e pelo IEC-Pa.

As amostras foram encaminhadas ao (LACEN-CE) em até duas horas
apos a coleta, para realizacao dos testes diagndsticos.

As amostras de sangue, soro e liquor e os fragmentos de tecido a fresco
foram congelados a -80°C até o momento de uso. Os fragmentos foram
macerados em 1,5mL de Leibovitz-15 médio (Sigma), pH 7,0-7,4 e 3% de
penicilina de sodio / sulfato de estreptomicina. A suspenséo foi centrifugada
(10.000rpm a 4°C, durante 15 minutos). O sobrenadante obtido foi transferido
para um criotubo esterilizado e armazenado a -80°C até ser utilizado no RT-
PCR.
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3.4.1 Captura de anticorpos da classe IgM anti-DENV no sangue pela
técnica ELISA

Os anticorpos IgM foram detectados pela técnica imunoenzimatica de
captura de IgM, utilizando-se o kit ELISA-IgM anti-dengue ® (PanBio, Pty., Ltd.,
Brisbane, Australia).

Em placa de 96 pocos ja sensibilizada com anti-lgM humana, foram
adicionados 100uL da amostra diluida em diluente da amostra (10uL de soro
em 1000uL do diluente da amostra diluido) e mesma diluicdo é aplicada para
os controles e calibradores. Foi aplicado 100uL controles negativo, positivo e
para os calibradores em seus respectivos poc¢os. Logo em seguida, a placa foi
incubada durante uma hora a 37°C.

Apés a incubacdo, a placa foi lavada seis vezes com Tampao de
Lavagem, logo em seguida foi adicionado 100uL do complexo antigeno-
anticorpo monoclonal M conjugado (antigeno-MAb) em cada poco e incubado a
37°C durante uma hora. Foi adicionado, com uso de pipeta, 100uL do substrato
TMB, em cada poco, incubado durante dez minutos a temperatura ambiente,
onde formara uma coloracdo azul. Apos esse tempo, foi adicionado 100uL da
Solucéo para Interrupcdo da enzima, mudando de cor azul para amarelo. Apos
30 minutos, foi realizada a leitura visual e em espectrofotdmetro, utilizando
comprimento de onda de 450 nm (Multiskan MCC, Thermo Electron
Corporation) e titulos de IgM anti-DENV foram determinados, de acordo com o

fabricante.

3.4.21solamento viral a partir de amostras de sangue, soro, liquor e dos
tecidos a fresco, com o objetivo identificar o sorotipo.

A inoculagcéo de soros de paciente na fase aguda e de macerado de
tecidos a fresco infectados em cultura de células de mosquito Ae. albopictus
clone C6/36 foi utilizado como método para o isolamento viral descrito por
Igarashi (1978).

As células foram cultivadas em tubos de 1,5 x 16 cm contendo 2,0 ml de
meio L-15 (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA), com 10% de soro fetal
bovino (SFB) (Sigma Chemical Company, St. Louis, EUA). Apos a formacédo de
monocamada, o meio foi substituido por igual volume de meio L-15 contendo
2% de SFB. Os soros diluidos 1/10 em meio L-15 foram inoculados em

36



aliquotas de 0,1ml na monocamada celular. Para cada grupo de amostras
inoculadas, foram incluidos controles de virus (C+) e de células (C-). Apos
inoculacdo, os tubos foram incubados a temperatura de 28°C e observados
diariamente, por um periodo de dez a quatorze dias, em microscopio 6ptico
invertido (Zeiss - Deutschland, Alemanha), com aumento de até 400 vezes.

As células inoculadas foram submetidas ao teste de imunofluorescéncia
para identificacdo e/ou confirmacdo da presenca do virus, esta foi feita
utilizando anticorpos monoclonais tipo-especificos para DENV-1 a 4 (Gubler et
al. 1984).

Promoveu-se o descolamento das células inoculadas, com auxilio da
pipeta Pasteur. Aproximadamente 0,025mL da suspensdo celular foram
colocados sobre um dos 10 circulos existentes nas |aminas de 26x76 mm
(Biolab Merieux, New Zealand). A lamina foi seca a temperatura ambiente
durante a noite, sendo posteriormente fixadas em acetona P.A. (Merck,
Darmistadt, Germany) por 20 minutos a -20°C e secas em temperatura
ambiente.

No dia seguinte, inicialmente foram adicionados 20 pL dos “pools” de
anticorpos monoclonais (dengue 1-4) ou, do inglés “mouse immune ascitic fluid”
(MIAF) diluido 1:50 em PBS pH 7,5. As laminas foram incubadas em camara
Umida a 37°C durante 30 minutos, em seguida, foi retirado o excesso de
anticorpos, lavado duas vezes com PBS, pH7,2, e deixado secar em
temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 20 pL de anti-lgG de
camundongo conjugado com fluoresceina (FITC- Antibodies Incorporated,
Davis, USA) diluido em 1:20 de preto de naftaleno 12B 0,1%, incubando em
camara umida a 37°C durante 30 minutos, retirou-se o excesso do conjugado,
lavando-se duas vezes com PBS, pH7,2, e deixou-se secar em temperatura
ambiente. Em seguida, enxaguou-se rapidamente em agua tipo Il, para a
montagem da lamina com laminula em glicerol tamponado, para observacao
em microscépio de imunofluorescéncia.

Para a tipagem viral, foram colocados 0,025mL da suspensé&o celular
sobre um dos 10 circulos existentes nas laminas de 26x76 mm (Biolab Merieux,
New Zealand). A lamina foi seca a temperatura ambiente durante a noite, no

dia seguinte as laminas foram fixadas em acetona P.A. (Merck, Darmistadt,
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Germany) por 20 minutos a -20°C, em seguida foram secas em temperatura
ambiente.

Foram adicionados 20 pL dos anticorpos monoclonais (diluido em PBS
pH 7,5 - 1x concentrado) para os quatro sorotipos de dengue em orificios
distintos (Ex. monoclonal de DENV-1 no orificio 1; monoclonal de DENV-2 no
orificio 2; e sucessivamente até o monoclonal de DENV-4. No orificio 5 pingou
PBS pH 7,2 (1x concentrado) e no orificio 10 pingou o “pool” de monoclonais
ou MIAF). As laminas foram incubadas em camara umida a 37°C durante 30
minutos, em seguida, retirou o excesso de anticorpos, lavando duas vezes com
PBS, pH7,2, e deixou secar em temperatura ambiente. Posteriormente,
adicionou-se 20 pL de anti-lgG de camundongo conjugado com fluoresceina
(FITC- Antibodies Incorporated, Davis, USA) diluido em 1:20 de preto de
naftaleno 12B 0,1%, incubando em camara umida a 37°C durante 30 minutos,
retirou o excesso do conjugado, lavando duas vezes com PBS, pH7,2, e deixou
secar em temperatura ambiente. Em seguida, enxaguou-se rapidamente em
agua tipo Il, para a montagem da lamina com laminula em glicerol tamponado,

para posterior observacao em microscépio de imunofluorescéncia.

3.4.3 Deteccdo de antigenos virais (anti-DENV) pela imuno-histoquimica
de tecidos.

Confirmacédo do diagnostico de dengue através de imuno-histoquimica
pelo Instituto Evandro Chagas (IEC-PA), que realizou o estudo imuno-
histoquimico 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 4y de espessura, com montagem em laminas
silanizadas. O bloqueio de ligacfes inespecificas ocorreu com leite desnatado
a 10% em &gua destilada por 15 minutos. O bloqueio da fosfatase alcalina
enddgena foi realizado em solucéo de fosfato de sédio 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
PBS por trés vezes, durante trés minutos cada. Aplicado o anticorpo

secundario Vectastain (Peroxidase Mouse IgG PK-4002) por uma hora. Foi
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lavado novamente por 3 vezes em PBS, por 3 minutos cada. Incubado com
Estreptavidina - Biotina - Fosfatase alcalina (SAAP - 3 mg/2ml - e invitrogen)
por uma hora. Apoés, a solucdo TRIS pH 7.4-7.6 foi permutada por 3 vezes, com
duracdo de 3 minutos. Aplicado o revelador HistoMark RED Phosphatase
System (Kirkegaardand PerryLabs Inc., Gaithersburg, MD) por uma hora,
obedecendo a protecdo da luz. Na contra-coloracdo foi utilizada com
Hematoxilina de Harris. O antigeno viral foi identificado em citoplasma de
células de Kupffler com imunoexpressao em rosa-fucsia. Foram realizados

controles negativo e positivo para cada grupo de amostras testadas.

3.4.4Deteccao de antigenos virais (NS1) pela técnica ELISA no sangue
elou liquor.

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

O teste utiliza anticorpo monoclonal anti-NS1 conjugado com
peroxidase. Se o0 antigeno NS1 estiver presente na amostra, um complexo
imune-MAb-NS1-MAb/peroxidase sera formado. Para o uso, 0s reagentes e
0S espécimes clinicos deverdo estar em temperatura ambiente (21-22°C).
Adicionaram- se 100uL dos espécimes clinicos e controles diluidos em seus
respectivos orificios e estes foram incubados por 60 min a 37°C.

As placas foram lavadas 6 vezes e 100 pL do conjugado anti-NS1 MAb
HRP foram adicionados em cada orificio. Apos incubacdo por 60 min a 37°C,
as placas foram lavadas 6 vezes. Cem microlitros do substrato
(Tetrametilbenzidina/H,0O,) foram adicionados a cada orificio e as placas
foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente em camara
escura. A presenca de imunocomplexos € demonstrada pelo
desenvolvimento de uma cor azul e a reacdo enzimatica é interrompida pela
adicao de 100uL de HzPO4a 1 M.

A densidade optica (DO) foi obtida pela leitura em espectrofotbmetro
com filtro de 450-620nm e a quantidade de antigeno NS1 presente na
amostra sérica foi determinada pela comparacdo do DO da amostra com a

DO do controle.
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O valor de corte corresponde ao valor médio das densidades Opticas
dos trés calibradores vezes o fator de calibracdo, fornecido pelo fabricante.
Os resultados séo expressos sob a seguinte forma, divide-se o valor da
densidade 6ptica da amostra pelo valor de corte e em seguida multiplica-se
por dez, onde obtém-se a unidade PanBio. Os resultados foram calculados
como "unidades Panbio”, com resultados <9,0, 9,0-11,0, e = 11,0 definidos
como negativo, inconclusivo e positivo, respectivamente. Amostras que
inicialmente obtiveram resultado inconclusivo foram novamente testadas para

confirmacéo do resultado.

3.4.5Diagndéstico molecular feito pelo RT-PCR.

A técnica de nested RT-PCR foi utilizada para detecgdo do RNA viral
extraido a partir de 140 ul de liquido cefalo-raquidiano (CSF) e/ou amostras de
sangue utilizando o mini kit QIAamp Viral RNA (Qiagen, Valéncia, CA, EUA).

Em um tubo tipo epperdorf de 1,5 mL foram adicionados 560 pL de
Tampéo de Lise AVL+ 5,6 pL de Carrier/AVE; 140 pL do soro ou do liquor. A
suspensao foi homogeneizada e incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente. Foram adicionados 560 pL de &lcool etilico PA a 100% e a
suspensao foi homogeneizada. 630 pL da mistura foram transferidos para uma
coluna previamente numerada. Apos centrifugacdo por 1 minuto a 8000 rpm o
eluido do tubo coletor foi desprezado. Novo tubo coletor foi colocado na coluna
e 0s 630 pL restantes da mistura foram transferidos para a coluna. Apos
centrifugacdo por 1 minuto a 8000 rpm o eluido foi descartado e a coluna foi
transferida para novo tubo coletor. Adicionou-se 500 pL do Tampéao de lavagem
AW1 e apos centrifugagdo por 1 minuto a 8000 rpm o eluido foi descartado.
Adicionou-se 500 pL do Tampéo de lavagem AW2 e apos centrifugacédo por 3
minuto a 14000 rpm o eluido foi descartado. A coluna foi transferida para novo
tubo coletor e apods centrifugacdo 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 ap0Os centrifugacédo por 1

minuto a 8000 rpm a coluna foi descartada e o RNA a - 70°C.
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Apés a extracdo do RNA foi realizada a transcricdo reversa seguida da
reacdo em cadeia da polimerase, para isto foi utilizada a metodologia descrita
por Lanciotti et al. (1992) para deteccédo e tipagem dos DENV a partir dos
espécimes clinicos. Este protocolo detecta o0s 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 0s quatros sorotipos
dos DENV, complementares as sequéncias dos genes C e prM. No
procedimento nested, séo utilizados iniciadores especificos TS1, TS2, TS3 e
TS4 para os DENV-1 a 4, respectivamente (Tabela 2). Os produtos obtidos
apos a amplificacdo por RT-PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, corados com brometo de etideo, revelados em luz UV.

Tabela 2 Oligonucleotideos iniciadores utilizados na transcrigao reversa seguida pela reagcdo em
cadeia pela polimerase (RT-PCR) para a tipagem dos virus dengue (Lanciotti et al. 1992).

Oligonucleotideo Posicéo Tamanho do amplicon
Sequiéncia
iniciador no genoma | (em pares de base [pb])
D1 (+) 5’- TCAATATGCTGAAACGCGGAGAAACCG- 3’ 134-161 511 (D1+D2)
D2 (-) 5’- TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC-3’ 616-644
TS1(-) 5’- CGTCTCAGTGATCCGGGGG- 3’ 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)

3.5 Andlise macroscopica do coracéo

A analise macroscopica foi realizada utilizando o peso do coragéo, o Unico

parametro que constava nos protocolos de necrépsia.

3.6 Andlise histopatologica

Os fragmentos de tecido cardiaco apoés fixagdo em formol a 10% foram
submetidos a processamento histologico e emblocados em parafina. A partir

dos blocos foram realizadas micro sec¢fes em microtomo com espessura de 5
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micrémetros e corados pela hematoxilina e eosina (HE), para serem analisados
sob microscopia de luz. Os parametros morfologicos avaliados foram
hemorragia, edema, fibrose, necrose e infiltrado inflamatorio intersticial. Os
parametros hemorragia, edema, fibrose e necrose foram quantificados por
histomorfometria (Gundersen et al. 1988) e para a avaliacdo e quantificacdo do
infiltrado inflamataorio foi utilizada a observacdo semiquantitativa.

Para o diagnoéstico histopatolégico de miocardite foi utilizado o critério de
Dallas nas laminas coradas pelo HE (Aretz 1987; Aretz et al. 1987) e o
consenso da Sociedade Europeia de Cardiologia (WHO/ISFC) (Caforio et al.
2013) para a analise imunologica e imuno-histoquimica com 0s
imunomarcadores CD4, CD8, CD68 e CD45, nas laminas de TMA.

3.7 Microarranjos de tecidos (tissue microarray)

Em virtude do tamanho da nossa amostra a técnica de “microarranjos de
tecidos” (TMA, sigla em inglés para tissue microarray), foi utilizada para a
guantificacao da expresséo dos imunomarcadores. Esta técnica foi realizada no
Laboratorio Multiusuario no Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP).

A partir das laminas coradas pelo HE foram selecionadas cinco areas de
cada caso. A mesma area em correspondéncia a esta marcacao foi identificada
no cassete. Posteriormente cada uma dessas areas foi extraida para serem
utilizadas nos blocos de TMA (Figura 11). Inicialmente foram elaboradas
quatro planilhas utilizando o programa Microsoft Word versdo 2003, com 13
colunas e 12 linhas (Figura 13 e 14). Nas quatro primeiras células das
primeiras linhas das planilhas foram dispostas amostras de um controle, sendo
utilizado fragmentos de rim, em sequéncia foram destinadas cinco células para
cada amostra, até a completa disposicdo das 117 amostras nas quatro
planilhas. Estas planilhas foram utilizadas como referéncia para a realizacao
dos quatro blocos/cassetes de TMA. Cada uma das 117 amostras de tecido
miocardico passou a ser representada por 5 spots de 1mm didmetro cada,
perfazendo um total de 3,925mmz2 de area analisada em cada amostra. As 117

amostras de tecido cardiaco foram entdo dispostas em 4 blocos/cassetes, dos
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quais foram feitas as micro secg¢les histologicas com espessura de 3
micrémetros e colocadas em laminas silanizadas, a partir destas laminas de
TMA foram realizadas as imunomarcacgfes histoquimicas e a técnica do
TUNEL (Figura 12).
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Figura 11 Desenho esquematico da obtencdo do bloco de TMA (Adaptado do Blog: Pathology of
John’s Hopkins Medicine. A) Técnica de TMA B) Bloco de TMA C) Corte histolégico do bloco de
TMA

As laminas foram examinadas por dois observadores e, quando houve
divergéncia, as células CD 4+, CD8+, CD68+, CD45+ e as apoptéticas,
marcadas pela técnica do TUNEL, foram novamente contadas numericamente
em toda a area dos cinco spots, sendo o resultado final do total de células

convertido em células/mm?.
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Casos de Dengue Fatal Necropsiados

N=117
;
Analise Histologica (HE) | + Identificacao Parametros Morfologicos |
'
| Selecéo de 5 areas |
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Edema, fibrose, hemorragia, necrose | Microarranjos de tecidos (TMA) |
Infiltrado inflamatorio
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Figura 12 Desenho esquematico da sequéncia da realizagdo da selecdo das areas para a realizagao
do bloco de TMA e da leitura das |aminas apds a e rea¢des de IHQ e TUNEL.
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Figura 13 Figura representativa das planilhas dos blocos de TMA.
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Figura 14 TMA. A. Planilha. B. Bloco. C. Lamina

3.8 Técnica de imuno-histoquimica para identificacdo e quantificacdo
dos marcadores CD4, CD8, CD68, CD31, NS1 e NS3

Nos blocos de TMA foram realizados cortes de aproximadamente de 3 a 4
um de espessura, com montagem em laminas silanizadas. Para todos os
marcadores, a recuperacdo dos antigenos foi em alta temperatura, em panela
de pressdo Pascal (Dako) por 3 minutos a 121°C, sendo as laminas colocadas
em solucao de citrato, pH 6.0. O blogueio da peroxidase enddgena foi em agua
oxigenada de 10 volumes a 3%, por 5 minutos, repetindo-se a operacao por 4
vezes, e lavando-as com PBS ou TBS, por 3 minutos. O bloqueio de
imunoglobulinas inespecificas foi realizado pelo uso de ProteinBlock, marca
Novocastra, ref.RE-7158 por 5 minutos. Foi feita incubacdo com os anticorpos
primarios relacionados abaixo:

e CD4 (OPD4), diluicdo:1:400, marca: Dako, cod M7310

e (CD-8(C8/144B), diluicdo: 1:400, marca: Dako, c6d M7103

e (CD68 (Clone KP1), diluicdo:1:3200, marca: Dako, cod M0814

e CD31(Clone JC70A), diluicdo:1:1000, marca: Dako, cod M0823
e CD45 (clone PD7/26), diluicdo 1:2000, marca Dako, cod M701
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e NS1 (Sigma - Aldrich, produzido a partir de coelho, 1mg/ml, ref.
SAB 2700022) diluicdo: 1:200

e NS3, anticorpo in house policlonal anti-DENV-3 produzido em

camundongo suico, diluido 1:400
Em sequéncia, as laminas foram incubadas em camara uUmida com
anticorpo secundario (polimero Novolink, marca Leica por 30 minutos a 37°C,
nas duas etapas (p6s primario e complexo), para os anticorpos CD4, CD8,
CD31. Para o anticorpo CD68, utilizou-se o SuperEnhancer, marca Biogenex.
Apés lavagem com PBS ou TBS, por 3 vezes, as laminas foram colocadas em
solucdo com cromoégeno (70 mg de DAB - diaminobenzidina) em 100 ml de
tris-HCL PH 7.6 + 30 microlitros de 4gua oxigenada 30 V. A contra-coloracao
foi realizada em hematoxilina de Harris. O controle negativo foi realizado para
todos os anticorpos. A contagem das células CD45+ foi realizada nos casos em
gue as contagens de linfécitos T e macréfagos CD68+, juntas, ndo atingiam o
nimero total de 14 leucécitos/mm? com o objetivo de validar os critérios

imuno-histoguimicos de miocardite.

3.9 Identificacdo de Proteina ndo estrutural 1 (NS1) e Proteina nao
estrutural 3 (NS3) no tecido cadiaco através de imuno-histoquimica

Ensaios de imuno-histoquimica para a deteccdo de antigenos NS1 e
NS3 foram realizados de acordo com o protocolo do Laboratorio de
Histomorfometria e Gendmica 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-expressao
foi atribuida a marcacéao citoplasmatica de macréfago em marrom e o controle

negativo foi realizado para os dois anticorpos.
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3.10 Deteccdo in situ de apoptose pela técnica Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling (sigla em inglés TUNEL)

Microseccdes dos blocos de TMA de 4um de espessura foram colocados
em laminas silanizadas (Sigma Chemical Co.; St. Louis, Missouri, EUA) em
suporte adequado. O processo de desparanifinizacdo 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 hidratagdo dos cortes as
laminas foram colocadas em dois banhos de alcool absoluto, um banho de
alcool a 95% e um banho de &lcool a 70%. Em seguida, foram lavadas em
agua corrente, 4gua destilada e em tampéao fosfato pH 7,4 (PBS). O préximo
passo foi a recuperacédo dos sitios antigénicos realizada por proteinase K em
temperatura ambiente por 30 min. O bloqueio da peroxidase enddgena
presente nas hemacias foi feito com H:O: a 0,3% em metanol por 30 minutos a
temperatura ambiente e apés lavado abundantemente em agua corrente, 4gua
destilada e PBS. As laminas foram incubadas com 50 ul da mistura de reacéo
TUNEL (5 pl da solugao da enzima desoxinucleotidil-transferase terminal, +45
Ml da solugdo tampé&o) por amostra em camara Umida a 37°C por 60 minutos.
ApOs 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
PBS em 3 minutos. Foi utilizado como cromdgeno a diaminobenzidina (DAB).
As laminas foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente, ocorreu a contra-coloracdo com verde de metila, para todos os

casos.

3.11 Histomorfometria com reticulo para quantificacdo das alteracdes
morfoldgicas e da expressao da molécula CD31

A histomorfometria foi realizada com um reticulo de 100 pontos e 50 retas
acoplado a ocular (Figura 15). N6s escolhemos fazer a medida utilizando a
ocorréncia dos eventos sob as retas.

A quantificacdo das alteracdes morfolégicas como edema, hemorragia,
necrose e fibrose foi feita pela contagem de retas que estavam sobre areas que

apresentavam as referidas alteragbes morfolégicas, em 10 campos aleatorios
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de 400X de aumento, apOs essa contagem foi calculada a média de eventos
por campo, dividindo o valor da contagem por 10, em seguida com valor obtido,
foi calculada a érea percentual de um determinado evento a partir da seguinte
formula: Area percentual do evento= (nimero de areas do evento sob as retas
por campo/50)*100, o resultado obtido foi dado em percentual.

A pesquisa da imunomarcacdo de células ou expressdao de moléculas
CD31 foi realizada pela contagem de células marcadas sob as retas em 10
campos aleatérios com aumento de 400X, onde o resultado encontrado foi
inicialmente dividido por 10, obtendo-se o valor de células marcadas por campo
e em percentual, ou seja, Area percentual = (N° eventos sob as retas/50)*100,

o resultado obtido foi expresso em percentual.

Dimensao: Quadrado= 10x10mm / Tragos = 1mm g
. Reticulo codigo 230.503 ’

Figura 15 Microfotografia do reticulo acoplado a ocular do microscépio 6tico. Adaptado de Weibel
ER. Stereological Methds. Voll. Academic Press, INC. London, 1979.

3.12 Estratégia de analise de dados e variaveis do estudo

Foram descritas e comparadas as frequéncias de presenca de
hemorragia, edema, necrose e fibrose, dos grupos com e sem miocardite.
Estas frequéncias foram comparadas com o teste exato de Fisher. A
intensidade das alteracbes hemorragia, edema, necrose e fibrose nos grupos

com e sem miocardite foi também comparada, através do teste de Mann-
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Whitney. Nestas situacfes, trabalhou-se a hipotese de que o grupo de
pacientes com miocardite era mais frequentemente e mais intensamente
atingido com as alterac¢des histopatoldgicas acima.

Foi comparada a intensidade da apoptose, expressa em células
apoptéticas/mm? nos grupos com e sem miocardite. Esta comparacdo foi
realizada através do teste Mann-Whitney. Da mesma forma, a quantidade de
linfocitos T CD4, T CD8 e CD68, expressa em células/mm?, foi comparada
entre os grupos, através do teste Mann-Whitney. A expressao da molécula
CD31, quantificada em células endoteliais do miocardio na unidade
percentual/area de 10 campos de 400X foi comparada em pacientes com e
sem miocardite. Neste caso, trabalhou-se com a hipotese de que este
marcador seria expresso de forma mais intensa em pacientes com miocardite.

Desta forma, considerando como varidvel dependente a
presenca/auséncia de miocardite, foi elencado o seguinte rol de variaveis
independentes:

a) Hemorragia: categorica (presenca ou auséncia) e continua, em
percentual de area atingido

b) Edema: categdrica (presenca ou auséncia) e continua, em percentual de
area atingido

c) Necrose: categorica (presenca ou auséncia) e continua, em percentual
de area atingido

d) Fibrose: categoérica (presenca ou auséncia) e continua, em percentual
de area atingido

e) Apoptose: continua, em células apoptéticas/mm?

f) Expressdo de células T CD4: continua, em mm?

g) Expressdo de células T CD8: continua, em mm?

h) Expresséo de células CD68: continua, em mm?

i) O percentual da expresséo de células CD31/mm?

A estratégia de analise incluiu ainda as variaveis idade, sexo, peso do
coragcao e presenca de comorbidades como hipertensdo arterial, obesidade e
diabetes mellitus.

Para averiguar as quantidades relativas dos diferentes tipos de leucdcitos

no tecido cardiaco, realizamos a analise da frequéncia diferencial das células
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CD4, CD8 e CD68 presentes no tecido cardiaco dos casos com miocardite e
sem miocardite. Para a analise estatistica foi realizado o teste de Kruskal-

Wallis utilizando o programa GraphPad Prism v.6.

3.13 Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Christus, local de trabalho de um dos coordenadores da pesquisa (protocolo
078/2011) (Anexo 1). E recebeu carta de anuéncia do Laboratério Central do
Estado do Ceara (Anexo 2) e do Servico de Verificacdo de Obitos Dr Rocha
Furtado (Anexo 3).
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4 RESULTADOS

4.1 Descricdo das caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais
de todos os casos fatais de dengue nos anos de 2011 a 2013

4.1.1 Diagnéstico laboratorial

Duzentos e vinte oito casos suspeitos de dengue foram autopsiados no
SVO no periodo de anos 2011 a 2013 (Cavalcanti et al. 2016). A infeccdo pelo
DENV foi confirmada laboratorialmente por técnicas imunolégicas e
moleculares (Tépico 3.3 Metodologia). Cento e dezessete casos fatais com
diagndstico positivo de infec¢do pelo dengue foram incluidos neste estudo.

Cinquenta e trés por cento (62/117) dos casos foram confirmados por
mais de um meétodo. Conforme apresentado na Tabela 3, vinte e quatro casos
(24/109, 29,1%) apresentaram anticorpos IgM conforme avaliado pelo MAC-
ELISA. A deteccdo de antigeno viral NS-1 por ELISA no liquor ocorreu em
22,1% dos casos analisados. A infeccdo também foi confirmada através do
isolamento viral em 23 casos (19,8%) enquanto que a deteccdo do RNA viral
por RT-PCR confirmou 31,6% (37/117) dos casos. Cento e oito casos (93,1%)
foram positivos através da técnica de imuno-histoquimica utilizando anticorpo

policlonal anti-DENV no tecido.

O teste que mais diagnosticou isoladamente foi a imuno-histoquimica
com 36 casos positivos de 117 (30,7%). Trés casos foram confirmados por
todos os métodos utilizados. Apenas 2 casos foram confirmados por um Unico
teste diagndstico (deteccdo do IgM anti-DENV).

Em trinta e sete amostras os sorotipos virais foram identificados usando
técnicas moleculares. Foram detectados os sorotipos de DENV-1 (16/117,
13,7%), DENV- 3 (3/117,2,5%) e DENV-4 (18/117,15,3%). Nenhuma das

amostras testadas, foi positiva para o sorotipo DENV-2.
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Tabela 3 Diagnodstico Laboratorial de 117 casos fatais autopsiados no SVO 2011-2013, Ceara,
Brasil.

Diagnostico laboratorial Positivo/Testado (%)
Dengue IgM ELISA 24/109 (22,1) ®
Dengue NS1 ELISA 28/96 (29,1)
Isolamento viral 23/116 (19,8)

RT-PCR

DENV-1° 16 /117(13,7)

DENV-3 3/117 (2,5)

DENV-4 19/117 (15,3)
Imuno-histoquimica © 108/116 (93,1)

a) numerof/total (%)

ELISA IgM ( Panbio Diagnostics) (Araujo et al. 2011)

ELISA NS1 (Panbio Diganostics) (Chen et al. 1991)

b) RT-PCR convencional (Lanciotti et al. 1992) e Real Time RT-PCR (Johnson et al. 2005).
Isolamento viral em células C6/36 e tipagem imunofluorescéncia por indireta (Gubler et al. 1984)

¢) Imuno-histoquimica utilizando anticorpo policlonal anti-DENV do tecido hepético.

Na avaliacdo dos dados demograficos houve predominio do sexo
masculino (59,8%; 70/117). Apesar do maior niumero de homens afetados,
essa diferenca néo foi significativa. A analise da distribuicdo de casos positivos
por faixa etaria demonstrou que a faixa etaria com maior nimero de casos
confirmados foi a de 46-65 com 29% (34/117), seguida pelas faixas de 0-12
(20%; 24/117), 31-45 (20%; 24/117),13-30 (17,9%; 21/117) e >64 (11,9%;
14/117).

Andlise dos sinais e sintomas revelou que os pacientes estudados
apresentaram sinais e sintomas caracteristicos de infec¢cdo pelo vdengue tais
como febre (89%; 114/117), mialgia (62%; 72/117), dor retro orbitaria (25%;
29/117), artralgia (41,1%; 48/117), vomitos (79%; 92/117), diarreia (60%;
70/117) e prostracdo (69%). Além disso, alta frequéncia de tosse (76%; 88/117)
e dispneia (89%; 114/117) foi observada conforme demonstrado na Figura 16.
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Figura 16 Principais Sinais e sintomas

Sinais e sintomas de 117 casos fatais autopsiados com diagnostico
laboratorial confirmado de infec¢do pelo virus dengue nos anos de 2011,
2012 e 2013, Ceara/CE.

A classificacdo dos pacientes foi realizada de acordo com os critérios
estabelecidos pelo Ministério da Saude, Organizacdo mundial de saude (OMS),
1997(WHO 1997), que eram as classificacfes vigentes do periodo 2011-2013.
Desta forma, 97/117 (82,9%) dos casos foram classificados como DCC e
20/117 (17,1%) como FHD. Em 2014, o Brasil passou a adotar a nova
classificagcdo revisada pela OMS em 2009. De acordo com a nova

classificagéo, todos os casos foram classificados como Dengue Grave (DG).
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Os sinais de alarme (WHO 2009) mais frequentes foram dor abdominal
(77%), hepatomegalia (80,5%), sinais de acumulo de liquido (54,2%) e
irritabilidade (61,4%). As manifestacdes hemorragicas identificadas foram:
epistaxe (61%), hematoma (17%) equimose (23%) melena (17%) e
hematémese (45%). Os sinais de acumulo de liquido foram: ascite (23%),
derrame pleural (47,1%), derrame cavitario (52,8%) e derrame pericardico
(34,3%). Foram também relatadas hemorragias graves (67,1%) tais como
digestiva e pulmonar. Setenta e seis pacientes foram hospitalizados (76/109;
69,7%). Cinco pacientes (7,2%, 5/69) receberam hidratagédo venosa. Um caso
fatal apresentou co-infeccdo com virus HIN1.

Considerando os trés anos estudados nao foram observadas diferencas
significativas em relagdo ao género e faixa etéria. A maioria dos casos fatais
originarios dos anos 2011-2012 foram classificados como DCC [2011 (52/57,
91%), 2012 (45/52, 87%)]. Todos os pacientes analisados da epidemia de 2013
foram classificados como FHD [2013 (8/8,100%)]. Levando em consideracao a
nova classificacdo da OMS, todos os casos analisados foram classificados em
DG (Tabela 4).

Considerando manifestacdes associadas a um risco de desfecho
desfavoravel, os pacientes originarios da epidemia de 2011 apresentaram
maior frequéncia de extravasamento plasméatico comparados aqueles
provenientes da epidemia de 2012 [2011 (38/53; 71%) vs 2012 (23/50; 46%),
p= 0.0096]. Além disso, 0s pacientes originarios da epidemia de 2011 foram
mais hospitalizados quando comparados aos pacientes originarios da epidemia
de 2012 [2011 (44/56; 78,5%) vs 2012 (26/48; 54,1%), p= 0,0116]. Tabela 4.

Conforme demonstrado na Tabela 4, o sorotipo predominantemente
detectado em 2011 foi o DENV-1, representando 66,0% (10/15) dos casos
positivos, seguido do DENV-4 com 20,0% (3/15) e do DENV-3 com 13,0%
(2/15). Em 2012, a predominancia foi do sorotipo DENV-4 com 70,0% (14/20)
dos casos positivos, enquanto o sorotipo DENV-1 representou 25,0% (5/20) e o
sorotipo DENV-3 foi identificado em apenas 5% (1/20) dos casos. J& no ano de
2013, apenas os sorotipos DENV-1 e DENV-4 foram detectados (DENV-1 1/2,
50% e DENV-4 1/2, 50%).
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Trinta e quatro pacientes apresentaram comodidade (31,1%; 34/109).
As comorbidades estavam presentes em 43,1% (19/44) dos casos originarios
da epidemia de 2011 e em 42,8% (15/35) dos casos originarios da epidemia de
2012. As comorbidades levadas em consideracao foram o diabetes mellitus, a
obesidade e a hipertenséo (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracteristicas demogréficas, clinicas

autopsiados no SVO nos anos de 2011, 2012 e 2013.

e laboratoriais de 117 casos fatais de dengue

Ano 2011 2012 2013
n=57 n=52 n=8

Género
Feminino 22 (39,0%) 22 (42,3%) 3 (38,0 %)
Masculino 35 (61,0%) 30 (57,6%) 5 (63,0 %)
Faixa etéria
0-12 15 (26,0%) 9 (17,0%) 0 (0)
13-30 11 (19,0%) 9 (17,0%) 1 (13,0%)
31-45 12 (21,0 %) 10 (19,0%) 2 (25,0%)
46-65 16 (28,0%) 13 (25,0%) 5 (63,0%)
>65 3 (05,0%) 11 (21,0%) 0 (0)

Classificacdo dengue

Dengue com complicacdes- 52 (91,0%) 45 (87,0%) 0 (0)

DCC

Febre Hemorragica do Dengue 5 (8,7%) 7 (13,0%) 8 (100%)

FHD OMS,1997

Dengue grave, OMS 2009 57 (100%) 52 (100%) 8 (100%)

Fatores associados a
gravidade
Hospitalizag&o

Extravasamento vascular

Hemorragias graves
Ascite

Derrame pleural
Derrame cavitario
Derrame pericéardico

44]56 (78,5%)
38/53 (71,6%)

30/43 (69,7%)
12/40 (30,0%)
20/42 (47,2%)
19/40 (47,5%)
11/29 (37,9%)

26/48 (54,1%)
23/50 (46,0%)

18/29 (62,0%)
11/20 (35,4%)
15/31 (48,3%)
19/32 (59,3%)
13/31 (41,9%)

Sorotipo ?

DENV-1 10/15 (66,0%)  5/20 (25,0%) 1/2 (50,0%)
DENV-2 0 0 0
DENV-3 2/15 (13,3%) 1/20 (5,0%) 0
DENV-4 3/15 (20,0%) 14/20 (70,0%)  1/2 (50,0%)

Comorbidade®

19 /44 (43,1%)

15/35 (42,8%)

a) Protocolos utilizados na tipagem dos sorotipos de dengue: RT-PCR convencional (Lanciotti et
al. 1992) e Real Time RT-PCR (Johnson et al. 2005).

b) Comorbidades consideradas: Diabetes mellitus, obesidade e hipertenséo
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4.1.2 Analise dos parametros hematoldgicos e bioquimicos

Em relacdo aos parametros hematolégicos observamos que os pacientes
apresentaram baixas contagens de plaquetas (abaixo de 100.000/mm?), considerado
como plaguetopenia grave (WHO 1997). A mediana da contagem de leucécitos
totais esteve dentro dos parametros de normalidade. O percentual do hematdcrito
revelou sua maior mediana no ano de 2012. Em relacdo aos parametros
bioquimicos, os casos fatais apresentaram niveis elevados de transaminases
aspartato aminotransferase (AST) / transaminase glutamico oxalacética (TGO) e de
alanina aminotransferase (ALT) / transaminase glutamico pirtvica (TGP). Nao foi
observada diferenca estaticamente significativa entre os casos fatais de 2011 e
2012, (Tabela 5).

Nao foram obtidos dados de parametros hematolégicos e bioquimicos de

casos procedentes da epidemia de 2013.

Tabela 5 Parametros hematolégicos e bioquimicos de casos fatais com confirmagao laboratorial de
infec¢cdo pelo DENV autopsiados no SVO durante os anos 2011, 2012 e 2013.

Ano 2011 2012 2013

Parametros M (IC)*® M (IC) M (IC)

Laboratoriais N n N

Plaquetas x 10° /mm°® 87 (75,2-145,9) 79,8 (76-170,6) 63,4 (35,2-97,9)
n=30 n=26 n=7

HT 36,5 (33,2-40,3) 41.3 (37,8-43,7) -
n=32 n=14

Leucécitos x 10° /mm?® 9500 (10154-15903) 10490 (10921-20196) -
n=57 n=27

AST/TGO IU/L" 120 (179-588,5) 117,5(54,4-947,3) -
n=37 n=12

ALT/TGP IU/L" 69,5 (68,7-695,5) 107 (175,8-1197) -
n=36 n=11

a) M - mediana, intervalo de confianca (IC) 95%.
b) Aspartato aminotransferase (AST)/transaminase glutdmico oxalacética (TGO); alanina
aminotransferase (ALT)/transaminase glutamico puruvica (TGP)
¢) - Ignorado

4.2 Miocardite: classificacdo e diagndstico dos casos fatais

ApoOs andlises histologica e imuno-histoquimicas, utilizando os critérios

histopatolégicos de Dallas e os imuno-histoquimicos da WHO/ISFC (Caforio et al.
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2013), 40.2% (47/117) dos casos fatais foram diagnosticados com miocardite.
Setenta (59.2%) casos ndo apresentaram miocardite de acordo com as analises

realizadas (Figura 17 e 18).

40,2% Miocardite
(47TM17)

] presente
B ausente

Figura 17 Frequéncia de miocardite nos casos fatais com diagnostico laboratorial confirmado de infecgéo
pelo DENV autopsiados no SVO.

Andlise histopatolégica do tecido cardiaco de 117 casos foi feita através da
contagem de células CD4, CD8, CD68 e CD45 marcadas por imuno-
histoquimica. Os casos foram agrupados de acordo com critério de Caforio e
colaboradores (Caforio et al. 2013).

Figura 18 Figura representativa com identificacdo de infiltrado de células mononucleares no tecido
cardiaco de casos fatais com diagnostico positivo de infecgdo pelo DENV autopsiado no SVO.
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Figura 19 Células mononucleares no miocardio de casos fatais de dengue.

Figura representativa com identificacdo e quantificacdo de infiltrado de células
mononucleares no tecido cardiaco de caso fatal com diagndstico positivo de
infeccdo pelo DENV autopsiado no SVO. Coluna esquerda = hematotoxilina-
eosina (HE), marcagbes com anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD68 de
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caso fatal com diagndstico de miocardite. Coluna Direita = hematotoxilina-
eosina (HE), marcacbes com anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD68 de
caso fatal sem diagndéstico de miocardite.

4.3 Caracteristicas demogréaficas, clinicas e laboratoriais dos casos fatais
com miocardite

Uma vez que encontramos alta frequéncia de casos com miocardite (40,2%),
0 proximo passo foi realizar a andlise das caracteristicas demogréficas, clinicas e
laboratoriais entre os grupos (sem miocardite e com miocardite).

Conforme podemos observar na Tabela 6, ndo encontramos diferenca
estatisticamente significativa entre género, faixa etaria, sinais e sintomas clinicos
nos dois grupos avaliados. Da mesma forma, nenhuma diferenca foi observada
quanto aos diferentes sorotipos de DENV detectados. No entanto, podemos
observar que a faixa etaria 45-66 (38,2%) foi mais frequente nos casos acometidos
pela miocardite.

N&o encontramos diferenca estatisticamente significante na frequéncia de
sinais de alarme ou outros fatores associados com mau prognostico, tais como
extravasamento vascular, derrames cavitario e/ou pleural, ascite, convulsdo e
hemorragias graves.

Apesar de ndo encontrarmos diferenca estatisticamente significante na
frequéncia de hepatomegalia entre os grupos, observamos uma tendéncia de maior
frequéncia deste sinal nos casos com miocardite, onde foi encontrada em 70,9%
(22/31) e em 58,8% (20/34) nos casos sem miocardite. Observamos maior
frequéncia de hospitalizagdo nos casos com miocardite (35/42,83,3%) quando

comparado com os casos sem miocardite (35/62,56,4%) com p= 0.0054.
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Tabela 6 Caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais de 117 casos fatais com confirmacéo
laboratorial de infec¢cdo pelo DENV 1, 3 e 4, autopsiados no SVO nos grupos com miocardite e sem
miocardite, anos 2011-2013

Dengue com Dengue sem p
miocardite miocardite
N=47 N=70
Género
Feminino 21 (45,0%) 27 (38,5%)
Masculino 26 (55,0%) 43 (61,4%)
Faixa etaria
0-12 anos 9/47 (19,1%) 15/70 (21,4%)
13-30 6/47 (12,7%) 15/70 (21,4%)
31-45 11/47 (23,4%) 13/70 (18,5%)
46-65 18/47 (38,2%) 16/70 (22,8%)
>65 3/47 (6,3%) 11/70 (15,7%)
Sorotipo
DENV-1 8/16 (50,7%) 8/21(38,1%)
DENV-2 0 0
DENV-3 1/16 (6,2%) 2 /21 (9,5%)
DENV-4 7116 (43,7%) 11/21 (52,3%)

Sintomas/sinais

clinicos
Febre 36/40 (90,0%) 54/63 (85,7%)
Exantema 3/25 (12,0%) 7/30 (23,3%)

Dor abdominal
Dor retro orbitaria

23/32 (71,8%)
7/23 (30,4%)

38/48 (79,1%)
9/22 (40,9%)

Irritabilidade 15/29 (51,7%) 29/42 (69,1%)
Mialgia 20/31 (64,5%) 23/37 (62,1%)
Sonoléncia 20/31 (64,5%) 21/34 (61,7%)
Artralgia 10/25 (40,0%) 12/28 (42,2%)
Diarreia 10/25 (40,0%) 20/34 (58,8%)
Cefaleia 20/28 (71,4%) 31/44 (70,4%)
Vomitos 28/35 (80,0%) 37/48 (77,1%)
Prostracéo 18/21 (85,7%) 21/34 (61,7%)
Tosse 27/33 (81,8%) 31/43 (72,1%)
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Tabela 7. Frequéncia da distribuicdo de comorbidades nos grupos com e sem miocardite.

Com miocardite Sem miocardite p
n (%) n (%)

Variavel
Obesidade
Sim (n=19) 10 (52,6) 9 (47,4) 0,352
N&o (n=43) 28 (65,1) 15 (34,9)
Hipertenséo
Sim (n=25) 11 (44) 14 (56) 0,660
N&o (n=39) 15 (38,5) 24 (61,5)
Diabetes
Sim (n=12) 7 (58,3) 5 (41,7) 0,327
Nao (n=47) 20 (42,6) 27 (57,4)

A presenca de comorbidades foi relatada em 43% dos casos fatais estudados,

sendo hipertensdo arterial, obesidade e diabetes mellitus as mais frequentes. No

entanto, ndo foram encontradas diferencas nos grupos quando a presenca ou

auséncia de comorbidades (Tabela 7).

Tabela 8 Sinais de alarme e fatores associados com as formas graves de dengue nos casos fatais com

miocardite e sem miocardite.

Dengue com Dengue sem P
miocardite miocardite
Hospitalizac&o 35/42 (83,3%)*** 35/62 (56,4%) 0,005
4
Irritabilidade 15/29 (51,7%) 29/42 (69,1%) 0,213
4

Hepatomegalia
Desconforto respiratorio
Dispneia

Derrame cavitario
Derrame Pleural

Ascite

Derrame pericardico
Extravasamento vascular
Hemorragia grave
Convulsao

22/31 (70,9%)
27/30 (90,0%)
35/39 (89,7%)
16/10 (50,0%)
11/32 (34,3%)

9/30 (30,0%)
11/32 (34,3%)
26/40 (65,0%)
18/30 (60,0%)

7/24 (29,1%)

20/34 (58,8%)
41/47 (87,2%)
41/45 (91,1%)
23/18 (56,1%)
23/41 (53,1%) 0,097

15/41 (36,5%)
12/40 (30,0%)
36/67 (53,7%)
29/43 (67,4%)
13/34 (38,2%)

a) Na andlise estatistica foi utilizado o teste exato de Fisher p= 0.0054
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Em relacdo aos parametros hematolégicos (Tabela 9), observamos que os

casos fatais apresentaram baixas contagens de plaguetas, porém nao houve

diferenca estatistica entre os grupos. N&do foram observadas diferencas nas

contagens dos leucdcitos e nos valores do hematoécrito. Em relagéo aos parametros

bioguimicos, os casos fatais apresentaram maiores niveis de transaminases

hepéticas. De acordo com a tabela 9, observamos que ambos grupos apresentaram

maiores niveis de AST/TGO e ALT/TGP respectivamente.

Tabela 9 Parametros hematoldgicos e bioquimicos de casos fatais com confirmacdo laboratorial de
infeccdo pelo DENV 1, 3 e 4 autopsiados no SVO com ou sem miocardite.

Dengue com

miocardite

Dengue sem

miocardite

Parametros Laboratoriais

m (IC 95%)°

m (IC 95%)?

Hematologicos

Plaquetas x 10°/mm?®

HTP

Leucécitos x 10%/mm?

63 (64-124,1)
36,1 (31,6-41,9)

9450 (8876-16544)

98 (90,1-177,1)
37.9 (32,6-42,1)

9280 (9078-17503)

Bioquimicos

AST/TGO IU/L®

ALT/TGP IU/L

103 (99-465,1)

79 (8,2-447,6)

117,5 (96,1-754,2)

49,1 (32,8-1027)

a) Mediana, intervalo de confianga IC 95%.

b) Hematdcrito

c) Aspartato amiotransferase (AST) / transaminase glutamico oxalacética (TGO)
alanina aminotransferase (ALT) / transaminase glutamico pirtvica (TGP).

Vinte e trés (23/63, 36,5%) casos fatais apresentaram algum tipo de

cardiopatia. A analise destes casos, demonstrou que apenas uma frequéncia de

30,5% (7/23) dos casos apresentava miocardite.
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4.4 ldentificacdo e quantificacdo das alteracdes histopatolégicas no miocardio,
incluindo edema, necrose e hemorragia, em pacientes com dengue
necropsiados

Realizamos andlises comparativas entre dois grupos em relacdo ao peso do
coracao (Figura 20), e quanto a intensidade das alterac6es histopatolégicas como,
hemorragia, edema, necrose, fibrose e infiltrado inflamatério (Figura 25).

As analises demonstraram que ndo houve diferenca estatistica entre os casos
com e sem miocardite em relacdo ao peso do coracdo entre 0S sexos, ou seja, a

ocorréncia de miocardite ndo influenciou o peso do coragao.
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Figura 20. Peso do coragdo nos casos fatais com e sem miocardite e em relagdo ao género.
Na analise estatistica foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Valores de p<0.05
foram considerados estatisticamente significativos

Em relacdo as alteragbes morfologicas, encontramos um percentual de area
de hemorragia (Figura 21) entre os casos com miocardite foi de no minimo nulo e no
maximo 11,2%, com mediana de 0,2%. Em 75% dos casos que ndo apresentaram
miocardite a hemorragia estava ausente, e desta forma, os pacientes com miocardite
apresentaram uma frequéncia estatisticamente significante de hemorragia (p=0,002)
(Figura 25A).
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— 1
ardio dos caso

autopsiados no SVO-Ce, setas pretas e circulos.

O percentual de area de edema (Figura 22) foi no minimo e no maximo de 4,4
e 30,4% respectivamente com mediana de 15,2%, entre os casos com miocardite.
Nos casos sem miocardite o percentual de area de edema variou de 2,6 a 30,4%
com mediana de 13% (Figura 25B)

A.Com miocardite B.Sem miocardite
S 3
,\_  \ o %

Figura 22: Microfotografias de areas exibindo edema no miocéardio, dos casos fatais de dengue
autopsiados no SVO-Ce, setas pretas.
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Figura 23 . Microfotografias de areas exibindo necrose no miocéardio, dos casos fatais de dengue
autopsiados no SVO-Ce, setas pretas finas indicam necrose recente (entre 6 e 12h), o circulo indica
necrose mais avancgada (ap6s 12h) e setas grossas indicam necrose em bandas de contragéo.

Apesar dos baixos percentuais de necrose tecidual (Figura 23), nos casos
fatais estudados observamos uma diferenca estatisticamente superior de necrose
nos casos com miocardite (Figura 25C). O percentual de fibrose (Figura 24) foi muito

baixo nos casos fatais e ndo foram observadas diferencas entre os grupos (Figura
25D).
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Figura 24 Microfotografias de areas exibindo fibrose no miocéardio, dos casos fatais de dengue
autopsiados no SVO-Ce, circulo preto
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Figura 25 Percentual das alteracBes histopatolégicas no miocardio dos casos fatais de dengue
autopsiados no SVO.

A) Percentual de area de hemorragia. B) Percentual de area de edema. C)

Percentual de area de Necrose. D) Percentual de éarea de fibrose. Na analise
estatistica foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Valores de p<0.05 foram considerados
estatisticamente significantes.

4.4.1 Quantificacdo de linfocitos T CD4 e CD8 e macrofagos CD68 presentes
no infiltrado inflamatério no miocéardio

Conforme demonstrado nas Figuras 26 e 27, anticorpos monoclonais anti-
CD4, anti-CD8 e anti-CD68 foram usados na identificacdo de linfécitos TCD4, TCD8
e macrofagos respectivamente por imuno-histoquimica e em seguida os casos fatais
foram classificados quanto a presenga ou auséncia de miocardite.

As analises comparativas dos diferentes subtipos de células mononucleares
foram realizadas entre os grupos conforme demonstrado na Figura 28.

Quantificacdo de linfécitos T CD4

Em relacdo as células CD4 positivas, observamos maiores contagens nos
casos apresentando miocardite (Figura 26A, p<0,001). A estratificacdo por faixa

etaria também demonstrou maiores contagens no grupo com miocardite. (Figura
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26B). Nos pacientes com miocardite os valores totais de linfocitos T CD4 variaram
de 2,8 a 22,6 célulass/mm? com mediana de 7,1 células/mm? e os valores
discrepantes foram excluidos. Cinquenta por cento dos valores das contagens de
linfocitos T CD4/mm? nos casos com miocardite ficaram entre 4 e 12 células/mm?.
Nos pacientes sem miocardite a contagem de linfécitos T CD4 foi de no minimo 1,2
e no maximo 9,1 células/mm?.

A Figura 26B mostra a distribuicdo das contagens de células T CD4 positivas
por faixa etaria e ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significante entre as
faixas etarias nos casos com miocardite. No entanto, A faixa etaria >65 anos

apresentou baixas contagens de células T CD4 positivas/mm?.

4.4.2 Quantificacao de linfécitos T CD8

De modo similar ao que observamos para as células CD4 (Figura 26C), as
contagens células T CD8 positivas foram significativamente maiores no grupo com
miocardite (p<0,001). Neste grupo as contagens de células T CD8 positivas variaram
de 1,2 a 26,4 células/mm? com mediana de 5,6 células/mm?. Cinquenta por cento
das contagens de linfécitos T CD 8/mm? nos casos com miocardite ficaram entre 3 e
13,7 células/mm?. Nos pacientes sem miocardite os valores minimo e maximo das
contagens de células T CD8 positivas/mm? foram de 0,2 e 9,6, com mediana de 2,2
células/mm? respectivamente.

A estratificagdo por faixa etaria demonstrou maiores contagens de células T
CD8 positivas nos casos com miocardite (Figura 26D). Foi observada uma tendéncia
de queda da mediana nas faixas etarias de 31-45 e 46-65 com excecdo dos

pacientes acima de 65 anos, que apresentaram uma mediana elevada.
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Figura 26 Quantificagcdo de linfocitos CD4 e CD8 no tecido cardiaco de casos fatais infectados pelo DENV
1,3e4.

A) Contagem de células CD4+ no tecido cardiaco na presencga ou auséncia de
miocardite. B) Contagem de células CD4+ no tecido cardiaco entre 0s grupos
de acordo com a faixa etaria. C) Contagem de células CD8+ no tecido cardiaco
na presenca ou auséncia de miocardite. D) Contagem de células CD8+ no
tecido cardiaco entre os grupos e de acordo com a faixa etaria. Anticorpos
monoclonais anti-CD4 e anti-CD8 foram usados na identificacdo de linfocitos
TCD4, TCD8 por imuno-histoquimica. As contagens foram realizadas por
microscopia Otica. Foram examinados 10 campos de grande aumento
aleatdérios e sua area convertida em milimetros quadrados (mm?). Em seguida
foi calculado o valor total de células positivas para cada marcador/mm? em
cada paciente. Na andlise estatistica foi utilizado o teste de Mann-Whitney.
Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

4.4.3 Quantificacéo de células CD68 positivas
As contagens de células CD68 positivas foram significativamente maiores no
grupo com miocardite, comparadas ao grupo sem miocardite (p<0,0001). A
contagem total de células CD68 nos pacientes com miocardite variou de 4 a 35,1
células/mm?. Nos pacientes sem miocardite o valor minimo e méaximo da quantidade
de células CD68 positivas/mm? foi de zero e 5,3, respectivamente, com mediana de
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9,1 células/mm?. Cinquenta por cento dos valores da quantidade de macréfagos
CD68/mm? nos casos com miocardite ficaram entre 7,6 e 20,8 células/mm?. (Figura
27A).

A Figura 27B mostra a distribuicdo das contagens de células CD68 positivas
nos grupos por faixa etaria. A estratificacdo por idade demonstrou maiores
contagens de células CD68 positivas no grupo com miocardite. Foi notado um

equilibrio entres as medianas nas diferentes faixas etéarias.
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Figura 27 Quantificacdo de macrdéfagos CD68+ no tecido cardiaco de casos fatais infectados pelo DENV.
A) Contagem de células CD68+ no tecido cardiaco na presenca ou auséncia de
miocardite. B) Contagem de células CD68+ no tecido cardiaco entre os grupos
de acordo com a faixa etaria. Anticorpos monoclonais anti-CD68 foram usados
na identificacdo de macréfagos CD68+ por imuno-histoquimica. As contagens
foram realizadas por microscopia 6tica. Foram examinados 10 campos de
grande aumento aleatérios e sua area convertida em milimetros quadrados
(mm?). Em seg;uida foi calculado o valor total de células positivas para cada
marcador/mm< em cada paciente. Na analise estatistica foi utilizado o teste de
Mann-Whitney. Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente
significativos.

Com intuito de averiguar as quantidades relativas dos diferentes tipos de
leucécitos no tecido cardiaco, realizamos a analise da frequéncia diferencial das
células CD4, CD8 e CD68 presentes no tecido cardiaco dos casos com miocardite e
sem miocardite. Como demonstrado na Figura 28, nds observamos aumento
significativo na frequéncia de células CD68 positivas em relacdo as células T (CD4 e

CDS8, respectivamente) nos pacientes com miocardite. Interessantemente, 0 grupo
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sem miocardite apresentou aumento significativo na frequéncia de células T CD4 e
CD8 quando comparadas as células CD68 positivas. Ainda, a analise entre os

subtipos de células T demonstrou maior percentual de células CD4 nesses

pacientes.
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Figura 28 Frequéncia de linfocitos T CD4 e CD8 e macrofagos CD68 presentes no infiltrado inflamatério
no miocardio na presenca ou auséncia de miocardite.

Para a anédlise estatistica foi realizado o teste de Kruskal-Wallis utilizando o
programa GraphPad Prism v.6. Linhas verticais representam a mediana do
grupo e as verticais a variacao interquartil (25 — 75%). * representa P<0,05.

4.5 Expressado da molécula de adeséo celular endotelial plaquetaria (PECAM-
1/CD31) no tecido miocardico dos casos estudados

A molécula de adesdo celular endotelial plaguetaria (PECAM-1) também
conhecida como CD31 foi avaliada no miocardio nos casos fatais infectados pelo
DENV. Em ambos os grupos de pacientes, com e sem miocardite, observamos
células CD31 positivas no miocardio (Figura 29). No grupo com miocardite, a
mediana do percentual de células CD31 positivas foi de 8,8%, variando entre 2,2 e
18,4%. Nos pacientes sem miocardite, a mediana foi de 7,2% com valores minimo e
maximo de 0 e 15,4% respectivamente. Como demonstrado na Figura 29, os casos
fatais infectados pelo DENV e com miocardite apresentaram frequéncia
significativamente maior de células CD31 positivas em comparagdo com 0S casos

sem miocardite (p=0,05).
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(A) Com miocardite (B) Sem Miocardite
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Figura 29 Expressao de PECAM-1/CD31 no tecido cardiaco de caso fatal infectado pelo DENV

A) Expressdo de PECAM-1/CD31 no tecido cardiaco de caso fatal infectado
pelo DENV apresentando miocardite. B) Expressao de PECAM-1/CD31 no
tecido cardiaco de caso fatal infectado pelo DENV sem miocardite. Anticorpos
monoclonais anti-CD31 foram usados na identificacdo de células CD31+ por
imuno-histoquimica. A frequéncia de células CD31 positivas no miocardio foi
avaliada com utilizacdo de um reticulo de 1x1mm, com 50 retas e 100 pontos,
acoplado a ocular do microscopio otico.
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Figura 30 Expressdo de PECAM-1/CD31 no tecido cardiaco de casos fatais infectados pelo DENV.

A) Frequéncia de células CD31 positivas nos grupos sem miocardite e com
miocardite. B) Frequéncia de células CD31+ nos grupos sem miocardite e com
miocardite e de acordo com a faixa etaria. Na analise estatistica foi utilizado o
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teste de Mann-Whitney. Valores de p<0.05 foram considerados
estatisticamente significativos.

46 Descricao da frequéncia e da intensidade de apoptose no tecido
cardiaco nos casos fatais infectados pelo DENV

A presenca de apoptose no tecido cardiaco foi avaliada pela técnica TUNEL
(terminal deoxynucleodyl transferase dUTP nick end labeling). Em ambos os grupos
de pacientes, com miocardite e sem miocardite, foram observadas células marcadas
por TUNEL no miocérdio (Figura 31). Entre os pacientes classificados sem
miocardite, a mediana do nimero de células marcadas por TUNEL/mm? foi de 5,3,
valor que variou entre zero e 12,2. Entre os pacientes com miocardite, a mediana foi
de 3,8 células/mm2 com variagéo de 0,25 a 9,7 células/mm?.

A presenca de apoptose, foi observada em 97% (68) dos pacientes sem
miocardite e em 100% (47) dos pacientes com miocardite.
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Figura 31 Miocardio de caso fatal infectado pelo DENV com célula apoptética marcada por TUNEL.

A) Célula apoptoética marcada pela técnica TUNEL no tecido cardiaco de caso
fatal infectado pelo DENV apresentando miocardite. B) Célula apoptética
marcada pela técnica TUNEL no tecido cardiaco de caso fatal infectado pelo
DENV sem miocardite. As laminas foram incubadas com 50 pyl da mistura de
reacdo TUNEL (5 pl da solugcao da enzima desoxinucleotidil-transferase
terminal, +45 pl da solugdao tampao). A frequéncia de células apoptéticas no
miocardio foi avaliada com utilizacdo de um reticulo de 1xImm, com 50 retas e
100 pontos, acoplado a ocular do microscopio 6tico.

Como demonstrado na Figura 32, as contagens de células apoptéticas foram

significativamente maiores nos tecidos obtidos de pacientes sem miocardite
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(p=0,032). Em relacdo a faixa etaria, observamos maior frequéncia de células

marcadas por tunel nos casos com idade superior a 65 anos.
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Figura 32 Células apoptoticas marcadas por TUNEL no tecido cardiaco de casos fatais infectados pelo
DENV.

Numero de células apoptoéticas nos grupos com miocardite e sem miocardite.
B) Presenca de células apoptoticas de acordo com a faixa etaria. Na anédlise
estatistica foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Valores de p<0.05 foram
considerados estatisticamente significativos.

4.7 Deteccdo das proteinas NS1 e NS3 no tecido cardiaco de casos fatais
infectados pelo DENV

Por fim, avaliamos a presenca das proteinas NS1 e NS3 no tecido cardiaco
dos casos fatais utilizando anticorpos anti-NS1 e anti-NS3 através da técnica de
imuno-histoguimica. Na figura 33 podemos observar tecido cardiaco apresentando

marcacao positiva para NS1 e NS3 em macroéfagos.

Nossos resultados demonstraram que a proteina a NS1 foi detectada no
tecido cardiaco de 17 dos 47 (36%) casos fatais com miocardite. Em relacdo a
proteina NS3, a deteccdo foi de 66% (31/47). A deteccdo da NS1 e da NS3 nos
casos fatais sem miocardite foi de 46% (32/70), e 69 % (49/70) respectivamente
(Tabela 9).
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Tabela 10 Frequéncia de marcacdo das proteinas NS1 e NS3 em macrd6fagos de casos com e sem
miocardite e mediana de células apoptéticas no tecido cardiaco.

Com miocardite Sem miocardite
% (n°casos marcados/total) % (N° de casos marcados/total)

NS1 36 (17/47) 46 (32/70)
NS3 66 (31/47) 69 (49/70)
Células 3,8 5,3

apoptoéticas?

a) Mediana (células/mm?)

Com miocardite A Sem miocardite B
NS1 400x C NS1400x D
NS3 400x NS3 400x

Figura 33 Microfotografias das marcac¢6es imunohistoquimicas das proteinas néo estruturais NS1 e NS3
A e C) Expressao de NS1 e NS3 no tecido cardiaco de caso fatal infectado pelo
DENV apresentando miocardite. B) Expressdo de NS1 e NS3 no tecido cardiaco
de caso fatal infectado pelo DENV sem miocardite. Anticorpos monoclonais
anti-NS1 e anti-NS3 foram usados na identificacdo de macrofagos NS1+ e NS3+
respectivamente por imuno-histoquimica. A identificacdo de células NS1 e NS3
positivas no miocardio foi realizada com utilizacdo do microscopio otico.
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5 DISCUSSAO

Nesse estudo investigamos as  alteracbes anatomopatologicas,
histopatolégicas e imuno-histoquimicas do miocardio de 117 pacientes autopsiados
e que foram a ébitos por dengue. Também foi realizada a analise comparativa dos
parametros clinicos e laboratoriais entre os pacientes que obedeceram aos critérios
preconizados para o diagnostico de miocardite e naqueles sem diagnostico de

miocardite.

Caracteristicas clinicas, demogréficas e laboratoriais dos casos fatais
infectados pelo dengue

Nosso estudo foi realizado numa das regides mais atingidas pela dengue nos
anos de 2011-2012 com 222.432 casos notificado seguido da reintroducdo do
DENV-1 em 2011 e introducdo do DENV-4 em 2012 (Ceara 2016). Analisamos as
caracteristicas clinicas, laboratoriais e demograficas de 117 casos fatais com
confirmacado laboratorial de infeccdo pelo DENV. De acordo com o Ministério da
Saude, pacientes que apresentavam alteracbes graves do sistema nervoso,
disfuncéo cardiorrespiratoria, insuficiéncia hepatica, plaquetopenia igual ou inferior a
50.000/mm3 e que ndo se enquadravam nos critérios da OMS 1997 eram entédo
classificados em DCC (Brasil 2008). A maioria dos casos estudados foram
classificados em DCC e uma minoria deles em FHD demonstrando a dificuldade na
classificacdo segundo critérios da OMS,1997 (WHO 1997).

De acordo com a nova classificacdo clinica proposta pela OMS no ano 2009,
0 manejo adequado dos pacientes depende do reconhecimento precoce dos sinais
de alarme. Esses sinais sdo importantes, uma vez que surgem antes do
estabelecimento da dengue grave e devem ser observados na prevencao de casos
fatais. O Brasil adotou oficialmente a nova classificacéo a partir de janeiro de 2014.
Neste estudo, observamos que todos os casos estudados foram classificados em
DG. Além disso, de acordo com a nova classificagdo, pudemos observar que grande
parte dos casos apresenta sinais de alarmes sendo o0s mais frequentes
hepatomegalia (80,5%), sinais de acumulo de liquido (54,2%) e irritabilidade (61,4%)
em concordancia com outros estudos usando a nova classificacdo (Cavalcanti et al.
2014; Leo et al. 2013).
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As andlises demonstraram que pacientes originarios da epidemia de 2011
apresentaram maior frequéncia de extravasamento plasmatico e de hospitalizacéo
comparados aqueles provenientes da epidemia de 2012. De fato, houve a co
circulacdo do DENV-1, DENV-3 em 2011 e introdug&do do DENV-4 em 2011-2012 no
estado. As infec¢cdes pelo DENV-4 geralmente sdo caraterizadas por um quadro
clinico mais brando em comparagdo aos outros sorotipos (Vaughn et al. 2000). No
entanto, varios estudos tém relatado casos de FHD (Nisalak et al. 2003;
Pichyangkul et al. 2003) e O6bitos (Limonta et al. 2012) com o sorotipo 4,
principalmente nas infec¢des secundarias. A introducdo do DENV-4 certamente teve
muita importancia epidemioldgica principalmente pelo aumento nos numeros de

casos, mas também pelo aumento na gravidade dos mesmos.

Noventa por cento dos casos apresentaram sintomas como dispnéia,
desconforto respiratério, hepatomegalia e tosse. Esse fato chama a atencao pois
eram pacientes, em sua maioria, referenciados de unidades de saude, apesar disso,
em apenas 76% havia relato de hospitalizacdo, e em 7,2% havia a informacédo de
hidratac&o na assisténcia hospitalar, enfatizando a importancia da nova classificacao

‘no manejo clinico dos pacientes infectados pelo DENV.
Diagnostico clinico dos pacientes com miocardite

Nosso estudo demonstrou elevada frequéncia de miocardite nos casos fatais
autopsiados. Dos 117 pacientes estudados, 47 tiveram o diagnéstico de miocardite,
revelando uma frequéncia de 40,2%. Estudo prévio realizado no SVO-CE, encontrou
moderada frequéncia de miocardite 18% (8/44) em casos fatais de dengue (Torres et
al. 2013), utilizando o critério de Dallas com a andlise histopatolégica na coloragéo
de H&E. Contrastando com esse trabalho, encontramos uma prevaléncia de 136,5%
a mais casos de miocardite em pacientes que foram a oObitos por dengue no Ceara.
Essa grande diferenca poderia ser explicada, pelo tamanho da nossa amostra e,
principalmente, pela diferenca entre os critérios e métodos utilizados para o
diagnéstico de miocardite.

O diagnostico de miocardite obedeceu durante muitos anos o critério de
Dallas, proposto em 1986 (Baughman 2006), baseado na categorizacao
histopatolégica. Nos ultimos anos, muitas discussfes foram levantadas sobre a

sensibilidade do diagndstico de miocardite por apenas constatar no tecido cardiaco
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infiltrado inflamatério em torno de midcitos, associado a necrose ou lesédo celular ndo
caracteristico de fenbmeno isquémico (Baughman 2006).

Foi demonstrado em bibépsias cardiacas pés-mortem de pacientes com
diagndstico clinico de miocardite, que a partir de uma Unica bidpsia endomiocérdica,
a miocardite poderia ser demonstrada histologicamente em apenas 25% das
amostras. Utilizando-se os critérios de Dallas, e com mais de 5 biopsias, a
possibilidade de diagndstico aumentou para dois tercos dos pacientes. O critério de
Dallas se mostrou pouco sensivel num estudo multicéntrico, com um indice de
efetividade de 5% em pacientes com suspeita clinica de miocardite (Hauck et al.
1989). Além da limitacdo da amostra, outra limitacdo do critério de Dallas é a
dificuldade de objetivar a andlise histopatolégica em relacdo a quantificacdo do
infiltrado inflamat6rio, que € observador dependente, com grandes discrepancias de
diagnéstico entre patologistas gerais e patologistas experientes em patologia
cardiaca (Aretz et al. 1987; Baughman 2006; Shanes et al. 1987).

Em nosso trabalho adotamos como critério diagnostico o consenso da
Sociedade Europeia de Cardiologia que estabelece a associacdo dos achados
morfolégicos vistos sob microscopia 6tica na coloracdo de H&E e o perfil
imunohistoquimico das populagbes de células do infiltrado inflamatdrio, exigindo
também critérios quantitativos claros: 14 leucécitos/mm?, incluindo 7 linfécitos T/mm?
e até 4 mondcitos CD68 positivos/mm? (Caforio et al. 2013).

O achado de nossa casuistica além de ser contundente em relacdo a
diferenca na sensibilidade dos métodos diagndstico de miocardite, aponta para a
necessidade na definicdo da especificidade de cada exame. Porém, constata, em
nossa populacdo, uma alta prevaléncia de miocardite em pacientes com dengue
grave que foram a Obito.

Independentemente da etiologia, a miocardite ndo € uma doenca fatal, ao
contrario € autolimitada (Kyt6 et al. 2007) e a fatalidade ocorre em 2% dos casos
estando frequentemente relacionada aos casos de miocardite fulminante. A
frequéncia elevada de miocardite na dengue e em especial na dengue grave como
um fator de letalidade, pode estar relacionada as alteracdes vasculares da
microcirculacdo que acompanha a patogénese da dengue, promovendo o
extravasamento vascular intenso, levando a dissociacdo das fibras pelo edema
subsequente e diminuicdo na conducao elétrica em sincicio, como normalmente

ocorreria no musculo cardiaco higido (Yacoub et al. 2014).
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A maioria dos trabalhos associando dengue e miocardite tem o diagndstico da
alteracdo cardiaca com base em achados clinicos e laboratoriais com uma
frequéncia de até 37,5%, assim a analise histopatoldgica miocéardica realizada no
nosso estudo, confirmou a alta frequéncia clinica de miocardite (Arora and Patil
2016). Complicacbes cardiacas e miocardite ocasionada pelo DENV sao
consideradas raras, no entanto existem relatos de miocardite durante a infeccdo pelo
DENV desde a década de 1970 (Nagaratnam et al. 1973). Os mecanismos
propostos incluem efeitos diretos do DENV no miocardio bem como efeitos indiretos
da resposta inflamatéria desencadeada pela infec¢céo (Li et al. 2016).

N&do foi encontrada diferenca estatistica na frequéncia de casos com
miocardite por faixa etaria e sexo, em contraste com achados na literatura que
encontraram uma prevaléncia maior na faixa etaria de 12 a 30 anos e de 2:1 entre o
sexo masculino e feminino (Satarasinghe et al. 2007). No entanto, nossos resultados
mostraram que igualmente criancas, adultos e idosos foram acometidos pela
miocardite induzida pelo DENV. A influéncia da faixa etaria no envolvimento
cardiaco nos pacientes infectados pelo dengue ainda é desconhecida. Observamos
um percentual de 38,2% de casos com miocardite na faixa de 45-66 anos. Esses
pacientes, assim como idosos, normalmente possuem algum tipo de comorbidade e
desta forma devem ser cuidadosamente monitorados. Embora dados da literatura
apontem que cerca de 36,6% dos pacientes tem sintomas clinicos relacionados a
alteracdo cardiaca (Arora and Patil 2016), ndo encontramos na revisdo dos
prontuarios dos 117 pacientes nenhum relato de suspeita clinica de envolvimento
cardiaco.

Estudos prévios encontraram associacao significativa com manifestacfes de
comprometimento cardiaco e a presenca de sinais de alarme e gravidade tais como
hepatomegalia e hemorragias em pacientes infectados (Li et al. 2016). No entanto,
ndo encontramos diferenca estatistica entre 0os grupos de pacientes do nosso estudo
(Tabela 8). Interessantemente, a hospitalizacdo foi mais frequente nos pacientes
com miocardite em concordancia com o estudo de (Li et al. 2016). Esses resultados
enfatizam a necessidade da inclusédo do comprometimento cardiaco como critério de
gravidade conforme nova classificacdo da OMS de 2009 (WHO 2009).

Em relacdo aos sinais e sintomas clinicos, ndo encontramos diferencas entre
0S grupos analisados. A tosse foi 0 sintoma com maior diferenca de percentual

entre os pacientes do grupo com miocardite (81,8%) em contraste com 72% dos
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pacientes sem miocardite. Embora esse sintoma nédo seja relatado nos estudos
clinicos que correlacionam dengue com miocardite, nos chama a atencdo para a
possibilidade de ser devido a congestdo passiva pulmonar secundaria a disfuncéo
cardiaca (Marques et al. 2017).

Pacientes com as formas graves da doenca apresentam frequentemente
anormalidade homeostaticas incluindo deficiéncias em fatores da coagulagéo
sanguinea, trombocitopenia e disfuncdo plaquetaria (Azeredo et al. 2015). Além
disso, envolvimento hepatico é uma das caracteristicas da infec¢cdo pelo DENV e
sdo observadas alteragbes hepaticas, incluindo hepatomegalia e aumentos das
transaminases nos casos graves e fatais.

Estudo recente demonstrou menores contagens de plaquetas e maiores
niveis séricos de AST/TGO nos pacientes infectados pelo DENV e com miocardite
(Li et al. 2016). Nosso estudo demonstrou que ambos 0S grupos, com e sem
miocardite, apresentaram baixas contagens de plaquetas. Nao observamos
diferencas nas contagens de leucocitos ou nos valores do hematdécrito. Além disso,
maiores niveis de AST/TGO e ALT/TGP foram observados dois grupos, mas sem
diferenca estatistica entre eles. Uma das limitac6es do nosso estudo foi a falta de
dados de todos os casos incluidos dificultando as analises estatisticas.

Estudos ja relataram casos de miocardite em pacientes infectados pelo
DENV-2 e DENV-3 (Lee et al. 2010). Demostramos casos de miocardite em
pacientes infectados com DENV-1, DENV-3 ou DENV-4 sugerindo que estes
sorotipos apresentam o potencial no desenvolvimento de miocardite. Ainda, este é o
primeiro estudo a reportar miocardite em pacientes infectados pelo DENV-4. A
presenca do sorotipo DENV 4 pode estar relacionado a endemia na nossa regido
com grande recirculacdo de varios sorotipos e um grande percentual de dengue
secundaria, favorecendo a ocorréncia de doenca mais grave mesmo com um
sorotipo de menor viruléncia.

N&o encontramos diferencas estatisticas quanto a presenca de comorbidades
entre 0s grupos, diferentemente dos trabalhos que confirmam o estado pro-
inflamatodrio do obeso (Redinger 2007), que mantém niveis elevados de citocinas,
além de estudos que mostraram a obesidade como fator de risco para gravidade,
sendo encontrado em 30% dos pacientes que foram a oObito por dengue (Cavalcanti
et al. 2016). A hipertensao arterial sistémica e o diabetes mellitus ndo se mostraram

estatisticamente mais presentes no grupo com miocardite, 0 que ja havia sido
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afirmado por outros autores que viram associacdo entre essas patologias e a

dengue grave (Limonta et al. 2008).

Identificac&o e quantificacéo das altera¢cdes histopatoldgicas no miocéardio

Os achados histopatolégicos avaliados neste estudo foram aqueles
relacionados com as manifestacdes teciduais da dengue em outros sitios, tais como
infiltrado inflamatério, edema, hemorragia e necrose. O infiltrado inflamatério, a
hemorragia e a necrose foram associados a miocardite confirmando o que ocorre em
outros orgaos estudados, como o figado, que nos casos de dengue grave mostra
leséo irreversivel de hepatocitos com niveis das dosagens de AST/TGO e ALT/TGP
alcancando patamares acima de 1000UI/L (P6voa et al. 2014; WHO 2009).

As células dendriticas e os macréfagos séo os principais alvos do DENV in
vivo, no entanto, grande quantidade de tipos celulares, além dos ja mencionados
acima, também podem ser infectados in vitro, como linfocitos, hepatdécitos, células
endoteliais (CE) e mastécitos. Embora o papel dessas células na infeccdo pelo
DENV permanece menos claro in vivo, a ativacdo de células T de memodria
resultando em cascatas de citocinas inflamatorias e outros mediadores quimicos que
desencadeiam a morte da célula infectada através da apoptose € um elemento
critico que contribui para a ocorréncia da dengue grave. Assim a disfuncéo endotelial
proporciona as respostas de aumento da permeabilidade vascular, ocasionando os
diversos edemas cavitarios e intraparenquimatosos, além de ser ativado pelas
citocinas liberadas pelas células inflamatdrias ativadas, como os linfocitos T.

As células endoteliais ativadas pelo DENV produzem quimiocinas e citocinas
gue ativam ou recrutam células imunes ao proprio endotélio. Esta ativacao
descontrolada e persistente do endotélio leva ao intenso aumento da permeabilidade
vascular na microcirculagéo visceral e de serosas, além de estimular a trombose de
pequenos vasos e inflamacéao local (John et al. 2015).

Neste estudo, o edema ocorreu em diferentes graus nos dois grupos e nao
discriminou os casos com miocardite e afetou até 30% da area do tecido examinada
em alguns casos mais intensos. O edema consagra-se como um parametro
importante da infeccéo pelo DENV, especialmente nos casos de maior gravidade, ja
gue ambos os grupos de pacientes foram a o6bito. Independentemente de qualquer

outro parametro, o edema foi 0 achado mais frequente em todos 0s casos.
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Foi demonstrado que edema € inerente a todos 0s casos com e sem
miocardite, mas que o processo inflamatério e todas as repercussdes vasculares,
relacionadas a célula endotelial e a ativagdo de linfécitos T e macrofagos com
liberacdo de mediadores quimicos no miocardio, que levaram a uma maior
repercussao tecidual. Nesse mesmo trajeto segue a hemorragia que a semelhanca
do edema é ocasionada pelo agravamento da lesdo endotelial, que passa a permitir
além do extravasamento plasmatico, o extravasamento celular. A partir deste
entendimento, observamos uma intensidade de necrose e hemorragia
significativamente superior nos casos com miocardite. Nossos resultados
corroboram os achados de Pdévoa et al 2014, que observaram extensas areas de
hemorragia e edema em varios 6rgdos de 4 casos fatais por DENV-3 (Povoa et al.
2014). Autopsias de pacientes do Sri Lanka também, demostraram presenca de

edema, inflamacg&o e necrose do tecido cardiaco (Weerakoon et al. 2011).

Quantificacdo de linfécitos T CD4 e CD8 e macréfagos CD68 presentes no

infiltrado inflamatério no miocardio

Existem poucos estudos relacionados ao perfil imuno-histoquimico das
populacdes de células do infiltrado inflamat6rio na miocardite induzida pelo DENV.
Miranda e colaboradores demonstraram infiltrado de células mononucleares edema
generalizado inflamacdo em amostras de dois casos fatais no Brasil (Miranda et al.
2013b). Nosso estudo demonstrou intenso infiltrado de células mononucleares nos
casos fatais infectados pelo dengue e com miocardite. A analise da frequéncia de
células mononucleares nos diferentes grupos demonstrou maior frequéncia de
células CD68 positivas nos casos com miocardite.

Na dengue, o virus se replica principalmente nas células da linhagem
monocitica, e nossos resultados demostraram uma intensa infiltracdo de macréfagos
no tecido cardiaco sugerindo importante papel para estas células durante a
miocardite. Miagostovich et al 1997 também demostram a presenca de células CD68
positivas no cérebro de 3 casos fatais de dengue no Brasil (Miagostovich et al.
1997). No entanto ainda séo necessarios estudos na elucidacdo do papel destas
células na patogénese da miocardite induzida pelo dengue.

De modo contrario, 0os casos sem miocardite apresentaram menor frequéncia

de células CD68 positivas e maior frequéncia de células CD4 e CD8
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respectivamente. Estudos prévios demonstraram maior frequéncia de linfocitos T
CD4 e CDS8 expressando o receptor de quimiocina CCR5 com baixos niveis da
guimiocina CCL5/RANTES (ligante do CCR5) no sangue. No entanto, elevada
expressado foi encontrada figado de casos fatais sugerindo a migracdo das células
para o tecido hepético (De-Oliveira-Pint et al. 2012). De fato, uma reducdo no
namero de linfocitos T CD4 circulantes com inversdo da taxa CD4/CD8 é descrita na
fase aguda da doenca principalmente nos casos mais graves de dengue (Azeredo et
al. 2001; Green et al. 1999). As causas da reducéao de linfécitos no sangue periférico
sdo discutidas e parecem envolver mecanismos de migracdo e apoptose.
Provavelmente os linfécitos T de pacientes infectados migram para os sitios

inflamados e sofram apoptose nestes locais.

A resposta imune celular tem importante papel na lesdo e disfuncao
miocardica. A miocardite viral é dividida em fase aguda, subaguda e crbnica. A fase
aguda caracteriza-se pela presenca de viremia ocorrendo perda de miécitos por
necrose gracas a acao direta do virus, efeitos citotoxicos de linfécitos T citotoxicos,
mediadores inflamatorios, produtos do estresse oxidativo além de disfuncao
endotelial (Kawai 1999).

Expressdo da molécula de adesdo celular endotelial plaquetaria (PECAM-

1/CD31) no tecido miocardico

Sabe-se que na patogénese do processo inflamatério agudo, inicialmente
ocorrem fendmenos vasculares relacionados a vasodilatacdo mediada pela
histamina num primeiro momento e em seguida pela serotonina, por proteinas
plasméaticas (proteinas ativadas do sistema complemento e cininas), pelas
prostaglandinas, entre outros mediadores, e que estes sdo liberados por mastocitos
teciduais, plaquetas, macrofagos e leucdcitos. Neste segundo momento vé-se o
fendbmeno do aumento da permeabilidade vascular. Estes eventos vasculares tém
por objetivo facilitar o aporte de células inflamatérias, proteinas plasmaticas e
citocinas para o local onde estd havendo a lesdo tecidual, e ocorrem em minutos
apos o contato do tecido com o0 agente agressor e se estendem por algumas horas e
até alguns dias. A medida que o tempo passa, o nivel de organizacdo do processo
inflamatério evolui com participacdo de proteinas e enzimas da matriz extracelular.

Na sequéncia de eventos o endotélio vascular passa a receber novos estimulos,
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agora mediados principalmente pelo fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF). Este fator é expresso em baixos niveis numa variedade de tecidos, mas em
maiores niveis nos poddcitos do glomérulo e nos midcitos cardiacos. Dar-se, entdo a
partir do estimulo do VEGF o inicio da angiogénese, que a semelhanca de outras
etapas do processo inflamatério na presenca de DENV ocorre de uma forma mais
exacerbada, contribuindo com o extravasamento vascular ja elevado (Inyoo et al.
2017).

O CD31/PECAM-1 além de exibir propriedades adesivas durante a
diapedese, é uma molécula de sinalizacdo eficiente para demostrar a angiogénese
(Woodfin et al. 2007). O percentual da marcacdo endotelial pelo CD31/area de
tecido examinada mostrou-se significativamente maior nos casos com miocardite
(p=0,05) em comparacdo com os casos sem miocardite, confirmando a importante
associagdo do processo inflamatorio induzido pelo DENV como potencializador dos
efeitos angiogénicos de origem inflamatéria e sua contribuicdo no aumento do

extravasamento vascular.

Descricao da frequéncia e da intensidade de apoptose no tecido cardiaco nos

casos fatais infectados pelo DENV

A apoptose, também chamada de morte celular programada, é um evento que
ocorre durante o desenvolvimento até o envelhecimento de uma célula, aléem de
contribuir para a homeostase das populacdes celulares nos tecidos. E um processo
controlado de morte celular, orquestrado por uma cascata de eventos bioquimicos,
liderando com mudancas morfologicas e finalmente morte celular (EImore 2007).

Duas vias, uma intrinseca e outra extrinseca, podem ativar a apoptose. Elas
podem funcionar independentemente, porém existem muitas convergéncias, o que
permite a amplificacdo do sinal de morte. Na via extrinseca, a célula responde a
sinais dados através do ambiente pelos receptores de morte, como por exemplo, 0
Fas e o TNF-alfa, e na via intrinseca esses sinais sdo dados através da via
mitocondrial. As duas vias de ativacdo culminam na ativacdo das caspases, uma
classe especifica de cisteina-protease, que clivam proteinas celulares, culminando
na destruicdo celular. Os genes da familia bcl-2 participam da via intrinseca e séo de

grande importancia, pois codificam duas classes de proteinas: aquelas com
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atividade anti-apoptética, como o Bcl-2, e as com atividade pré-apoptéticas (Feig
and Peter 2007).

A apoptose ocorreu em diferentes graus nos dois grupos, no entanto foi mais
intensa nos casos de dengue sem miocardite. Alguns fatores sado capazes de induzir
a apoptose no tecido cardiaco, como a dilatacdo e a hipertrofia ventriculares. A
dilatacdo ventricular quando aguda pode estar associada a elevacdo subita da
pressdo diastolica final do VE, promovendo deslizamento de cardiomidcitos, com
deslocamento de células em direcdo ao epicardio. Esse deslocamento parece
induzir a apoptose, ou seja, a morte celular € mediada por fenbmeno mecanico que
ativariam genes apoptoticos. A dilatacao ventricular aguda também pode aumentar a
expressao do Fas e elevar os niveis enddgenos do superdxido nos cardiomidcitos,
gue por ser um radical livre causa dano direto as ceélulas ou, indiretamente, ativa
genes envolvidos no apoptose. A apoptose ja4 foi relatada em pacientes com
insuficiéncia cardiaca (Cheng et al. 1995; Olivetti et al. 1997). A hipertrofia
ventricular que ocorre em resposta a sobrecarga exercida pela hipertenséo arterial
sistémica, causa alteracdes na circulacdo coronaria, e estd associada a alteracdes
intersticiais, como hiperplasia de fibroblastos e aumento na deposicao de coladgeno
(Hamet et al. 1995).

A morte celular que acompanha a hipertrofia era implicada a necrose que
eventualmente poderia ocorrer por comprometimento do fluxo coronariano ja
mencionado. No entanto, mais recentemente a apoptose foi demostrada em midcitos
de ratos submetidos hipertensédo arterial sistémica cronica (Teiger et al. 1996).

A apoptose de cardiomiécitos também pode ocorrer em associacdo com
distarbios arritmogénicos, tendo sito demostrada em modelos animais com uso de
marcapasso para aumentar a frequéncia cardiaca (Liu et al. 1995). Esse fendmeno
permitiu que fosse levantada a hipdtese de morte por apoptose nos casos de
dilatacao atrial em pacientes com fibrilagdo atrial crénica (Haendchen 1998).

A apoptose € descrita em diversas infeccGes causadas por flavivirus. Mais do
gue isso, ela vem sendo responsavel por um mecanismo citopatolégico em resposta
a infeccdo por DENV in vitro e in vivo sugerindo que, ndo s6 a infeccdo, mas
também um ambiente inflamatério gerado possa contribuir para a indugdo de morte

em células infectadas e/ou ndo (Limonta et al. 2007; Matsuda et al. 2005).
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Recentemente, Torrentes-Carvalno e colaboradores observaram que a
infeccdo pelo DENV-2 aumenta a expressdo de Fas tanto em mondcitos humanos
infectados in vitro quanto em mondocitos e linfécitos de pacientes DENV+ de fase
aguda (Torrentes-Carvalho et al. 2014; Torrentes-Carvalho et al. 2009).

Além disso, comorbidades ou fatores de risco podem estar associados a um
aumento da apoptose relacionada a infeccdo pelo DENV como por exemplo o
diabetes mellitus. Sabe-se que ha uma disfuncdo endotelial e uma producao
exacerbada de citocinas no diabetes com niveis elevados de TNF, VEGF e MCP-1 .
Em estudo de autépsias de cinco casos fatais por DENV-2 em 1997 demonstrou
apoptose de células endoteliais da micro vasculatura do trato digestivo (Limonta et al.
2008).

Por fim, o processo inflamatério, a infeccdo pelo DENV, a hipertrofia cardiaca,
as comorbidades como o diabetes mellitus, a obesidade e a isquemia cardiaca
podem induzir a apoptose. Para melhor compreensdo da sua repercussao sobre o
miocardio precisariamos fazer um estudo pareado onde todos esses fatores fossem

levados em consideracdo na amostra.

Deteccédo das proteinas NS1 e NS3 no tecido cardiaco de casos fatais
infectados pelo DENV

No presente estudo, o antigeno NS1 foi detectado em macréfagos do tecido
cardiaco por imuno-histoquimica em 41 dos 117 casos fatais por dengue
examinados e em 36% dos casos de miocardite e 66% dos casos sem miocardite.
De fato, Lima et al 2011 sugeriram o coracdo como um o6rgao adequado para a
deteccdo da proteina NS1. Estudos recentes demostram o papel patogénico da
proteina NS1 na infeccédo pelo DENV (Beatty et al. 2015; Modhiran et al. 2015). A
proteina NS1 na forma secretada forma imunocomplexos podendo ativar a via do
sistema complemento, contribuindo na patogénese (Avirutnan et al. 2006; Cheng et
al. 2009). De fato, a proteina do capsideo NS1 e o RNA viral foram identificados por
RT-PCR em amostras do tecido cardiaco de casos fatais de dengue, assim como em
outros tecidos tais como figado, pulméo, baco e linfonodos (de Araugjo et al. 2009;
Lima et al. 2011).

A replicacdo viral foi investigada pela deteccdo da proteina NS3 no tecido

cardiaco por imunohistoquimica. Os resultados revelaram de fato, a presenca da
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NS3 no tecido cardiaco dos casos fatais com miocardite e sem miocardite. A NS3,
assim como RNA de fita negativa, foram observados nos macréfagos alveolares, nas
células endoteliais e nos pneumacitos indicando que o DENV e capaz de se replicar
nestes sitios (Balsitis et al. 2009; Jessie et al. 2004). Povoa e colaboradores
detectaram a presenca da NS3 no coracéo de casos fatais de dengue corroborando

os resultados encontrados neste estudo (Pévoa et al. 2014).
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho revelou uma alta prevaléncia de miocardite em casos
fatais de dengue, demostrando um aumento da sensibilidade do diagnostico com o
uso da imunohistoquimica quando comparado com o uso da colocacao pelo H&E.

Os sorotipos DENV-1, DENV-3 e DENV-4 foram detectados nos pacientes
com miocardite demonstrando o potencial destes na indug¢dao de formas graves do
DENV associadas com comprometimento cardiaco.

N&do foram encontradas diferencas nas manifestacbes clinicas ou nos
parametros laboratoriais entre grupos estudados. No entanto, a hospitalizacdo foi
mais frequente nos pacientes com miocardite em concordancia com estudos prévios.

Intenso infiltrado inflamatério mononuclear foi encontrado nos casos com
miocardite e com maior frequéncia de células CD68, alvos do DENV, sugerindo o
envolvimento destas células na patogénese da miocardite induzida pelo DENV.

Analises histopatoldgicas revelaram areas com edema, hemorragia e necrose
do tecido cardiaco, porém a hemorragia e a necrose foram significativamente
maiores nos pacientes com miocardite.

Os resultados demonstraram presenca edema no tecido miocardico nos
casos com e sem miocardite, demonstrando que este € um achado comum nos
casos graves independentemente de suas complicagdes.

Células marcadas por TUNEL foram encontradas no tecido cardiaco dos
casos fatais infectados pelo DENV, tanto nos com miocardite como nos sem
miocardite, com contagens significativamente maiores nos tecidos obtidos de
pacientes sem miocardite, sugerindo a indugdo da apoptose celular no tecido
cardiaco durante a infeccéo.

As manifestacdes clinicas dos pacientes com dengue e estudos post-mortem
fornecem importantes informagcbes sobre a fisiopatologia da infeccdo, embora
existam ainda muitas lacunas quanto os mecanismos envolvidos na miocardite.
Nossos resultados sugeriram que o coracdo é alvo da infeccdo pelo DENV com
intenso processo inflamatorio induzido provavelmente pela resposta imune do

paciente.
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7 PERSPECTIVAS

O presente trabalho cientifico construiu um robusto material de pesquisa que
possibilitara o aprofundamento de varias linhas de estudo sobre a miocardite na
dengue, ajudando no melhor entendimento da miocardite nas viroses em geral e
norteando futuros testes para explicar a leséo.

Diante da pandemia de dengue, houve o aparecimento de formas atipicas da
doenca e uma variagdo da gravidade que depende de mdltiplos fatores, seja do virus
e/lou das populacdes. Assim, um maior conhecimento da patogenia de
manifestacdes cardiacas, torna-se imperioso para o efetivo controle dos possiveis e
terriveis impactos dessa enfermidade negligenciada.

Os resultados aqui apresentados chamam a atencdo para a grande
prevaléncia da miocardite em nosso meio e, consequentemente, seu subdiagnadstico.
Inexisténcia de suspeicao diagnostica na abordagem clinica dos pacientes graves, e
15% de subdiagnéstico dos exames realizados apenas com a investigacdo
histopatolégica. Em se tratando de regides que apresentam quadros epidémicos,
levando em conta a limitagcdo econdbmica para a ampliacdo de técnicas
imunohistoquimicas, e a despeito das varias criticas a classica técnica diagnostica
de Dallas, sugerimos um melhor aprimoramento da mesma. O material existente
poderia ser norteador para a inclusdo de critérios mais quantificativos que
diminuisse a variagdo técnico-dependente, para podermos diminuir uma possivel
subnotificacdo, e assim estimar melhor a prevaléncia da doenca.

Em termos de controle da morbi-mortalidade da doenca em nosso meio, e
em virtude da grande e destoante letalidade da dengue grave no Ceara, o
reconhecimento da alta prevaléncia da miocardite na amostra estudada, impde acéo
das entidades médicas (Conselho Federal de Medicina/Projeto Diretrizes e da
Sociedade Brasileira de Cardiologia) e de érgdos governamentais como o Ministério
da Saude, a revisado dos fluxogramas e protocolos de conduta clinica dos pacientes
com dengue grave, no sentido de implementar uma propedéutica efetiva para
identificacdo de manifestacdes cardiacas e, consequentemente seu manejo

adequado.
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9 ANEXOS

9.1 Aprovacdo no Comité de Etica

CEP INSTITUTO PARA DESENVOLVIMENTO DA EDUCAGAO LTDA - IPADE
FACULDADE CHRISTUS

Of. No. 078/2011
Protocolo do CEP: 078/2011

Pesquisador Responsavel: Prof? Luciano Pamplona de Gées Cavalcanti

Titulo do Projeto: Principais achados clinico-patoldgicos das necropsias dos casos suspeitos de
dengue, ocorridos em 2011 no Ceara.

Levamos ao conhecimento de V. Sa que o Comité de Etica em Pesquisa do Instituto para
Desenvolvimento da Educagédo LTDA - IPADE analisou e aprovou o documento abaixo descrito na
reunido do dia 22 (vinte e dois) de agosto de 2011.

» Cronograma das atividades (justificativa para as atividades que foram prolongadas).

Outrossim, gostariamos de relembrar que:
1. Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP/Instituto

para Desenvolvimento da Educagdo LTDA - IPADE de forma clara e sucinta, identificando a
parte do protocolo a ser modificado e suas justificativas.

Fortaleza, 01 de junho de 2012.

Presidente
CEP/Instituto para Desenvolvimento da Educagao LTDA - IPADE

fuloen T Paxouedas Joskoon
osice ! 2212

Rua: Jodo Adolfo Gurgel, 133 - Bairro: Papicu - Fone (85) 3265.6668 Ramal. 4302
CEP: 60190-060 Fortaleza - CE
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CARTA DE APRESENTAGAO DE PROJETO DE PESQUISA AO
CEP INSTITUTO PARA DESENVOLVIMENTO DA EDUCAGAO LTDA - IPADE
FACULDADECHRISTUS

Eu, Prof. Luciano Pamplona de Gdées Cavalcanti, conforme orientagdo do
CONEP, reapresento o Projeto Pesquisa “Principais achados clinico-patolégicos
das necropsias dos casos suspeitos de dengue, ocorridos em 2011 no Ceara" a
este Comité de Etica em Pesquisa — CEP.

Gostariamos de solicitar a prorrogagédo do protocolo de pesquisa que devera
ser ampliado até dezembro de 2012.

Segue anexo o projeto com as alteragdes do periodo no cronograma, nos
critérios de inclusdo (com 2012) e novo orgamento.

Reafirmamos que o referido projeto ja havia sido aprovado, sem pendéncias,
por esse CEP, conforme protocolo n® 078/2011 (anexo) e que nos foi recomendado
encaminhar ao CEP para formalizar a prorrogagdo. Todos os colaboradores
permanecem os mesmos, portanto ndo se fazendo necessario anexar novas

declaragées, conforme orientagdo do CEP/CONEP.

Fortaleza (CE), 14 de maio de 2012.

)

Lucia%“Pamp ona d

—

Luciano Pamplona de Gées Cavalcante
Coordenagdo Adjunla de Pesquisa e Extensio
Curso de Medicina da Faculdade Christus

FACULDADE
CHRISTUS

Lo ] Comité de Etica em Pesquisa

Protocolo CEP/FChristus: 7% /A% N
Data da Entrega: 314/ 05 /A2
Data da Reunid@o que sera apreciado: AR BV L)M@EDQ/ s
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9.2

W CLL

Carta de anuéncia do Laboratdrio Central do Estado do Ceara

(GOVERNO po )
EstADO po CEARA

Secretaria da Saude

LABORATORIO CENTRAL DE SAUDE PUBLICA-LACEN-CE

CARTA DE ANUENCIA

Eu, Ricardo Carvalho de Azevedo e S4a, Diretor do Laboratorio Central do Ceard, LACEN-CE,
declaro estar ciente e de acordo com a participagdo desta instituig@o na realizagdo do projeto de pesquisa
denominado, “Altera¢des Histopatologicas Cardiacas em Casos Fatais de Dengue”, desenvolvido
pela doutoranda Emilia Tomé de Sousa, CPF 315 810 483-00 do curso de Medicina Tropical —
Doutorado Interinstitucional (DINTER) da Fundagdo 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 2013 da sorologia, RT-PCR e Imunoistoquimica dos casos de diagndstico de Dengue
que foram necropsiados no Servigo de Verificagdo de Obitos Dr. Rocha Furtado do Estado do Ceara
(SVO-CE).

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

apos a aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa.

Fortaleza, 16 de julho de 2014

ardo Carvalho de Azevedo ¢ S4.0%F:
Diretor do Laboratério Central — LA -CE.

AN b
3 '2.0 5‘&&}&3\

A
ROV

Laboratério Central de Satde Piblica- LACEN-CE - Av. Bardo de Studart, 2405
Aldeota — Fortaleza / CE - CEP: 60.120- 002
Fone: 85-3101.1472/3101.1480 - Fax: 3101.1485 — e-mail: lacen@lacen.ce.gov.br
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9.3 Carta de anuéncia do Servico de Verificacdo de oObitos Dr Rocha
Furtado

CARTA DE ANUENCIA

Eu, LUCIANO MONTEIRO FRANCO, Diretor Técnico do Servico de
Verificacao de ébitos Dr. Rocha Furtado da Secretaria de Saude do Estado do
Ceara, declaro estar ciente e de acordo com a participacéao desta instituicdo na
execucao do projeto de pesquisa denominado “Alteragoes histopatologicas
cardiacas em casos fatais de Dengue”, desenvolvido pela doutoranda Emilia
Tomé de Sousa, CPF 315810483-00, do curso de Medicina Tropical -
doutorado interinstitucional (DINTER) da Fundacao Oswaldo Cruz com a
Universidade Federal do Ceara. Essa aluna nao possui vinculo empregaticio ou
funcional junto ao Servigo de Verificagao de 6bitos Dr. Rocha Furtado.

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

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

Fortaleza, 9 julho de 2014.

4
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LUCIANO MONTEIRO FRANCO

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