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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

ALTERAÇÕES HISTOPATOLÓGICAS E IMUNO-HISTOQUÍMICAS 

MIOCÁRDICAS EM 117 CASOS FATAIS DE DENGUE  

RESUMO 

 

TESE DE DOUTORADO EM MEDICINA TROPICAL 

 

Emília Tomé de Sousa 

Introdução: Os vírus dengue (DENV1-4) são os arbovírus humanos de maior 
importância médica no mundo. No Ceará, Nordeste brasileiro, a dengue é 
endêmica 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 à 
manifestações cardíacas. Clinicamente a miocardite, pode ser aguda, crônica 
ou em atividade persistente e fulminante. Podemos ainda classificar a 
miocardite pelos achados histopatológicos, como miocardite linfocítica, sendo 
esse o padrão mais comumente encontrado associado à etiologia viral. Os 
mecanismos relacionados com o acometimento cardíaco incluem efeitos 
diretos do DENV no miocárdio e efeitos indiretos da resposta inflamatória 
desencadeada pela infecção culminando na liberação de citocinas vasoativas 
pró-inflamatórias, responsáveis pelo extravasamento vascular e inflamação 
miocárdica. Igualmente à miocardite fulminante de outras etiologias, a 
miocardite durante a infecção pelo DENV está associada à alta mortalidade. 
Objetivos: Geral: Descrever as alterações morfológicas e imunoinflamatórias 
no miocárdio dos casos fatais de dengue no Ceará no período de 2011-2013. 
Específicos: Descrever características demográficas, clínicas e laboratoriais 
dos casos. Identificar e quantificar as alterações morfológicas; Determinar a 
frequência de miocardite; Definir a frequência de apoptose; Quantificar 
linfócitos T CD4 e CD8, macrófagos (CD68) e marcador endotelial CD31 
presentes no miocárdio e correlacioná-los com os achados morfológicos; 
Verificar a expressão das proteínas NS1 e NS3.   Metodologia: Estudo 
retrospectivo do tipo série de casos, avaliou 117 amostras de miocárdio de 
casos confirmados de dengue e autopsiados no SVO-Ce de janeiro/2011 a 
dezembro/2013, quanto a dados demográficos, clínicos, laboratoriais. A 
análise histopatológica na coloração do HE, avaliou alterações morfológicas 
incluindo edema, hemorragia, necrose, fibrose e infiltrado inflamatório. 
Utilizamos os critérios de Dallas e da WHO/ISFC para o diagnóstico da 
miocardite. Anticorpos monoclonais anti-CD4, anti-CD8, anti-CD68, anti-
CD31, anti-NS1 e anti-NS3 foram usados na identificação das células 
mononucleares, das células CD31+ e para avaliação de proteínas 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 distinção entre sexo e  idade. Os sorotipos 
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identificados foram DENV1, DENV3 e DENV4. Análises histopatológicas 
revelaram áreas com edema, hemorragia e necrose do tecido cardíaco; No 
entanto, a hemorragia e a necrose foram significativamente maiores nos 
pacientes com miocardite. Maior frequência de células expressando a 
molécula CD31/PECAM-1 foram encontradas nos pacientes com miocardite. 
Por outro lado, encontramos maior frequência de células apoptóticas nos 
casos sem miocardite. As proteínas NS1 e NS3 foram detectadas em 
macrófagos e cardiomiócitos dos dois grupos analisados. Conclusão: A 
análise imuno-histoquímica revelou ser 15% mais eficiente na identificação da 
miocardite  em comparação com a análise histopatológica. Não encontramos 
parâmetros bioquímicos, hematológicos ou demográficos que pudessem estar 
associados ao risco de desenvolvimento de miocardite. Não houve suspeita 
clínica em nenhum dos casos estudados. Embora, existam muitas lacunas no 
entendimento dos mecanismos envolvidos na patogênese da miocardite 
induzida pela infecção, este trabalho aponta a necessidade de serem 
propostos pelas entidades médicas e governamentais protocolos para a 
instauração de propedêutica cardíaca eficiente nos casos de dengue grave. 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

CARDIACS HISTOPATHOLOGICAL AND IMMUNOHYSTOCHEMICAL CHANGES 

IN 117 FATAL CASES OF DENGUE 

ABSTRACT 

 

PHD THESIS IN TROPICAL MEDICINE 

 

Emília Tomé de Sousa 

Introduction: Dengue viruses (DENV1-4) are the most important human arboviruses 

in the world. In Ceará, 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 DENV4. 

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 INTRODUÇÃO 

Dengue é a arbovirose mais comum a nível mundial, com transmissão 

ocorrendo em pelo menos 128 países e até 4 bilhões de pessoas em risco, 

sendo mais prevalente nas regiões tropicais e subtropicais do mundo, 

especialmente na Ásia e América Latina (Guzman and Harris 2015; Stanaway 

et al. 2016)  

   O vírus dengue (DENV) pertence à família Flaviviridae e é transmitido 

aos seres humanos pela fêmea do mosquito Aedes aegypti. Compreende 

quatro sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, e DENV-4) distintos. As mais 

recentes estimativas revelam uma variação de 50 a 200 milhões de infecções a 

cada ano e cerca de 20 mil mortes, considerada a mais importante virose 

transmitida por artrópodes 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 doença 

subclínica a uma condição grave e letal (Cucunawangsih and Lugito 2017). 

Ainda há muito o que se aprender sobre a patogênese das diferentes 

manifestações das infecções pelo DENV, como a respeito das variadas 

complicações cardíacas, em especial a miocardite, podendo ser sub-

diagnosticadas na prática clínica  e contribuir para a mortalidade (Martina et al. 

2009a; Miranda et al. 2013b). Na verdade pouco se sabe sobre a expressão da 

miocardite em pacientes que foram a óbito por dengue (Lee et al. 2010; Torres 

et al. 2008). 

1.1 HISTÓRICO DA DENGUE  

O primeiro registro encontrado até agora está em uma enciclopédia 

chinesa de sintomas de doença 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 doença era chamada, pelos 

chineses, de veneno da água, pensando tratar-se de alguma enfermidade 

relacionada a insetos voadores que surgiam da água (Gubler 1998). 
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A disseminação da doença pelo mundo ocorreu concomitantemente com 

o incremento do comércio marítimo que resultou em intensa mobilidade 

humana e do vetor através dos continentes (Gubler 2006). As pesquisas 

sugerem que surtos de doenças nas Índias Ocidentais francesas em 1635 e 

Panamá em 1699 também poderiam ter sido dengue, revelando que o dengue 

ou uma doença muito semelhante teve uma ampla distribuição geografia antes 

do século 18 (Gubler 1998). No entanto as primeiras informações bem 

documentadas de uma doença semelhante à Dengue ocorreu em epidemias na 

Indonésia e Egito em 1779  e na América, em 1780, nos Estados Unidos 

(Gubler 1998).    

O padrão de distribuição da doença no mundo entre os anos de 1780 e 

1940 permaneceu endêmico nas regiões tropicais e subtropicais com grandes 

e infrequentes surtos. Contudo, a infecção pelo DENV atingiu patamares 

elevados de incidência após o fim da segunda guerra mundial, em virtude da 

intensa e desenfreada urbanização o que favoreceu também o aumento da 

população do vetor e seu contato com populações humanas. Neste período 

tiveram início os estudos sobre a doença e o desenvolvimento de testes 

diagnósticos (Gubler 1998). 

A agressão ao ecossistema no sudeste Asiático durante e após a 

Segunda Grande Guerra Mundial permitiu condições favoráveis para o 

aumento das arboviroses. Foi neste cenário que surgiu a primeira epidemia 

conhecida de Febre Hemorrágica do Dengue (FHD), com pandemia global de 

dengue com transmissão epidêmica e hiperendemicidade (circulação de vários 

sorotipos do vírus da dengue); uma doença só recentemente descrita (Gubler 

1998). 

No Brasil, as campanhas de combate ao A. aegypti teveram início com 

Emílio Ribas nas cidades de Sorocaba (1901), São Simão (1902) e Ribeirão 

Preto (1903), seguido por Oswaldo Cruz em 1903, na cidade do Rio de Janeiro, 

estendendo-se a todo Brasil. O último foco do mosquito foi debelado em 1955 e 

o certificado de erradicação 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 Organização Pan-Americana de 
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Saúde, e o A. aegypti foi erradicado na maior parte da América Central e do 

Sul. Entretanto, com a interrupção do programa de erradicação do A. aegypti 

no início da década de 1970, houve um aumento gradual da re-infestação, de 

tal modo que na década de 1990 o vetor havia recuperado a distribuição que 

ocupava antes de sua erradicação (Gubler 1998; Pinheiro and Corber 1997). 

Em 1977 houve o ressurgimento da epidemia de dengue nas Américas, 

com a introdução do DENV-1 na Jamaica, possivelmente tendo sido importado 

da África. A partir daí 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 clínica e laboratorialmente, 

no Brasil, ocorreu em 1981 em Boa Vista (Roraima), tendo sido isolados os 

sorotipos DENV-1 e o DENV-4. Contudo, a propagação para o resto do país, 

não se deu a partir desse episódio, pelo fato do mesmo ter sido rapidamente 

controlado. A disseminação do vírus para o país aconteceu a partir de casos de 

DENV-1 surgidos em Nova Iguaçu (Rio de Janeiro) em 1986 (Teixeira and 

Barreto 1996). 

No período 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 Américas, 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 Saúde 

brasileiro descreveu a situação da dengue no país como "catastrófica" (Löwy 

2017). 

Os fatores meteorológicos, principalmente os índices pluviométricos e as 

variações de temperatura contribuem para o aumento dos vetores, estando 

associados com os picos das epidemias da dengue no Brasil. Contudo, para 

alcançar um melhor controle da dengue é necessário um investimento 

adequado em pesquisa, educação, treinamento e capacitação (Ebi and Nealon 

2016; Viana and Ignotti 2013). 

A dengue é considerada uma doença endêmica no Ceará desde 1986, 

quando foi isolado casos do sorotipo DENV-1 (Teixeira and Barreto 1996). Pelo 

Boletim Epidemiológico da Secretaria Estadual de Saúde do Estado do Ceará, 
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a doença manifesta-se de forma endêmica, e já foram  registradas sete 

grandes epidemias nos anos de 1987, 1994, 2001, 2008, 2011, 2012 e 2015 

(Ceará 2017). 

A introdução do sorotipo DENV-2 no Ceará, em 1994, gerou uma grande 

epidemia com dezenas de casos de FHD e 14 casos fatais. Até aquela data 

não havia sido notificado nenhum caso com vítima fatal (Vasconcelos et al. 

1995). 

Nos últimos anos ocorreram as três maiores epidemias do município, 

causadas por sorotipos diferentes: reintrodução do DENV-2 (2008); 

reintrodução do DENV-1 em 2011 e introdução do DENV-4 em 2012 (Ceará. 

SESA. 2016). Em 2016, no Ceará, foram confirmados 45 casos de Dengue 

Grave (DG) e 191 casos de Dengue Com Sinais de Alarme (DCSA), com 72 

óbitos. No mesmo período de 2015, ocorreram 124 casos de DG e 664 casos 

de DCSA, com 30 óbitos (Ceará 2016).  

1.2 FORMAS CLÍNICAS 

A dengue tem um amplo espectro de apresentações clínicas, muitas 

vezes com formas clínicas imprevisíveis; a infecção por qualquer um dos 

sorotipos pode ser assintomática, na maior parte dos casos, ou pode resultar 

em ampla variação de apresentações clínicas que vão desde uma síndrome 

gripal leve anteriormente conhecida como o dengue clássico ou Febre do 

Dengue (FD), até as formas mais graves da doença, que se caracterizam por 

coagulopatia, aumento da fragilidade e permeabilidade vasculares e derrames 

cavitários podendo evoluir para choque hipovolêmico. Na Ásia, o risco de 

desenvolver doença grave é maior em crianças infectadas até 15 anos, do que 

em adultos. Ao contrário do que ocorre nas Américas, onde os adultos são os 

principais alvos das formas mais graves da doença (Martina et al. 2009a; WHO 

2009). Assim, as infecções foram classificadas em três categorias: febre 

indiferenciada, Febre do Dengue (FD) e Febre do Dengue Hemorrágico (FHD). 

E a FHD ainda foi classificada em quatro graus, sendo os graus III e IV 

definidos como Síndrome de Choque do Dengue   (WHO 1997). 
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1.2.1. Evolução da classificação 

Devido ao grande espectro da apresentação clínica do dengue, a sua 

diferenciação de outras doenças febris era fundamental; então, em 1975 a 

OMS aprovou as primeiras diretrizes para o diagnóstico, onde um provável 

caso de dengue foi definido como uma doença febril aguda acompanhada de 

dois ou mais dos seguintes critérios: dor de cabeça, dor retro-orbital, mialgia, 

artralgia, erupção cutânea, manifestações hemorrágicas e leucopenia. Os 

quatro primeiros critérios são sintomas e, por definição, são relatados pelo 

paciente e não podem ser medidos diretamente pelo médico (Gutiérrez et al. 

2013). Em 1997, a OMS fez a primeira classificação da doença sintomática em 

FD e FHD, e estabeleceu parâmetros de gravidade FHD e Síndrome do 

Choque do Dengue (SCD) (WHO 1997). Para a confirmação de caso de FHD 

seriam necessários 5 critérios (febre de no máximo 7 dias, exame específico 

positivo para dengue, plaquetopenia< 100.000mm3, extravasamento plasmático 

e manifestações hemorrágicas). Esta classificação foi baseada principalmente 

na experiência clínica dos países asiáticos.  Contudo, os estudos adicionais 

revelaram a necessidade de parâmetros de gravidade alternativos mais 

específicos à realidade regionais  (Harris et al. 2015).     

Assim, com a pretensão de melhor identificar os casos graves que 

necessitariam de abordagem mais cuidadosa com internação hospitalar, a 

OMS, em 2009, organizou estudos adicionais que definissem parâmetros de 

gravidade (WHO 2009) com base nos resultados de estudo multicêntrico 

DENCO (Dengue control) realizado em pacientes de todas as faixas etárias do 

Sudeste Asiático  e da América Latina. 

A nova classificação, com maior aplicabilidade para definir os casos de 

dengue segue os seguintes critérios de gravidade da doença (Figura 1): 

1) dengue sem sinais de alarme (DSSA), caracterizada por: 

náusea, vômito, erupções cutâneas, mialgia, cefaléia, artralgia, teste do 

torniquete positivo sem sinais de hemorragia e leucopenia com 

confirmação laboratorial;  

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

sensibilidade abdominal, vômitos persistentes, acúmulo de líquido, 
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letargia, agitação, hepatomegalia (aumento > 2 cm), elevação das 

transaminases hepáticas e diminuição na contagem de plaquetas;  

3) dengue grave (DG), caracterizada por: extravasamento 

plasmático grave, podendo levar ao choque (SCD) e acumulação de 

fluído, acompanhado de desconforto respiratório; hemorragias graves e 

comprometimento de órgãos (lesão hepática, com níveis de aspartato 

aminotransferase (AST) ou alanina aminotransferase (ALT) >1000; 

insuficiência renal, cardiopatia, encefalite ou encefalopatia) (WHO 2009). 

Essa nova classificação considerou, como critério para DG, além do 

extravasamento plasmático grave e da presença de hemorragia grave, a 

presença de comprometimento de órgãos, entre eles o coração. No texto 

publicado pela OMS, a miocardite está referida entre as manifestações 

cardíacas graves (WHO 2009). A incidência de miocardite entre os casos de 

DG, na maioria das áreas endêmicas, permanece desconhecida; podendo se 

manifestar inicialmente por arritmias cardíacas, o que pode levar a episódios de 

síncope e até mesmo a morte súbita (Nigam et al. 2015; WHO 2009). 

 

 

 

Figura 1 Classificação Clínica da Dengue.  Figura adaptada do Manual de Dengue WHO, 2009. 
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À medida que a dengue se espalhou por todas as áreas tropicais, o perfil 

clínico-epidemiológico se diversificou de acordo com a idade, a etnia e o estado 

imunológico das populações afetadas. Desta forma, a  aplicabilidade, 

complexidade e utilidade do Sistema de Classificação se tornou preocupante, 

devido   a sua  limitação na triagem e  gerenciamento clínico dos casos 

(Alexander et al. 2011). 

Nos anos seguintes, a nova proposta foi avaliada através de estudos 

multicêntricos (DENCO), nas mais diversas condições (em epidemias, sem 

epidemias, na atenção básica, em hospitais terciários, em ambulatórios e 

outros) e propondo uma classificação baseada em evidências que melhorariam 

a avaliação da gravidade clínica, bem como de possíveis sinais de alerta de 

progressão provável para doença grave (Alexander et al. 2011). 

Diante dos achados científicos incontestáveis, com o intuito de evitar 

mortes por dengue, o Ministério da Saúde do Brasil apresentou uma ferramenta 

para lidar com casos de dengue, desde o nível primário em saúde até as 

unidades de maior complexidade.  Assim, a partir de janeiro de 2014, adotou a 

nova classificação para os casos de dengue, baseando-se nas manifestações 

clínicas mais comuns da doença e tendo em conta alguns sinais de alarme que 

podem identificar os pacientes que evoluirão para uma forma grave da doença. 

As denominações dengue clássico, FHD (Grau I, II, III e IV), dengue com 

complicação (DCC) e SCD caíram em desuso, dando lugar às seguintes 

denominações: 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 

doença febril, usualmente entre dois e sete dias de duração, e que apresente 

duas ou mais das seguintes manifestações: náusea, vômitos, exantema, 

mialgias, artralgia, cefaleia, dor retro-orbital, petéquias, prova do laço positiva, 

leucopenia. Já os casos de DCSA são quando acompanhados de qualquer 

uma ou mais das seguintes alterações: dor abdominal intensa (referida ou à 

palpação) e contínua, vômitos persistentes, acúmulo de líquidos (ascite, 

derrame pleural, derrame pericárdico), hipotensão 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 hematócrito. Já 
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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), pressão arterial 

convergente (< 20 mm hg), taquipneia, oligúria (< 1,5 ml/kg/h), hipotensão 

arterial (fase tardia do choque), cianose (fase tardia do choque), acumulação 

de líquidos com insuficiência respiratória e sangramento grave ou 

comprometimento grave de órgãos (Brasil 2016). 

Com a adoção da nova classificação não será possível comparar DG 

(nova classificação) com casos de FHD + DCC (classificação antiga), o que 

dificultará em muito o estudo de tendência entre os anos de transição da 

classificação. 

1.3 O VÍRUS 

O DENV é membro da família Flaviviridade, agrupado no gênero 

Flavivirus, que inclui  vírus de importância médica transmitidos por artrópodes 

(febre amarela, vírus da encefalite japonesa) e circula sob a forma de quatro 

sorotipos antigenicamente distintos, chamados de DENV-1, -2, -3 e -4. Estudos 

em micrografia eletrônica demonstraram que os vírions apresentam uma 

superfície lisa e um diâmetro de aproximadamente 500Å, um núcleo eletro-

denso rodeado por uma bicamada lipídica (Kuhn et al. 2002) (Figura 2). 
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Figura 2 Micrografia eletrônica de transmissão de uma célula HepG2 infectada por DENV. 

Pequenas vesículas de 80 a 200 nm de tamanho (pontas de seta) perto da 
periferia celular (A). (B e C) Vesículas em maior ampliação. (D) 
Microparticulas (MPs) em coloração negativa nas grades absorvidas por 
tampão. (E) Partícula de vírus purificada por densidade de sacarose. 
Fonte: Figura adaptada de Punyadee e colaboradores, 2015 (Punyadee et 
al. 2015). 
  

No interior do núcleo capsídeo icosaédrico, encontra-se o material 

genético viral, composto por uma fita simples de RNA polaridade positiva, 

contendo 10.700 nucleotídeos (Figura 3). O genoma viral codifica proteínas 

estruturais e não estruturais. Sendo três estruturais: capsídeo (C), membrana 

(M, transcrita como precursor prM) e a proteína de envelope (E). E sete não 

estruturais: NS1, NS2A/B, NS3, NS4A/B, NS5, essenciais para a replicação 

viral (Kuhn et al. 2002) (Figura 4). É com base nas diferenças antigênicas da 

proteína E, que o DENV é classificado em quatro diferentes sorotipos: DENV 1, 
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2, 3 e 4 (Chuang et al. 2013). A proteína do capsídeo (C) está envolvida com a 

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

 

 

 

Figura 3: Estrutura do vírus dengue. 

(A) Corte longitudinal do vírus, mostrando o nucleocapsídeo icosaédrico 
e a membrana poligonal. As áreas escuras são proporcionais à densidade 
das moléculas por crio-microscopia eletrônica de partículas. Figura 
extraída de Zhang e colaboradores, 2003 (Zhang et al. 2003). 

 

As proteínas da membrana viral desempenham papéis críticos durante o 

ciclo de vida do vírus da dengue, particularmente durante a entrada em uma 

célula hospedeira. As duas proteínas da membrana do vírus da dengue, E e M, 

sofrem mudanças estruturais dramáticas desde a forma amadurecida e 

fusogênica do vírion e, novamente, no momento da infecção. Estas duas 

proteínas são expressas em uma poliproteína que é clivada para produzir o 

precursor de M (prM) e E. Em seguida, após a exposição ao pH neutro do 

retículo endoplasmático, prM se liga à proteína E para formar a forma "imitável 

spiky" do vírus (Zhang et al. 2013). O processo de maturação do vírus ocorre 

na rede trans-golgi e é guiada pela proteína E, que sofre modificações em pH 

baixo (5,8-6,0) no interior do lisossomo (Figura 3). A proteína E exposta na 

superfície viral é composta por três domínios (I, II e III) estando envolvida na 

interação com receptores celulares, fusão com a membrana da célula do 

hospedeiro, montagem da partícula viral e ainda apresenta determinantes 

antigênicos envolvidos na resposta imunológica, induzindo a produção de 
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anticorpos neutralizantes (Chen et al. 1996; He et al. 2016; Modis et al. 2004; 

Roehrig et al. 1998; Yu et al. 2008). 

 

 

Figura 4 O genoma do vírus dengue. 

O Genoma viral codifica três proteínas estruturais C (cápsula), M 
(membrana) e E (glicoproteína de superfície) e sete proteínas não 
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e N55). Fonte: figura 
extraída de  Guzman e colaboradores, 2010 (Guzman et al. 2010) 
 

Dentre as proteínas não-estruturais (NS), a NS1 é glicoproteína, peso 

molecular de 46-55 kDa, dependendo do seu estado de glicosilação. Ela existe 

em duas diferentes formas: ancorada à membrana (mNS1) associada a 

organelas intracelulares ou secretada de células infectadas (sNS1), importante 

para a replicação viral. Estudo demonstrou que níveis plasmáticos elevados de 

NS1 eram mais frequentes nas formas mais graves do Dengue. O DENV NS1 

maduro contém 352 resíduos de aminoácidos com dois sítios de glicosilação 

ligados a N nos resíduos 130 e 207 (Figura 4). Há 12 resíduos de cisteína em 

DENV NS1 que são absolutamente conservados entre todas as proteínas NS1 

de flavivírus, indicando a importância das ligações dissulfureto na estrutura e 

função de NS1. O antígeno NS1 circula em pacientes com dengue desde o 

primeiro dia após o início da febre até o dia 9; com níveis séricos estimados 

entre 0,01 e 50 μg/ml, suas concentrações precoces no sangue estão 

positivamente associadas à gravidade da doença. Portanto, a detecção de 

antígeno DENV NS1, presente na circulação de pacientes infectados, é usada 

com sucesso para o diagnóstico precoce da infecção por DENV (Avirutnan et 

al. 2006; Chuang et al. 2013; Kao et al. 2005). Considerado imunógeno 

candidato à inclusão para estratégia vacinal. 

A NS2A, NS4A e NS4B parecem funcionar como antagonistas da 

transdução de sinais do IFN do tipo 1, citocina envolvida no controle de 

infecções virais (Jones et al. 2005). NS2B é uma proteína associada à 

membrana que funciona como cofator para a ativação da protease NS3 (Erbel 
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et al. 2006). NS3 é uma proteína multifuncional que possui atividades 

enzimáticas envolvida na replicação do RNA (Gorbalenya et al. 1989; Li et al. 

1999). Os domínios protease e helicase da proteína NS3 interagem com o 

hospedeiro estimulando a resposta  imune celular. A proteína NS3 constitui o 

principal alvo de resposta imune mediada por linfócitos T CD4+ e CD8+ 

(Hurtado-Melgoza et al. 2016). NS4A está envolvida na replicação viral, 

promovendo sinalização através da região terminal–C para a translocação da 

NS4B no reticulo endoplasmático, auxiliando a NS3 durante o processo de 

replicação do RNA viral (Miller et al. 2007; Umareddy 2006). A NS5 é uma 

proteína multifuncional bem conservada envolvida na síntese do RNA viral 

(Iglesias et al. 2011).  

1.3.1 Resposta Imunológica Durante a Infecção Pelo Denv. 

As respostas imunológicas inata e a adaptativa são importantes  no 

controle da infecção pelo DENV. As primeiras células infectadas pelo DENV 

são as células dendríticas (dendritic cells-DCs) imaturas presentes na pele 

chamadas células de Langerhans. Durante o repasto sanguíneo pelo vetor,  

partículas virais são internalizadas pelas  células de  Langerhans iniciando a 

produção dos IFN tipo 1 (α, β) nos estágios iniciais da infecção (Wu et al. 

2000).  A ativação e maturação destas células é crucial na resposta antiviral; no 

entanto, também contribui para a propagação 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 produção de IFN tipo 1  ainda é pouco compreendido  (He et 

al. 2016). No entanto, as proteínas NS2A, NS4A, NS4B e NS5 foram 

identificadas como potenciais antagonistas da via de sinalização dos 

interferons (Castro-Mussot et al. 2013). Anticorpos contra a proteína NS1 foram 

encontrados juntamente com a porção C3 do complemento nas mesmas 

células, indicando possível ativação do complemento por parte de 

imunoconplexos formados com a NS1(Avirutnan et al. 2006).  



13 

 

As principais células alvo da infecção pelo DENV são monócitos e as 

DCs, membros da imunidade inata, mas também células apresentadoras de 

antígeno (APCs).  As APCs tais como as DCs e macrófagos, são responsáveis 

pela  indução da resposta adaptativa, tanto do tipo celular como humoral, que 

são altamente específicas, e necessitaram de vários dias para se estabelecer 

(Castro-Mussot et al. 2013). Ambas respostas imunológicas inata e adaptativa 

são ativadas nos  pacientes infectados pelo DENV  que resultam em múltiplas 

vias de ativação com produção  de citocinas e intensa ativação celular 

(Rothman et al. 2014). Neste contexto, altos níveis de citocinas  inflamatórias 

são encontrados na fase aguda tanto da FD como na  FHD. Intensa ativação 

de células NK, monócitos  e  linfócitos T CD4 e CD8 são observados nos 

pacientes infectados. A expansão dos linfócitos TCD8 citotóxicos em resposta 

a infecção pelo DENV contribui na lesão de células não infectadas e desta 

forma contribui para o desenvolvimento da gravidade (Castro-Mussot et al. 

2013). 

Todos os quatro sorotipos do vírus demonstram tropismo para 

monócitos, macrófagos e DCs e causam síndromes clínicas semelhantes, 

incluindo dengue branda, FD e FHD. Embora seu nome sugira o contrário, a 

principal característica da FHD é o aumento da permeabilidade vascular, o que 

provoca uma excessiva perda de plasma que se manifesta como aumento do 

hematócrito (hemoconcentração) e derrames em espaços pleurais e 

peritoneais e pode resultar em choque com risco de vida (Rothman et al. 2014). 

Estudos in vitro e os estudos de autópsia sugerem que três sistemas de órgãos 

desempenham um papel importante na patogênese de FHD/SCD: o sistema 

imunológico, o hepático e as células endoteliais (CE) dos revestimentos dos 

vasos sanguíneos. Certamente, o tropismo tecidual e celular do DENV tem um 

importante impacto no resultado das infecções; contudo, a ausência de um 

modelo animal apropriado dificulta grandemente nossa compreensão do papel 

desempenhado por esse tropismo (Martina et al. 2009a). 



14 

 

  O papel da resposta imune adaptativa durante a infecção pelo DENV e 

os vários mecanismos sugeridos no desenvolvimento das formas graves da 

dengue são bastante discutidos e diversas teorias foram postuladas. 

Mecanismos imunopatogênicos, fatores inerentes aos sorotipos  além de  

aspectos relacionados tanto ao hospedeiro como ao vírus constituem alvos de 

pesquisas ha mais de 50 anos, porém ainda não existe consenso acerca do  

mecanismo envolvido. Os principais mecanismos sugeridos para o 

desenvolvimento das formas graves da dengue são discutidos a seguir. 

Certamente a melhor compreensão da patogênese nos levará ao 

desenvolvimento de melhores terapias para o  tratamento e prevenção.  

1.3.2 A Virulência do DENV 

Os quatro sorotipos do vírus dengue variam em termos de 

patogenicidade e virulência e  os estudos demonstram  a associação dos  

sorotipos 2 e 3 com casos mais graves (Guzman and Isturiz, 2010). Neste 

contexto, o  genótipo asiático do DENV-2 foi mais associado à FHD/SCD do 

que o genótipo americano (Leitmeyer et al. 1999; Watts et al. 1999). Além 

disso, alguns estudos relataram  que certos genótipos e cepas dos sorotipos 

DENV-2 e DENV-3 apresentam um maior potencial de epidemia e virulência 

(Mackenzie et al., 2004). A linhagem II 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 

doença revelaram uma interação altamente dinâmica entre o vírus e a resposta 

imune do hospedeiro demonstrando que os títulos máximos de viremia são 

coincidentes com o aparecimento de febre e outros sintomas clássicos de 

dengue. Uma correlação positiva entre os títulos de viremia e a gravidade da 

doença também foi  demonstrada sugerindo que a alta carga viral nos 

pacientes teria papel num desfecho desfavorável. 
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No entanto, foi demostrado parcela  significativa de pacientes  com altos 

níveis de viremia mas sem extravasamento de plasma. Essas observações 

sugeriram que elevada carga viral não 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 

É notória a diferença, entre os continentes, quando se estuda a 

gravidade da doença (Lan and Hirayama 2011; Loke et al. 2002; Martina et al. 

2009a). Na Ásia, o risco de desenvolver doenças graves é maior em crianças 

infectadas pelo DENV (<15 anos) do que em adultos. Ao contrário, nas 

Américas, a população adulta é mais afetada e, também entre eles, encontram-

se a maioria dos casos graves (Martina et al., 2009). 

Com relação aos fatores genéticos, a evidência indireta da importância 

genética do hospedeiro foi derivada das epidemias cubanas de dengue, onde 

um risco reduzido de FHD / SCD foi observado naqueles com ascendência 

africana em comparação com aqueles com ascendência europeia. As 

observações cubanas coincidem com a baixa susceptibilidade à FHD relatada 

nas populações do Caribe Africano e Negro  (Bäck and Lundkvist 2013). 

Estudos com tipagem de alelos HLA de classe I foram realizados em 

populações etnicamente e geograficamente distintas, e as correlações positivas 

de vários alelos HLA de classe I com susceptibilidade a FHD foram 

encontradas. Uma frequência significativamente maior de alelos HLA classe I A 

* 31 e B * 15 foram encontrados em indivíduos cubanos com infecção 

sintomática por DENV em comparação com controles assintomáticos, que 

apresentaram uma frequência elevada de alelos HLA II DRB1 * 07 e DRB1 * 

04. O DRB1 * 04 também foi o alelo mais frequente associado à resistência à 

FHD nas populações mestiças mexicanas das Américas (Bäck and Lundkvist 

2013). 
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1.3.4 Papel dos Anticorpos na infecção pelo DENV  

 

A infecção primária 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 infecção primária por DENV, a infecção por 

DENV heteróloga secundária aumenta o risco de FHD. Há dados na literatura 

que corroboram com a tese de que infecções secundárias por DENV são 

frequentemente relacionadas ao desenvolvimento de doença grave. Os 

anticorpos subneutralizantes das infecções anteriores não são capazes de 

remover o patógeno; em vez disso, eles ajudam o vírus a entrar em células 

imunes e outras através de receptores Fc, em um fenômeno chamado 

Facilitação dependente de anticorpo (ADE, sigla em inglês para Antibody-

dependent enhancement).  A ADE foi sugerida como um importante 

mecanismo responsável pela imunopatologia da dengue (Bäck and Lundkvist 

2013). 

As infecções secundárias também podem ser influenciadas pelo 

fenômeno de reação cruzada, os anticorpos anti-DENV podem reagir de forma 

cruzada às proteínas do hospedeiro e às células endoteliais, o que pode 

aumentar a disfunção endotelial observada em FHD / SCD. Existe uma boa 

evidência de que os anticorpos contra a proteína viral de superfície (E) reagem 

de forma cruzada com o plasminogênio,  estando  associados com 

sangramento na infecção aguda pelo  DENV, e os anticorpos anti- NS1 do 

DENV reagem de forma cruzada com proteínas do hospedeiro e células 

endoteliais (Bäck and Lundkvist 2013; Londono-Renteria et al. 2017). 

1.3.5  “Pecado Antigênico Original” 

Outro mecanismo bastante discutido e que poderia estar relacionado 

com a patogenia da dengue é o fenômeno conhecido como pecado antigênico 

original das células T. O "pecado antigênico original" durante as infecções 

secundarias é definido como o domínio de anticorpos reativos ou respostas de 

células T a um primeiro sorotipo DENV infectante (o "antígeno original") sobre o 

sorotipo infectante atual. Nas infecções agudas de DENV, as respostas das 

células de memória de   reatividade cruzada foram associadas a gravidade. 

Assim, as respostas alteradas das células T durante infecções secundarias, 
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podem contribuir para a "tempestade de citocinas" e a imunopatogênese de 

FHD / SCD (Zompi and Harris 2013). 

1.3.6 Teoria da produção desregulada de citocinas – “Tempestade de 

citocinas” 

 O DENV infecta predominantemente e se replica dentro de células do 

sistema mononuclear fagocitário, incluindo monócitos, linfócitos, células de 

Kupffer e macrófagos alveolares, mas o vírus pode infectar os leucócitos do 

sangue periférico, fígado, baço, linfonodos, medula óssea, timo, coração, rins, 

estômago, pulmões e possivelmente o cérebro, sugerindo passagem pela 

barreira hematoencefálica (Martina et al. 2009a; Singhi et al. 2007). 

Na reinfecção com um diferente sorotipo, a doença grave está ligada a 

altos níveis de replicação viral reforçada por anticorpos no início da doença, 

seguida por uma cascata de ativação de células T de memória e uma 

"tempestade" de citocinas inflamatórias e outros mediadores químicos. Estas 

citocinas podem atuar diretamente sobre células endoteliais vasculares, 

resultando em extravazamento de plasma. Estudos sobre a extensão da 

ativação de células T em crianças tailandesas com FHD / SCD indicaram que a 

doença grave está associada a frequência na  de ativação de células T 

acompanhadas de apoptose maciça (Pang et al. 2007). 

Embora uma imagem completa e detalhada ainda não tenha surgido, 

atualmente acredita-se que, após uma ativação maciça de células T de 

memória, uma cascata de citocinas inflamatórias ativam as células endoteliais 

vasculares. Este evento é o principal responsável pela criação de um efeito 

endotélico de "peneiração" que leva a extravazamento de fluidos e 

proteínas. Também foi verificado que existem concentrações mais elevadas de 

tais citocinas, liberadas principalmente por células T, monócitos / macrófagos e 

células endoteliais, no soro de pacientes com FHD/SCD, como interferon gama 

(IFN-γ), fator de necrose tumoral alfa (TNFα) 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 Vietnã (Pang et al. 2007) e no Brasil (Bozza et 

al. 2008).  

Anticorpos contra antígenos DENV podem reagir com células endoteliais 

ativando-as e induzindo à secreção de quimiocinas e citocinas, resultando em 
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lesão tecidual e extravasamento plasmático.  Diversos fatores estão 

envolvidos: citocinas (TNFα, IL1b, IL2, IL4, IL6, IL7, IL8, IL10, IL13, IL18, TGFβ 

e IFN-γ), óxido nítrico (Nitric Oxide-NO), VE-caderina, VEGF (Vascular 

Endothelia Growth Factor-VEGF), proteases triptase e quimase. Além disso, a 

lesão irreversível do endotélio parece ser mediada por indução de apoptose de 

endotélio, cérebro, fígado, intestino e pulmão, 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 níveis 

plasmáticos de IL-1β, IL-8, TNF-α e CCL2/MCP-1 (proteína quimiotática de 

monócitos 1, ligante do CCR2) estavam associados à plaquetopenia (Bozza et 

al. 2008). Níveis elevados de CCL2/MCP-1, que atrai monócitos e está 

fortemente envolvido na redução das junções 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 níveis plasmáticos das quimiocinas CXCL10/IP-10 (proteína 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 

exceção dos níveis de CCL5/RANTES  (Chau et al. 2008). (Figura 5).  

 

Figura 5 Níveis de citocinas/quimiocinas e receptores solúveis em pacientes com Dengue, nas 
diferentes formas clínicas. 

Febre do Hemorrágica Dengue (FHD), Febre do Dengue (FD), pacientes 
com Outras Doenças Febris (ODF) e controles saudáveis (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 plamáticas em 

pacientes infectados com DENV mostraram padrões característicos de 

respostas durante o curso da infecção (Figura 6). As citocinas que foram 

induzidas durante a fase febril foram IFN-alfa, refletindo a ativação do sistema 

imune inato (Libraty et al. 2002). Num modelo de primatas não humanos, as 

células dendríticas plasmocitóides circulantes, que são potentes produtoras 

de IFN α, aumentaram em número logo após a inoculação viral e persistiram 

aumentadas durante a fase virêmica (Pichyangkul et al. 2003). Recentemente, 

foi observada maior frequência de células dendríticas plasmocitóides 

circulantes nos pacientes  com FD e altos níveis circulantes  de IFN-alfa 

(Gandini et al. 2013; Torrentes-Carvalho et al. 2009). 

Entre as citocinas, o fator inibidor da migração de macrófagos (MIF) 

foi destacado como um fator no choque e infecção séptica. O bloqueio do MIF 

aumentou a taxa de sobrevivência em um modelo de sepse. Recentemente, 

um nível elevado de MIF também foi observado durante infecções com vírus 

da dengue. O MIF pode ser segregado por uma grande variedade de células, 

incluindo macrófagos, hepatócitos e células endoteliais, após a estimulação. 

Os níveis de MIF estão positivamente correlacionados com gravidade na 

infecção pelo DENV (Chen et al. 2015; Costa et al. 2013).. 

 
Figura 6 Modelo de secreção de citocinas durante a Dengue 
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Temperatura e parâmetros imunológicos durante o curso da infecção pelo 
DENV. Dias de febre: -5 a -1, indicam o período da febre, dia 0 indica o 
início da defervescência e +1 a +4 são os dias após a defervescência. 
Sintomas graves da doença, como extravasamento plasmático, ocorrem 
normalmente no período da defervescência após 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 genótipos e sorotipos 

virais, as respostas imunes anormais do hospedeiro após a infecção também 

podem explicar a progressão da FHD / SCD. Os anticorpos dirigidos contra a 

proteína não estrutural NS1 mostraram reatividade cruzada com plaquetas 

humanas e células endoteliais, que levaram ao dano nas plaquetas e 

endoteliais e à ativação inflamatória. Na verdade, a autoimunidade viral está 

envolvida na patogênese de numerosas infecções virais, como vírus da 

imunodeficiência humana, vírus da hepatite C humana, citomegalovírus 

humano, vírus herpes simplex, vírus Epstein-Barr e DENV (Lin et al. 2006).   

A proteína NS1, que é secretada no início da infecção por DENV, pode 

se ligar ao sulfato de heparano na superfície de uma grande variedade de 

células, incluindo células epiteliais, fibroblastos, hepatócitos e algumas células 

endoteliais. A ligação de NS1 à superfície das células endoteliais pode induzir a 

ativação do complemento, o que pode contribuir para a patogênese do 

extravasamento vascular que ocorre em pacientes com FHD / DSS. A ligação 

de anticorpos anti-NS1 à NS1 ancorada na membrana também pode induzir 

transdução de sinal, levando a fosforilação de proteína tirosina que pode afetar 

a replicação DENV dentro de células infectadas.  

Por outro lado, a proteína NS1 interage com as proteínas C4 e C4B do 

sistema complemento podendo levar a degradação de C4 que por sua vez 

pode proteger o DENV da lise dependente de complemento. Portanto, NS1 é 

um fator viral que pode aumentar a replicação do DENV e a evasão da 

resposta imune (Lin et al. 2006). 

Estudos em camundongos e em pacientes com DENV mostraram que 

os autoanticorpos podem reagir de forma cruzada com as plaquetas. Estes 

anticorpos anti-plaquetas podem representar outro mecanismo possível pelo 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3704815/#B55
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3704815/#B55
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qual o consumo de plaquetas é aumentado durante a infecção por DENV. Além 

disso,  outros estudos relataram que os anticorpos anti-NS1 podem reagir de 

forma cruzada com diferentes moléculas e células relacionadas à coagulação, 

como plasminogênio humano, trombina, plaquetas e células endoteliais e que 

na fase crítica da DG os níveis de autoanticorpos antiplaquetários e os 

autoanticorpos anticélulas endoteliais são mais elevados do que na dengue 

sem sinais de alarme, coincidindo com aumento da permeabilidade vascular e 

a plaquetopenia  (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 são os principais responsáveis pela reatividade 

cruzada (Chuang et al. 2014). (Figura 7) 

 

Figura 7 Viremia, resposta antígêno-anticorpo contra a proteina NS1 durante a infecção DENV. 

Demonstração esquemática da relação entre o extrazamento vascular, 
trombocitopenia, a cinética da viremia, a detecção NS1 e de anticorpos 
anti-DENV nos soros de pacientes com dengue durante a fase febril, fase 
crítica e fases de recuperação da doença. Fonte: Figura adaptada de 
Chuang e colaboradores, 2013 (Chuang et al. 2013). 

1.4 MIOCARDITE 

1.4.1 Coração e Miocárdio 

O coração é uma bomba muito eficiente que possibilita o suprimento 

constante de nutrientes aos tecidos e a excreção de produtos residuais. A 

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
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doença cardiovascular é a principal causa de morte no mundo, sendo sua 

maioria em países 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 350g), sendo que o aumento do tamanho e peso 

cardíacos acompanham muitas formas de patologias (Abbas, A.K., Fausto, N, 

Kumar 2008). 

Responsável pela função de bombeamento do coração, o músculo 

cardíaco, miocárdio, é composto principalmente de uma coleção 

especializada de células chamadas de cardiomiócitos, miócitos atriais e 

ventriculares (Abbas, A.K., Fausto, N, Kumar 2008). Essas células são 

alongadas e ramificadas, com estriações transversais e um ou dois núcleos 

localizados centralmente. Cada célula mede aproximadamente 15µm de 

diâmetro por 85 a 100 µm de comprimento, circundadas por uma delicada 

bainha de tecido conjuntivo, que contém abundante rede de capilares 

sanguíneos, que se prendem por meio de junções intercelulares complexas. 

Uma característica exclusiva do músculo cardíaco são as linhas transversais 

fortemente coráveis que aparecem em intervalos irregulares ao longo da 

célula são os discos intercalares,  são complexos juncionais, com aspecto de 

escada, encontrados na interface de células musculares adjacentes (Figura 8) 

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

 

 

Figura 8 Tecido muscular cardíaco, mostrando miócitos normais (HE 400x) Fonte: o próprio autor. 
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Para que as células musculares cardíacas não se separem durante a 

atividade contrátil, elas são unidas por desmossomos. Do ponto de vista 

funcional, a passagem de íons permite que cadeias de células musculares 

cardíacas se comportem como se fossem um sincício, pois o sinal para a 

contração passa como uma onda de uma célula para a outra. Seu citoplasma 

é rico em proteínas contráteis, além de conter numerosas mitocôndrias, estas 

ocupam aproximadamente 40% do volume citoplasmático. O músculo 

cardíaco é capaz de armazenar ácidos graxos sob a forma de triglicerídeos 

em gotículas lipídicas no citoplasma dos miócitos. Há pequena quantidade de 

glicogênio, que fornece glicose quando há necessidade. Os miócitos podem 

apresentar grânulos de lipofuscina, localizados principalmente próximo às 

extremidades dos núcleos celulares. A lipofuscina é um pigmento de desgaste 

que aparece nas células que não se multiplicam e tem vida longa, como é o 

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

1.4.2 Definição e Classificações de Miocardite 

Sob a designação de miocardite está um grupo diverso de patologias, 

infecciosas e/ou inflamatórias que provocam lesão do miocárdio; o que as 

distinguem principalmente da inflamação miocárdica secundária a fenômeno 

isquêmicos (Abbas, A.K., Fausto, N, Kumar 2008). 

 O termo é geralmente utilizado somente para inflamação difusa do 

miocárdio que resulta em sintomas, apesar de miocardite focal também ser 

descrita (Abbas, A.K., Fausto, N, Kumar 2008). Miocardite pode ser idiopática, 

causada por uma infecção específica, ou resultar de um distúrbio autoimune, 

ou ainda a combinação de mais de uma causa. Atualmente tem se utilizado 

também o termo cardiomiopatia inflamatória referindo-se à miocardite (Caforio 

et al. 2013). 

Clinicamente a miocardite pode ser aguda (autolimitada), crônica ou em 

atividade persistente e fulminante. Na etiologia da miocardite aguda podemos 

ter uma vasta lista de vírus, bactérias, fungos, além de doenças do colágeno, 

vasculite, drogas e toxinas, no entanto, mais de 50% dos casos é idiopática, a 

miocardite aguda pode ser autolimitada, sem falência cardíaca, ou pode ter 

sinais de dano cardíaco e ainda evoluir para a miocardite fulminante (Caforio et 
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al. 2013). A miocardite fulminante é aquela de instalação rápida e caso não 

seja instituído um tratamento anti-inflamatório agressivo, causará falência 

cardíaca grave. Em geral é causada por infecções virais ou doenças 

autoimunes. Durante a fase ativa da miocardite, o coração pode parecer normal 

ou dilatado, podendo haver algum grau de hipertrofia a depender da duração 

da doença; se o paciente sobreviver à fase aguda, as lesões inflamatórias 

podem regredir sem ou com lesão residual (Abbas, A.K., Fausto, N, Kumar 

2008). Há ainda uma outra forma clínica de miocardite caracterizada pelo 

desenvolvimento de fibrose e formação de células gigantes, inflamação crônica 

e necrose persistentes (Abbas, A.K., Fausto, N, Kumar 2008).  

Quanto à etiologia a miocardite pode ser classificada como causada por 

agentes infecciosos, ou como miocardite imuno-mediada, como a que ocorre 

em  doenças sistêmicas, ou ainda miocardite tóxica, em geral secundária a 

drogas,  as principais causas estão resumidas na tabela 1 (Caforio et al. 2013). 

Contudo, mesmo sendo de causa infecciosa, a doença em curso poderá ser 

diretamente devido a presença do agente infeccioso no coração e/ou devido ao 

ataque imunopático (Rose 2016). 
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Tabela 1 Principais causas de Miocardite / Cardiomiopatia Inflamatória 

Miocardite infecciosa 

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

Espiroqueta Borrelia (Doença de Lyme), Leptospira (Doença de Weil) 

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

Protozoário 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 

Vírus Vírus RNA: Coxsackievirus A e B, echovirus, polivírus, vírus da influenza A e B vi, 
vírus sincicial respiratório, vírus da caxumba, vírus do sarampo, vírus da rubéola 
vírus da hepatites C, vírus da dengue, vírus da febre amarela, vírus da 
Chikungunya, virus Junin, vírus da febre de  Lassa, vírus da raiva, vírus da 
imunodeficiência humana -1 
vírus DNA: adenovirus, parvovirus B19, citomegalovirus, herpes virus-6 humano, 
virus Epstein-Barr, herpes simples vírus, vírus varicela-zoster, vírus da varíola e 
vírus vaccinia  

Miocardite imunomediada 

Alérgenos vacinaToxoide tetânico, doença do soro 
Drogas: penicilina, cefaclor, colchicina, furosemida, isoniazida, lidocaína, 
tetraciclina, sulfonamidas, fenitoína, fenilbutazona, Metildopa, diuréticos tiazídicos, 
amitriptilina 

Aloantígenos Rejeição a transplante cardíaco 

Autoantígenos Associado a distúrbios autoimunes ou imuno-mediados: lúpus eritematosos 
sistêmicos, artrite reumatóide, Síndrome de Churg-Strauss, doença de Kawasaki, 
doença inflamatória intestinal, esclerodermia, polimiosite, miastenia gravis, 
diabetes Mellitus insulino-dependente, tireotoxicose, sarcoidose, granulomatose 
de Wegener, doença cardíaca reumática (febre reumática). 

Miocardite tóxica 

Drogas  Anfetaminas, antraciclinas, cocaína, ciclofosfamida, etanol, fluorouracilo, lítio, 
catecolaminas, hemetina, interleucina-2, Trastuzumab, clozapina 

Metais pesados Cobre, ferro, chumbo (raro, mais comumente causam a acumulação 
intramiocitária) 

Miscelânia Picadas de escorpião, picadas de cobras e aranhas, picadas de abelhas e vespas, 
monóxido de carbono, inalantes, fósforo, arsénio,  

Agentes físicos  Radiação e choque elétrico 

Miocardite Periparto Idiopática, 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 histopatológicos, 

como miocardite linfocítica, sendo esse o padrão mais comumente encontrado. 

Nele há um predomínio do infiltrado inflamatório de linfócitos e histiócitos, 

podendo haver polimorfonucleares de permeio, acompanhado de necrose de 

miócitos; em geral está relacionada com as viroses e distúrbios autoimunes 

(Burke and Tavora 2011). Outro padrão é a miocardite por hipersensibilidade, 

onde tipicamente encontramos infiltrado eosinofílico, 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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tóxica onde encontramos necrose em banda de contração, vasculite, edema 

intracelular e infiltrado inflamatório misto, com predomínio de neutrófilos, 

linfócitos B e macrófagos (Burke and Tavora 2011). Temos ainda a miocardite de 

células gigantes e a sarcoidose cardíaca, elas compartilham os achados de 

inflamação granulomatosa, mas com diferenças nas apresentações clínicas e no 

curso da doença (Burke and Tavora 2011). A primeira é caracterizada por ser 

um processo inflamatório agressivo contra o miócito, enquanto a sarcoidose 

cardíaca representa um envolvimento cardíaco de uma doença primariamente 

sistêmica, que não tem o músculo cardíaco como seu principal alvo de 

destruição (Burke and Tavora 2011).  

Para o diagnóstico de miocardite em 1986 foram propostos os critérios de 

Dallas que forneceram categorização histopatológica pela qual a miocardite 

poderia ser estabelecida. Pelos critérios de Dallas, miocardite requer infiltrado 

inflamatório associado a necrose não isquêmica de miócito, ou associado a 

degeneração celular representada por vauolização ou ruptura de miócitos. A 

miocardite borderline requer um infiltrado inflamatório discreto e nenhuma 

evidência microscópica de necrose de miócitos. Esses critérios foram utilizados 

preferencialmente por patologistas americanos por cerca de dez anos. No 

entanto, a falta de padronização da amostragem, a variação na interpretação 

mesmo entre os especialistas, a discordância entre os achados morfológicos 

quando relacionados a outros marcadores de infecção viral e de ativação imune 

no coração, sugeriram que os critérios de Dallas isoladamente não eram mais 

suficientes para contemplar o diagnóstico de miocardite(Baughman 2006). Por 

esses motivos em 1995 foi então proposta pela WHO/ISFC (Richardson et al. 

1996) uma nova classificação que utiliza critérios imunológicos e imuno-

histoquímicos para o diagnóstico de miocardite que incluem a presença no 

tecido cardíaco de mais de 14 leucócitos/mm
2
, incluindo 7 linfócitos T/mm

2 
e até 

4 monócitos/mm2 (Basso et al. 2013; Caforio et al. 2015; Caforio et al. 2013). 

1.4.3 Patogênese da Miocardite na Dengue 

Os mecanismos patogênicos subjacentes à insuficiência miocárdica 

ainda precisam ser elucidados, mas a maioria dos pacientes não tem evidência 

de doença miocárdica, a invasão viral direta de cardiomiócitos é improvável. 
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Outros mecanismos postulados incluem edema do miocárdio por 

extravasamento capilar local, presença de um fator inotrópico negativo circulante 

do miocárdico (por exemplo, um ou mais mediadores pró-inflamatórios), 

hipoperfusão coronária, pela vasodilatação, alteração da homeostase do cálcio, 

ou uma combinação desses fatores. Em contraste, na miocardite fulminante da 

dengue, existem evidências de necrose de miócitos com aumento substanciais 

nos níveis de biomarcadores cardíacos, alterações no segmento ST simulando o 

achado do eletrocardiograma (ECG) de infarto agudo do miocárdio, sintomas 

cardíacos específicos, 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 está associada à alta mortalidade  

(Kirawittaya et al. 2015; Ku and Yu 2016; Lee et al. 2010; Lin et al. 2015; Póvoa 

et al. 2014). Atualmente, a partir de dados disponíveis na literatura não é 

conhecido se graus leves de comprometimento do miocárdio observados em 

muitos pacientes com dengue são o resultado miocardite subclínica com casos 

fulminantes representando o pior desfecho deste espectro, ou se existem 

entidades patológicas distintas. Vários graus de lesão miocárdica ocorrem em 

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

 

Figura 9 Possíveis mecanismos imunológicos e virais envolvidos nas manifestações cardíacas e 
vasculares da dengue.Fonte: figura adaptada de Yaccoub e colaboradores, 2014 (Yacoub et al. 
2014) 
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De acordo com os mecanismos propostos: o DENV é fagocitado por 

macrófagos com a ativação de células T resultante e liberação de substâncias 

vasoativas e pró-inflamatórias, citocinas responsáveis pelo extravasamento 

capilar e possivelmente também pelo comprometimento do miocárdio. A 

interação entre o NS1 e a camada de glicocálice do endotélio vascular 

potencializa o aumento da permeabilidade capilar (Yacoub et al. 2014). O 

plasma presente no interstício resultante desse extravasamento, pode contribuir 

para a disfunção cardíaca, levando à diminuição da pré-carga, alteração da 

microcirculação coronária e edema intersticial miocárdico. A alteração da 

homeostase do cálcio intracelular também foi demonstrada nos pacientes 

infectados (Yacoub et al. 2014). 

A miocardite na dengue vem ganhando importância de forma expressiva 

pelo aumento das epidemias e o aparecimento da miocardite em formas graves 

da doença, mas há poucos trabalhos publicados (Bich et al. 2015; Byard 2016; 

Li et al. 2016; Yacoub et al. 2014). A prevalência dessa manifestação em 

pacientes com dengue ainda é incerta, com grande variação entre os poucos 

trabalhos publicados; em Belgaum, na Índia, revelou uma prevalência de 37,5% 

em casos graves de dengue hospitalizados, por outro lado, na Tailândia, 

pesquisadores falam que a miocardite se trata de manifestação rara (Arora and 

Patil 2016; Wiwanitkit 2006). 

Ainda não está estabelecido se a susceptibilidade à miocardite está 

relacionada a algum sorotipo específico (Li et al. 2016). Pouco se conhece 

sobre as alterações histopatológicas e imuno-histoquímicas da miocardite em 

pacientes humanos com confirmação sorológica ou molecular da dengue 

(Shivanthan et al. 2015; Torres et al. 2013). A grande expressão dos resultados 

das pesquisas deu-se sem comprovação por biópsia endomiocárdica, padrão-

ouro para o diagnóstico  (Kindermann et al. 2012). 

Os trabalhos apontam para uma associação da miocardite com casos 

graves da doença, o que ainda não está bem esclarecido. Contudo, o 

aprimoramento desses conhecimentos se apresenta como prioritário, pois 

podem indicar estratégias mais eficientes para o controle das elevadas taxas 

de mortalidade que encontramos em nosso país, incluindo mais adequada 

propedêutica 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 publicações 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 

título, apenas 68 apresentavam alguma citação da miocardite. Trabalhos que 

falam especificamente sobre a miocardite na dengue, onde os dois descritores 

se encontram no título do trabalho, a busca no PUBMED só revelou 34 

trabalhos.  

Dos trabalhos que citam a dengue e o descritor autópsia (―autopsy‖), só 

encontramos 59 trabalhos publicados. Quando o descritor dengue vai para o 

título, cai para 49 e se for algo mais específico, com os dois descritores 

(―dengue‖ e ―myocarditis‖) no título, encontramos apenas 2 (o mesmo com o 

termo ―necropsy‖). 

1.5 JUSTIFICATIVA 

A incidência global de dengue cresceu drasticamente nas últimas 

décadas, no entanto o aumento no número de casos de dengue grave, que 

deveria ser uma minoria (5% ou menos), dentro de um universo de 40 milhões 

de casos sintomáticos, torna-se bastante preocupante (Castro et al. 2017; 

Shepard et al. 2016). No Brasil, por exemplo, entre 2000 e 2015, o número de 

casos aumentou 232,7% e a mortalidade, teve uma elevação de 639,0% 

(Araújo et al. 2017). Além disso, a dengue epidêmica, 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 

manifestações inespecíficas ou incomuns levem à morte; dentre elas a 

miocardite (Bich et al. 2015; Byard 2016). 

Nos últimos cinqüenta anos, apesar das intensivas e extensas 

investigações, a patogênese da dengue ainda não é claramente compreendida 

e, só recentemente, as pesquisas vêm dando mais ênfase ao estudo do papel 

dos eventos intracelulares na patogênese da infecção (Jain et al. 2014). 

Especificamente em relação à miocardite, os estudos ainda são controversos a 
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respeito da sua prevalência entre os pacientes com dengue e estudos clínicos 

com pacientes graves sugerem que essa complicação não é rara (Li et al. 

2016; Yacoub et al. 2014) Por outro lado, outros estudos enfatizam que a 

miocardite se trate de uma manifestação rara (Arora and Patil 2016; Wiwanitkit 

2006). Fatores genéticos entre as populações são associados com casos 

graves e devem ser também considerados na miocardite, o que exigiria uma 

abordagem regional (Bäck and Lundkvist 2013; Martina et al. 2009a; Martina et 

al. 2009b). Também não está estabelecido se a susceptibilidade à miocardite 

está relacionada a algum sorotipo específico (Li et al. 2016). Pouco se conhece 

sobre as manifestações cardíacas na dengue, principalmente sobre a sua 

patogênese, bem como há apenas poucos relatos de caso sobre as alterações 

histopatológicas e imuno-histoquímicas em pacientes humanos com 

confirmação sorológica ou molecular da dengue (Póvoa et al. 2014; Shivanthan 

et al. 2015; Torres et al. 2013). 

Embora milhares de pacientes infectados pelo DENV tenham sido 

notificados nos últimos 60 anos, apenas uma pequena parcela dos casos fatais 

fora submetidos à autópsia (Martina et al. 2009a). No Sudeste Asiático e nas 

Américas, por exemplo, a pesquisa histopatológica nos óbitos por DHF/DSS é 

difícil de ser realizada, principalmente em locais onde não há tecnologia de 

laboratório apropriada ou quando a autópsia não é aceita, devido a práticas 

culturais e religiosas (Martina et al. 2009a). 

Sabe-se que o padrão ouro para o diagnóstico de miocardite atualmente 

é o estudo histopatológico e imuno-histoquímico, mas na sua maioria, as 

pesquisas têm se limitado à descrição de alterações clínicas compatíveis com 

miocardite, sem a comprovação por biópsia endomiocárdica (Kindermann et al. 

2012). O desconhecimento da frequência da miocardite na dengue, podem 

levar a omissões gravíssimas na adequada propedêutica clínica. A taxa de 

mortalidade de pacientes com dengue grave não tratada ou inadequadamente 

tratada é altíssima, superior a 20%, o que impõe melhor conhecimento da 

miocardite na dengue grave (Aslam et al. 2016; Byard 2016; Li et al. 2016).  

Em 2011, o Ministério da Saúde do Brasil, colocou entre as 

necessidades nacionais as pesquisas nessa área. Está bem claro na Agenda 

Nacional de Prioridades de Pesquisa em Saúde que o país precisa aumentar a 
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produção de conhecimento nos estudos das manifestações não usuais da 

dengue nos seus diferentes aspectos: frequência, gravidade, fatores de risco 

(Brasil 2011). Também aponta a necessidade de avanço nos estudos da 

fisiopatogenia das condições graves dessa doença. 

Assim, este trabalho se apresenta exatamente dentro das prioridades 

nacionais, contribuindo para a demonstração das alterações histopatológicas 

no miocárdio em casos fatais, comprovadamente infectados pelo DENV, o que 

poderá trazer mais subsídios para o entendimento da fisiopatologia da 

miocardite em pacientes graves. Também ajudará, através de novos 

conhecimentos epidemiológicos e patogênicos, na elaboração de protocolos 

mais adequados, o que colaborará para a eficiência e impacto das ações que 

são desenvolvidas a nível nacional e regional pelo Programa Nacional de 

Controle de Dengue. 
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2 OBJETIVOS  

2.1 Objetivo Geral 

 Avaliar a frequência da miocardite nos 117 casos fatais de dengue 

necropsiados no Serviço de Verificação de Óbitos através das 

alterações histopatológicas, imunológicas e inflamatórias. 

2.2 Objetivos Específicos 

 Descrever as características demográficas, clínicas e laboratoriais de 

casos fatais de dengue nos anos de 2011 a 2013. 

 Identificar e quantificar as alterações histopatológicas no miocárdio, 

incluindo edema, infiltrado inflamatório, necrose, fibrose e hemorragia, 

em pacientes com dengue necropsiados. 

 Quantificar linfócitos T CD4+ e CD8+ e macrófagos presentes no 

infiltrado inflamatório no miocárdio. 

 Relacionar a presença de linfócitos T CD4+ e CD8+ e macrófagos 

CD68+ entre os grupos com e sem miocardite. 

  Avaliar possível correlação da miocardite com a presença das 

alterações histopatológicas, incluindo edema, infiltrado inflamatório, 

necrose, fibrose e hemorragia, em pacientes com dengue necropsiados; 

 Identificar a frequência e a intensidade da expressão do marcador 

endotelial CD31 no tecido miocárdico dos casos estudados, 

correlacionando-a com os grupos com e sem miocardite. 

 Descrever a frequência e a intensidade de apoptose nos miócitos, 

correlacionando-a com os grupos com e sem miocardite. 

 Detectar e avaliar a expressão de antígenos virais das proteínas NS1 e 

NS3 no tecido cardíaco dos casos estudados.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Desenho e período do estudo 

Foi realizado um estudo do tipo série de casos retrospectivo, de 

pacientes necropsiados no Serviço de Verificação de Óbitos Dr Rocha Furtado 

(SVO-Ce) no período de janeiro de 2011 a dezembro de 2013. 

3.2 População e amostra do estudo  

A população de estudo foram casos suspeitos de dengue que deram 

entrada no SVO-Ce no período de janeiro de 2011 a dezembro de 2013. 

Os critérios de inclusão da a amostra estudada:  

 Paciente ter tido diagnóstico confirmado de dengue por um dos 

seguintes métodos; sorologia (ELISA), pesquisa do antígeno NS-1 

e/ou isolamento viral no líquor (post-mortem), imuno-histoquímica 

para detecção do DENV no fígado ou por PCR nos tecidos a 

fresco.  

 Paciente que foi submetido à necropsia. 

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

Ce, amostra de tecido cardíaco. 

Os critérios de exclusão foram: 

 Impossibilidade técnica de classificação imuno-histoquímica da 

miocardite, por desprendimento das microsecções das lâminas de TMA 

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

 Casos não confirmados por nenhuma das técnicas de diagnósticas 

utilizadas para dengue. 

Amostra do estudo: 

Entraram no critério de inclusão 117 pacientes necropsiados. Foram 

excluídos 4 casos por impossibilidade técnica de classificação imuno-
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histoquímica de miocardite. Esta amostra representa 95% dos 123 óbitos por 

dengue identificados no SVO que tiveram diagnóstico confirmado, e que foram 

notificados ao Núcleo de Vigilância Epidemiológica do Estado do Ceará.  

Os critérios utilizados para o diagnóstico de miocardite foram os critérios 

histológicos de Dallas, que se constitui como o infiltrado inflamatório no 

miocárdio associado a degeneração e necrose não isquêmica de 

cardiomiócitos (Aretz 1987; Aretz et al. 1987) e os critérios imuno-histoquímicos 

da WHO/ISFC, que consideram a presença no tecido cardíaco ≥14 

leucócitos/mm2, incluindo 7 linfócitos T/mm2 e/ou até 4 monócitos/mm2 (Caforio 

et al. 2013).     

3.3 Coleta de amostras de tecido, sangue e líquor. 

O material foi coletado durante o exame de necrópsia, após pesagem e 

análise macroscópica do coração, sendo extraído com bisturi três fragmentos 

com volume de aproximadamente 1,0 X 1,0 X 0,5 cm, do ventrículo 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 – 

Pará) para pesquisa imuno-histoquímica de DENV. O segundo fragmento 

fixado em formalina permaneceu no SVO para análise histopatológica. O 

fragmento mantido a fresco foi enviado para o Laboratório Central de Saúde 

Pública (LACEN – Ceará) para realização de PCR para detecção 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 realização de sorologias 

(ELISA) para detecção de anticorpos contra DENV. Foram coletados ainda 10 

ml de líquor antes da extração do encéfalo, para pesquisa dos antígenos NS-1 

e isolamento viral no LACEN- CE.   (Figura 10) 
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Figura 10 Desenho esquemático da sequência da obtençao das amostras e confirmação 
diagnostica. Adaptado de Braga, 2014. 

 

A coleta das amostras obedeceu ao protocolo de autorização de autópsia 

do Ministério da Saúde, onde recomenda-se que o procedimento ocorra em 

intervalo de até doze horas post mortem. 

3.4  Confirmação do diagnóstico de dengue 

Conforme o protocolo do Ministério da Saúde, adotado pela Secretaria de 

Saúde do Estado do Ceará, o diagnóstico de dengue foi realizado pelo LACEN-

Ce e pelo IEC-Pa.  

As amostras foram encaminhadas ao (LACEN-CE) em até duas horas 

após a coleta, para realização dos testes diagnósticos. 

As amostras de sangue, soro e líquor 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 sódio / sulfato de estreptomicina. A suspensão foi centrifugada 

(10.000rpm a 4oC, durante 15 minutos). O sobrenadante obtido foi transferido 

para um criotubo esterilizado e armazenado a -80°C até ser utilizado no RT-

PCR. 



36 

 

3.4.1 Captura de anticorpos da classe IgM anti-DENV no sangue pela 

técnica ELISA  

Os anticorpos IgM foram detectados pela técnica imunoenzimática de 

captura de IgM, utilizando-se o kit ELISA-IgM anti-dengue ® (PanBio, Pty., Ltd., 

Brisbane, Austrália).  

Em placa de 96 poços já sensibilizada com anti-IgM humana, foram 

adicionados 100μL da amostra diluída em diluente da amostra (10μL de soro 

em 1000μL do diluente da amostra diluído) e mesma diluição é aplicada para 

os controles e calibradores. Foi aplicado 100μL controles negativo, positivo e 

para os calibradores em seus respectivos poços. Logo em seguida, a placa foi 

incubada durante uma hora a 37°C. 

Após a incubação, a placa foi lavada seis vezes com Tampão de 

Lavagem, logo em seguida foi adicionado 100μL do complexo antígeno-

anticorpo monoclonal M conjugado (antígeno-MAb) em cada poço e incubado a 

37°C durante uma hora. Foi adicionado, com uso de pipeta, 100μL do substrato 

TMB, em cada poço, incubado durante dez minutos à temperatura ambiente, 

onde formará uma coloração azul. Após esse tempo, foi adicionado 100μL da 

Solução para Interrupção da enzima, mudando de cor azul para amarelo. Após 

30 minutos, foi realizada a leitura visual e em espectrofotômetro, utilizando 

comprimento de onda de 450 nm (Multiskan MCC, Thermo Electron 

Corporation) e títulos de IgM anti-DENV foram determinados, de acordo com o 

fabricante. 

3.4.2 Isolamento viral a partir de amostras de sangue, soro, líquor e dos 

tecidos a fresco, com o objetivo identificar o sorotipo.  

A inoculação 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). Após a formação de 

monocamada, o meio foi substituído por igual volume de meio L-15 contendo 

2% de SFB. Os soros diluídos 1/10 em meio L-15 foram inoculados em 
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alíquotas de 0,1ml na monocamada celular. Para cada grupo de amostras 

inoculadas, foram incluídos controles de vírus (C+) e de células (C-).  Após 

inoculação, os tubos foram incubados à temperatura de 28ºC e observados 

diariamente, por um período de dez a quatorze dias, em microscópio óptico 

invertido (Zeiss - Deutschland, Alemanha), com aumento de até 400 vezes. 

As células inoculadas foram submetidas ao teste de imunofluorescência 

para identificação e/ou confirmação da presença do vírus, esta foi feita 

utilizando anticorpos monoclonais tipo-específicos 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 suspensão celular foram 

colocados sobre um dos 10 círculos existentes nas lâminas de 26x76 mm 

(Biolab Merieux, New Zealand). A lâmina 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 µL dos ―pools‖ de 

anticorpos monoclonais (dengue 1-4) ou, do inglês ―mouse immune ascitic fluid‖ 

(MIAF) diluído 1:50 em PBS pH 7,5. As lâminas foram incubadas em câmara 

úmida a 37ºC 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 µL de anti-IgG de 

camundongo conjugado com fluoresceína (FITC- Antibodies Incorporated, 

Davis, USA) diluído em 1:20 de preto de naftaleno 12B 0,1%, incubando em 

câmara úmida a 37ºC 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 água tipo II, para a 

montagem da lâmina com lamínula em glicerol tamponado, para observação 

em microscópio de imunofluorescência. 

Para a tipagem viral, foram colocados 0,025mL da suspensão celular 

sobre um dos 10 círculos existentes nas lâminas de 26x76 mm (Biolab Merieux, 

New Zealand). A lâmina foi seca a temperatura ambiente durante a noite, no 

dia seguinte as lâminas 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 µL dos anticorpos monoclonais (diluído em PBS 

pH 7,5 - 1x concentrado) para os quatro sorotipos de dengue em orifícios 

distintos (Ex. monoclonal de DENV-1 no orifício 1; monoclonal de DENV-2 no 

orifício 2; e sucessivamente até o monoclonal de DENV-4. No orifício 5 pingou 

PBS pH 7,2 (1x concentrado) e no orifício 10 pingou o ―pool‖ de monoclonais 

ou MIAF). As lâminas foram incubadas em câmara úmida a 37ºC 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 µL de anti-IgG de camundongo conjugado com fluoresceína 

(FITC- Antibodies Incorporated, Davis, USA) diluído em 1:20 de preto de 

naftaleno 12B 0,1%, incubando em câmara úmida a 37ºC 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 

água tipo II, para a montagem da lâmina com lamínula em glicerol tamponado, 

para posterior observação em microscópio de imunofluorescência. 

3.4.3 Detecção de antígenos virais (anti-DENV) pela imuno-histoquímica 

de tecidos. 

Confirmação do diagnóstico de dengue através de imuno-histoquímica 

pelo Instituto Evandro Chagas (IEC-PA), que realizou o estudo imuno-

histoquímico em fígado fixado em formalina 10%, pela técnica estreptavidina-

biotina-fosfatase alcalina (SAAP), para amostras incluídas em parafina. 

A técnica foi constituída, inicialmente, por cortes de tecido de 

aproximadamente de 3 a 4µ de espessura, com montagem em lâminas 

silanizadas. O bloqueio de ligações inespecíficas ocorreu com leite desnatado 

a 10% em água destilada por 15 minutos. O bloqueio da fosfatase alcalina 

endógena foi realizado em solução de fosfato de sódio monobásico, fosfato de 

sódio dibásico e proteases 0.100g (11U/ml) por 20 minutos. Incubado com 

anticorpos primários policlonais anti-DENV-2 (produzidos em camundongos 

pelo Setor de Arboviroses do IEC-PA), por uma hora; seguida de lavagem em 

PBS por três vezes, durante três minutos cada. Aplicado o anticorpo 

secundário 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. Após, a solução TRIS pH 7.4-7.6 foi permutada por 3 vezes, com 

duração de 3 minutos. Aplicado o revelador HistoMark RED Phosphatase 

System (Kirkegaardand PerryLabs Inc., Gaithersburg, MD) por uma hora, 

obedecendo a proteção da luz. Na contra-coloração foi utilizada com 

Hematoxilina de Harris. O antígeno viral foi identificado em citoplasma de 

células de Kupffler com imunoexpressão em rosa-fucsia. Foram realizados 

controles negativo e positivo para cada grupo de amostras testadas. 

3.4.4 Detecção de antígenos virais (NS1) pela técnica ELISA no sangue 

e/ou liquor. 

A detecção do antígeno 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 o antígeno NS1 estiver presente na amostra, um complexo 

imune-MAb-NS1-MAb/peroxidase será formado. Para o uso, os reagentes e 

os espécimes clínicos deverão estar em temperatura ambiente (21-22ºC). 

Adicionaram- se 100µL dos espécimes clínicos e controles diluídos em seus 

respectivos orifícios e estes foram incubados por 60 min a 37ºC. 

As placas foram lavadas 6 vezes e 100 µL do conjugado anti-NS1 MAb 

HRP foram adicionados em cada orifício. Após incubação por 60 min a 37ºC, 

as placas foram lavadas 6 vezes. Cem microlitros do substrato 

(Tetrametilbenzidina/H2O2) foram adicionados a cada orifício e as placas 

foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente em câmara 

escura. A presença de imunocomplexos é demonstrada pelo 

desenvolvimento de uma cor azul e a reação enzimática é interrompida pela 

adição de 100µL de H3PO4 a 1 M. 

A densidade óptica (DO) foi obtida pela leitura em espectrofotômetro 

com filtro de 450-620nm e a quantidade de antígeno NS1 presente na 

amostra sérica foi determinada pela comparação do DO da amostra com a 

DO do controle. 
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O valor de corte corresponde ao valor médio das densidades ópticas 

dos três calibradores vezes o fator de calibração, fornecido pelo fabricante. 

Os resultados são expressos sob a seguinte forma, divide-se o valor da 

densidade óptica 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 

confirmação do resultado. 

3.4.5 Diagnóstico molecular feito pelo RT-PCR. 

. 

A técnica de nested RT-PCR foi utilizada para detecção do RNA viral 

extraído a partir de 140 μl de liquido cefalo-raquidiano (CSF) e/ou amostras de 

sangue utilizando o mini kit QIAamp Viral RNA (Qiagen, Valência, CA, EUA).  

Em um tubo tipo epperdorf de 1,5 mL foram adicionados 560 µL de 

Tampão de Lise AVL+ 5,6 µL de Carrier/AVE; 140 µL do soro ou do líquor. A 

suspensão foi homogeneizada e incubada por 10 minutos a temperatura 

ambiente. Foram adicionados 560 µL de álcool etílico PA à 100% e a 

suspensão foi homogeneizada. 630 µL da mistura foram transferidos para uma 

coluna previamente numerada. Após centrifugação por 1 minuto a 8000 rpm o 

eluído do tubo coletor foi desprezado. Novo tubo coletor foi colocado na coluna 

e os 630 µL restantes da mistura foram transferidos para a coluna. Após 

centrifugação por 1 minuto a 8000 rpm o eluído foi descartado e a coluna foi 

transferida para novo tubo coletor. Adicionou-se 500 µL do Tampão de lavagem 

AW1 e após centrifugação por 1 minuto a 8000 rpm o eluído foi descartado. 

Adicionou-se 500 µL do Tampão de lavagem AW2 e após centrifugação por 3 

minuto a 14000 rpm o eluído foi descartado. A coluna foi transferida para novo 

tubo coletor e após centrifugação por 1 minuto a 14000 rpm, a coluna foi 

transferida para um tubo tipo eppendorf de 1,5 ml previamente identificado. 

Adicionou-se 60 µL de Tampão de eluição (AVE) e após centrifugação por 1 

minuto a 8000 rpm a coluna foi descartada e o RNA a - 70°C.  
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Após a extração do RNA foi realizada a transcrição reversa seguida da 

reação em cadeia da polimerase, para isto foi utilizada a metodologia descrita 

por Lanciotti et al. (1992) para detecção e tipagem dos DENV a partir dos 

espécimes clínicos.  Este protocolo detecta os quatro sorotipos 

simultaneamente em um procedimento ―semi-nested‖, gerando produtos 

amplificados (amplicons) com tamanhos específicos em pares de base (pb) 

para cada sorotipo dos DENV. Em uma primeira etapa, foram utilizados 

oligonucleotídeos iniciadores consensuais (D1 e D2) para os quatros sorotipos 

dos DENV, complementares as seqüências dos genes C e prM. No 

procedimento nested, são utilizados iniciadores específicos TS1, TS2, TS3 e 

TS4 para os DENV-1 a 4, respectivamente (Tabela 2). Os produtos obtidos 

após a amplificação por RT-PCR foram submetidos a eletroforese em gel de 

agarose a 1,5%, corados com brometo de etídeo, revelados em luz UV.  

Tabela 2 Oligonucleotídeos iniciadores utilizados na transcrição reversa seguida pela reação em 
cadeia pela polimerase (RT-PCR) para a tipagem dos vírus dengue (Lanciotti et al. 1992). 

Oligonucleotídeo 

iniciador 
Seqüência 

Posição 

no genoma 

Tamanho do amplicon 

(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 Análise macroscópica do coração 

A análise macroscópica foi realizada utilizando o peso do coração, o único 

parâmetro que constava nos protocolos de necrópsia.  

3.6 Análise histopatológica 

Os fragmentos de tecido cardíaco após fixação em formol a 10% foram 

submetidos a processamento histológico e emblocados em parafina. A partir 

dos blocos foram realizadas micro secções em micrótomo com espessura de 5 
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micrômetros e corados pela hematoxilina e eosina (HE), para serem analisados 

sob microscopia de luz. Os parâmetros morfológicos avaliados foram 

hemorragia, edema, fibrose, necrose e infiltrado inflamatório intersticial. Os 

parâmetros hemorragia, edema, fibrose e necrose foram quantificados por 

histomorfometria (Gundersen et al. 1988) e para a avaliação e quantificação do 

infiltrado inflamatório foi utilizada a observação semiquantitativa. 

Para o diagnóstico histopatológico de miocardite foi utilizado o critério de 

Dallas nas lâminas 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 análise imunológica e imuno-histoquímica com os 

imunomarcadores CD4, CD8, CD68 e CD45, nas lâminas 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 inglês para tissue microarray), foi utilizada para a 

quantificação da expressão dos imunomarcadores. Esta técnica foi realizada no 

Laboratório Multiusuário no Departamento de Patologia da Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP). 

A partir das lâminas coradas pelo HE foram selecionadas cinco áreas de 

cada caso. A mesma área em correspondência à esta marcação foi identificada 

no cassete. Posteriormente cada uma dessas áreas foi extraída para serem 

utilizadas nos blocos de TMA (Figura 11).  Inicialmente foram elaboradas 

quatro planilhas utilizando o programa Microsoft Word versão 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 sequência foram destinadas cinco células para 

cada amostra, até a completa disposição das 117 amostras nas quatro 

planilhas. Estas planilhas foram utilizadas como referência para a realização 

dos quatro blocos/cassetes de TMA. Cada uma das 117 amostras de tecido 

miocárdico passou a ser representada por 5 spots de 1mm diâmetro cada, 

perfazendo um total de 3,925mm² de área analisada em cada amostra. As 117 

amostras de tecido cardíaco foram então dispostas em 4 blocos/cassetes, dos 
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quais foram feitas as micro secções histológicas com espessura de 3 

micrômetros e colocadas em lâminas silanizadas, a partir destas lâminas de 

TMA foram realizadas as imunomarcações histoquímicas e a técnica do 

TUNEL (Figura 12). 

 

 

 

Figura 11 Desenho esquemático da obtenção do bloco de TMA (Adaptado do Blog: Pathology of 
John’s Hopkins Medicine. A) Técnica de TMA B) Bloco de TMA C) Corte histológico do bloco de 
TMA 

 

As lâminas foram examinadas por dois observadores e, quando houve 

divergência, as células CD 4+, CD8+, CD68+, CD45+ e as apoptóticas, 

marcadas pela técnica do TUNEL, foram novamente contadas numericamente 

em toda a área dos cinco spots, sendo o resultado final do total de células 

convertido em células/mm2. 
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Figura 12 Desenho esquemático da sequência da realização da seleção das áreas para a realização 
do bloco de TMA e da leitura das lâminas após a e reações 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. Lâmina 

3.8  Técnica de imuno-histoquímica para identificação e quantificação 

dos marcadores CD4, CD8, CD68, CD31, NS1 e NS3  

Nos blocos de TMA foram realizados cortes de aproximadamente de 3 a 4 

m de espessura, com montagem em lâminas silanizadas. Para todos os 

marcadores, a recuperação dos antígenos foi em alta temperatura, em panela 

de pressão Pascal (Dako) por 3 minutos a 121ºC, sendo as lâminas colocadas 

em solução de citrato, pH 6.0. O bloqueio da peroxidase endógena foi em água 

oxigenada de 10 volumes a 3%, por 5 minutos, repetindo-se a operação por 4 

vezes, e lavando-as com PBS ou TBS, por 3 minutos. O bloqueio de 

imunoglobulinas inespecíficas foi realizado pelo uso de ProteinBlock, marca 

Novocastra, ref.RE-7158 por 5 minutos. Foi feita incubação com os anticorpos 

primários relacionados abaixo: 

 CD4 (OPD4), diluição:1:400, marca: Dako, cód M7310 

 CD-8(C8/144B), diluição: 1:400, marca: Dako, cód M7103 

 CD68 (Clone KP1), diluição:1:3200, marca: Dako, cód M0814 

 CD31(Clone JC70A), diluição:1:1000, marca: Dako, cód M0823 

 CD45 (clone PD7/26), diluição 1:2000, marca Dako, cód M701 
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 NS1 (Sigma - Aldrich, produzido a partir de coelho, 1mg/ml, ref. 

SAB 2700022) diluição: 1:200 

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

camundongo suíço, diluído 1:400 

Em sequência, as lâminas foram incubadas em câmara úmida com 

anticorpo secundário (polímero Novolink, marca Leica por 30 minutos a 37°C, 

nas duas etapas (pós primário e complexo), para os anticorpos CD4, CD8, 

CD31. Para o anticorpo CD68, utilizou-se o SuperEnhancer, marca Biogenex.  

Após lavagem com PBS ou TBS, por 3 vezes, as lâminas foram colocadas em 

solução com cromógeno (70 mg de DAB – diaminobenzidina) em 100 ml de 

tris-HCL PH 7.6 + 30 microlitros de água oxigenada 30 V. A contra-coloração 

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 

que as contagens de linfócitos T e macrófagos CD68+, juntas, não atingiam o 

número total de 14 leucócitos/mm2, com o objetivo de validar os critérios 

imuno-histoquímicos de miocardite. 

3.9  Identificação de Proteína não estrutural 1 (NS1) e Proteína não 

estrutural 3 (NS3) no tecido cadíaco através de imuno-histoquímica 

Ensaios de imuno-histoquímica para a detecção de antígenos NS1 e 

NS3 foram realizados de acordo com o protocolo do Laboratório de 

Histomorfometria e Genômica Pulmonar, conforme descrito anteriormente. A 

detecção do NS1 foi realizada utilizando anticorpo anti-NS1 diluído 1:200 

(Sigma - Aldrich, produzido a partir de coelho, 1mg/ml, ref. SAB 2700022). Já 

para a identificação da proteína NS3, foi utilizado anticorpo policlonal anti-

DENV-3 produzido em camundongo suíço, diluído 1:400.  A imuno-expressão 

foi atribuída a marcação citoplasmática de macrófago em marrom e o controle 

negativo foi realizado para os dois anticorpos. 
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3.10 Detecção in situ de apoptose pela técnica Terminal deoxynucleotidyl 

transferase dUTP nick end labeling (sigla em inglês TUNEL) 

Microsecções dos blocos de TMA de 4µm de espessura foram colocados 

em lâminas silanizadas (Sigma Chemical Co.; St. Louis, Missouri, EUA) em 

suporte adequado. O processo de desparanifinização foi feito ao colocar as 

lâminas em xilol quente, em estufa a 60 – 65º C, durante 10 minutos e 

passadas rapidamente em 3 banhos de xilol frio. Para hidratação dos cortes as 

lâminas foram colocadas em dois banhos de álcool absoluto, um banho de 

álcool a 95% e um banho de álcool a 70%. Em seguida, foram lavadas em 

água corrente, água destilada e em tampão fosfato pH 7,4 (PBS). O próximo 

passo foi a recuperação dos sítios antigênicos realizada por proteinase K em 

temperatura ambiente por 30 min. O bloqueio da peroxidase endógena 

presente nas hemácias foi feito com H²O² a 0,3% em metanol por 30 minutos a 

temperatura ambiente e após lavado abundantemente em água corrente, água 

destilada e PBS. As lâminas foram incubadas com 50 μl da mistura de reação 

TUNEL (5 μl da solução da enzima desoxinucleotidil-transferase terminal, +45 

μl da solução tampão) por amostra em câmara úmida a 37ºC por 60 minutos. 

Após esta etapa, as lâminas foram incubadas em câmara úmida a 37ºC por 30 

minutos com 50 μl do conversor de peroxidase e posteriormente lavadas 3x em 

PBS em 3 minutos. Foi utilizado como cromógeno a diaminobenzidina (DAB). 

As lâminas foram incubadas por 10 minutos em temperatura ambiente. 

Posteriormente, ocorreu a contra-coloração com verde de metila, para todos os 

casos.  

3.11 Histomorfometria com retículo para quantificação das alterações 

morfológicas e da expressão da molécula CD31 

A histomorfometria foi realizada com um retículo de 100 pontos e 50 retas 

acoplado à ocular (Figura 15). Nós escolhemos fazer a medida utilizando a 

ocorrência dos eventos sob as retas. 

A quantificação das alterações morfológicas como edema, hemorragia, 

necrose e fibrose foi feita pela contagem de retas que estavam sobre áreas que 

apresentavam as referidas alterações morfológicas,  em 10 campos aleatórios 
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de 400X de aumento, após 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 área percentual de um determinado evento a partir da seguinte 

fórmula: Área percentual do evento= (número de áreas do evento sob as retas 

por campo/50)*100, o resultado obtido foi dado em percentual. 

A pesquisa da imunomarcação de células ou expressão de moléculas 

CD31 foi realizada pela contagem de células marcadas sob as retas em 10 

campos aleatórios 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, Área percentual = (No eventos sob as retas/50)*100, 

o resultado obtido foi expresso em percentual. 

 

Figura 15 Microfotografia do retículo acoplado à ocular do microscópio ótico. Adaptado de Weibel 
ER. Stereological Methds. Vol1. Academic Press, INC. London, 1979. 

3.12 Estratégia de análise de dados e variáveis do estudo 

Foram descritas e comparadas as frequências de presença de 

hemorragia, edema, necrose e fibrose, dos grupos com e sem miocardite. 

Estas frequências foram comparadas com o teste exato de Fisher. A 

intensidade das alterações 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 situações, trabalhou-se a hipótese de que o grupo de 

pacientes com miocardite era mais frequentemente e mais intensamente 

atingido com as alterações histopatológicas acima. 

Foi comparada a intensidade da apoptose, expressa em células 

apoptóticas/mm2 nos grupos com e sem miocardite. Esta comparação foi 

realizada através do teste Mann-Whitney. Da mesma forma, a quantidade de 

linfócitos T CD4, T CD8 e CD68, expressa em células/mm2, foi comparada 

entre os grupos, através do teste Mann-Whitney. A expressão da molécula 

CD31, quantificada em células endoteliais do miocárdio na unidade 

percentual/área de 10 campos de 400X foi comparada em pacientes com e 

sem miocardite. Neste caso, trabalhou-se com a hipótese de que este 

marcador seria expresso de forma mais intensa em pacientes com miocardite. 

Desta forma, considerando como variável dependente a 

presença/ausência de miocardite, foi elencado o seguinte rol de variáveis 

independentes: 

a) Hemorragia: categórica (presença ou ausência) e contínua, em 

percentual de área atingido 

b) Edema: categórica (presença ou ausência) e contínua, em percentual de 

área atingido 

c) Necrose: categórica (presença ou ausência) e contínua, em percentual 

de área atingido 

d) Fibrose: categórica (presença ou ausência) e contínua, em percentual 

de área atingido 

e) Apoptose: contínua, em células apoptóticas/mm2  

f) Expressão de células T CD4: contínua, em mm2 

g) Expressão de células T CD8: contínua, em mm2 

h) Expressão de células CD68: contínua, em mm
2
 

i) O percentual da expressão de células CD31/mm2 

A estratégia de análise incluiu ainda as variáveis idade, sexo, peso do 

coração e presença de comorbidades como hipertensão arterial, obesidade e 

diabetes mellitus.     

 Para averiguar as quantidades relativas dos diferentes tipos de leucócitos 

no tecido cardíaco, realizamos a análise da frequência diferencial das células 
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CD4, CD8 e CD68 presentes no tecido cardíaco dos casos com miocardite e 

sem miocardite. Para a análise estatística foi realizado o teste de Kruskal-

Wallis utilizando o programa GraphPad Prism v.6. 

3.13 Aspectos Éticos 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade 

Christus, local de trabalho de um dos coordenadores da pesquisa (protocolo 

078/2011) (Anexo 1). E recebeu carta de anuência do Laboratório Central do 

Estado do Ceará (Anexo 2) e do Serviço de Verificação de Óbitos Dr Rocha 

Furtado (Anexo 3).  
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4 RESULTADOS 

4.1 Descrição das características demográficas, clínicas e laboratoriais 

de todos os casos fatais de dengue nos anos de 2011 a 2013 

4.1.1  Diagnóstico laboratorial 

Duzentos e vinte oito casos suspeitos de dengue foram autopsiados no 

SVO no período de  anos 2011 à 2013 (Cavalcanti et al. 2016). A infecção pelo 

DENV foi confirmada laboratorialmente por técnicas imunológicas e 

moleculares (Tópico 3.3 Metodologia). Cento e dezessete casos fatais com 

diagnóstico positivo de infecção pelo dengue foram incluídos neste estudo.  

 Cinquenta e três por cento (62/117) dos casos foram confirmados por 

mais de um método. Conforme apresentado na Tabela 3, vinte e quatro casos 

(24/109, 29,1%) apresentaram anticorpos IgM conforme avaliado pelo MAC-

ELISA. A detecção de antígeno viral NS-1 por ELISA no líquor ocorreu em 

22,1% dos casos analisados. A infecção também foi confirmada através do 

isolamento viral em 23 casos (19,8%) enquanto que a detecção 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-histoquímica utilizando anticorpo 

policlonal anti-DENV no tecido. 

 

O teste que mais diagnosticou isoladamente foi a imuno-histoquímica 

com 36 casos positivos de 117 (30,7%). Três casos foram confirmados por 

todos os métodos utilizados.  Apenas 2 casos foram confirmados por um único 

teste diagnóstico (detecção 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 Diagnóstico Laboratorial de 117 casos fatais autopsiados no SVO 2011-2013, Ceará, 
Brasil. 

Diagnostico laboratorial  Positivo/Testado (%) 

Dengue IgM ELISA 

Dengue NS1 ELISA 

Isolamento viral 

RT-PCR 

 DENV-1 b 

DENV-3 

DENV-4 

24/109 (22,1) 
a 

28/96 (29,1) 

23/116 (19,8) 

 

16 /117(13,7) 

3 /117 (2,5) 

19/117 (15,3) 

Imuno-histoquimica c 108/116 (93,1) 

 

a) número/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 imunofluorescência por indireta (Gubler et al. 1984) 

c) Imuno-histoquímica utilizando anticorpo policlonal anti-DENV do tecido hepático.  

 

Na avaliação dos dados demográficos houve predomínio do sexo 

masculino (59,8%; 70/117).  Apesar do maior número de homens afetados, 

essa diferença não foi significativa. A análise da distribuição de casos positivos 

por faixa etária demonstrou que a faixa etária com maior número 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).   

Análise dos sinais e sintomas revelou que os pacientes estudados 

apresentaram sinais e sintomas característicos de infecção pelo vdengue tais 

como febre (89%; 114/117), mialgia (62%; 72/117), dor retro orbitaria (25%; 

29/117), artralgia (41,1%; 48/117), vômitos (79%; 92/117), diarreia (60%; 

70/117) e prostração (69%). Além disso, alta frequência 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 diagnóstico 
laboratorial confirmado de infecção pelo vírus dengue nos anos de 2011, 
2012 e 2013, Ceará/CE. 
 

A classificação dos pacientes foi realizada de acordo com os critérios 

estabelecidos pelo Ministério da Saúde, Organização mundial de saúde (OMS), 

1997(WHO 1997), que eram as classificações vigentes do período 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 

classificação revisada pela OMS em 2009.  De acordo com a nova 

classificação, todos os casos foram classificados como Dengue Grave (DG). 



55 

 

Os sinais de alarme (WHO 2009) mais frequentes foram dor abdominal 

(77%), hepatomegalia (80,5%), sinais de acumulo de líquido (54,2%) e 

irritabilidade (61,4%). As manifestações hemorrágicas identificadas foram: 

epistaxe (61%), hematoma (17%) equimose (23%) melena (17%) e 

hematêmese (45%). Os sinais de acumulo de líquido foram: ascite (23%), 

derrame pleural (47,1%), derrame cavitário (52,8%) e derrame pericárdico 

(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 hidratação venosa. Um caso 

fatal apresentou co-infecção com vírus H1N1. 

 Considerando os três anos estudados não foram observadas diferenças 

significativas em relação ao gênero e faixa etária. A maioria dos casos fatais 

originários 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 consideração a 

nova classificação da OMS, todos os casos analisados foram classificados em 

DG (Tabela 4). 

Considerando manifestações associadas a um risco de desfecho 

desfavorável, os pacientes originários da epidemia de 2011 apresentaram 

maior frequência de extravasamento plasmático comparados aqueles 

provenientes da epidemia de 2012 [2011 (38/53; 71%) vs 2012 (23/50; 46%), 

p= 0.0096]. Além disso, os pacientes originários da epidemia de 2011 foram 

mais hospitalizados quando comparados aos pacientes originários 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 predominância 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. Já 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 originários 

da epidemia de 2011 e em 42,8% (15/35) dos casos originários da epidemia de 

2012.  As comorbidades levadas em consideração foram o diabetes mellitus, a 

obesidade e a hipertensão (Tabela 4).  
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Tabela 4. Características demográficas, clinicas e laboratoriais de 117 casos fatais de dengue 
autopsiados no SVO nos anos de 2011, 2012 e 2013. 

Ano 2011 

n=57 

2012 

n=52 

2013 

n=8 

Gênero    

Feminino 22 (39,0%) 22 (42,3%) 3 (38,0 %) 

Masculino 35 (61,0%) 30 (57,6%) 5 (63,0 %) 

Faixa etária    

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) 

Classificação dengue    

Dengue com complicações-

DCC 

52 (91,0%) 45 (87,0%) 0 (0) 

Febre Hemorrágica do Dengue 

FHD OMS,1997 

  5 (8,7%)   7 (13,0%) 8 (100%) 

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

Fatores associados à 

gravidade  

   

Hospitalização 44/56 (78,5%) 26/48 (54,1%) - 

Extravasamento vascular 38/53 (71,6%) 23/50 (46,0%) - 

Hemorragias graves 

Ascite 

Derrame pleural 

Derrame cavitário  

30/43 (69,7%) 

12/40 (30,0%) 

20/42 (47,2%) 

19/40 (47,5%) 

18/29 (62,0%) 

11/20 (35,4%) 

15/31 (48,3%) 

19/32 (59,3%) 

- 

Derrame pericárdico  11/29 (37,9%) 13/31 (41,9%)  

Sorotipo a 
   

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%) 

Comorbidadeb 
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 hipertensão 
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4.1.2 Análise dos parâmetros hematológicos e bioquímicos 

Em relação aos parâmetros hematológicos observamos que os pacientes 

apresentaram baixas contagens de plaquetas (abaixo de 100.000/mm3), considerado 

como plaquetopenia grave (WHO 1997). A mediana da contagem de leucócitos 

totais esteve dentro dos parâmetros de normalidade. O percentual do hematócrito 

revelou sua maior mediana no ano de 2012. Em relação aos parâmetros 

bioquímicos, os casos fatais apresentaram níveis elevados de transaminases 

aspartato aminotransferase (AST) / transaminase glutâmico oxalacética (TGO) e de 

alanina aminotransferase (ALT) / transaminase glutâmico pirúvica (TGP). Não foi 

observada diferença estaticamente significativa entre os casos fatais de 2011 e 

2012, (Tabela 5).  

Não foram obtidos dados de parâmetros hematológicos e bioquímicos de 

casos procedentes da epidemia de 2013. 

 

Tabela 5 Parâmetros hematológicos e bioquímicos de casos fatais com confirmação laboratorial de 
infecção pelo DENV autopsiados no SVO durante os anos 2011, 2012 e 2013. 

Ano 2011 2012 2013 

Parâmetros     

Laboratoriais 

M (IC)
 a
 

N 

M (IC) 

       n 

M (IC) 

N 

Plaquetas x 10
3 
/mm

3
  87 (75,2-145,9)  

n=30 

79,8 (76-170,6) 

n=26 

63,4 (35,2-97,9) 

n=7 

HT 36,5 (33,2-40,3) 

n=32 

41.3 (37,8-43,7) 

n=14 

-
c
 

Leucócitos x 10
3 
/mm

3
 9500 (10154-15903) 

n=57 

10490 (10921-20196) 

n=27 

- 

AST/TGO IU/L
b
 120 (179-588,5) 

n=37 

117,5(54,4-947,3) 

n=12 

- 

ALT/TGP IU/L
b
 69,5 (68,7-695,5) 

n=36 

107 (175,8-1197) 

n=11 

- 

a) M - mediana, intervalo de confiança (IC) 95%. 
b) Aspartato aminotransferase (AST)/transaminase glutâmico oxalacética (TGO); alanina 

aminotransferase (ALT)/transaminase glutâmico purúvica (TGP) 
c) - Ignorado 

4.2 Miocardite: classificação e diagnóstico dos casos fatais  

Após análises histológica e imuno-histoquímicas, utilizando os critérios 

histopatológicos de Dallas e os imuno-histoquímicos 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 não apresentaram miocardite de acordo com as análises 

realizadas (Figura 17 e 18). 

 

 

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

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

 

Figura 18 Figura representativa com identificação de infiltrado de células mononucleares no tecido 
cardíaco de casos fatais com diagnóstico positivo de infecção pelo DENV autopsiado no SVO. 
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Figura 19 Células mononucleares no miocárdio de casos fatais de dengue.  

Figura representativa com identificação e quantificação de infiltrado de células 
mononucleares no tecido cardíaco de caso fatal com diagnóstico positivo de 
infecção pelo DENV autopsiado no SVO. Coluna esquerda = hematotoxilina-
eosina (HE), marcações com anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD68 de 

200x 100x 

400x 

400x 400x 

400x 

400x 400x 
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caso fatal com diagnóstico de miocardite. Coluna Direita = hematotoxilina-
eosina (HE), marcações com anticorpos anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD68 de 
caso fatal sem diagnóstico de miocardite. 

4.3 Características demográficas, clínicas e laboratoriais dos casos fatais 

com miocardite  

Uma vez que encontramos alta frequência de casos com miocardite (40,2%), 

o próximo passo foi realizar a análise das características demográficas, clinicas e 

laboratoriais entre os grupos (sem miocardite e com miocardite). 

Conforme podemos observar na Tabela 6, não encontramos diferença 

estatisticamente significativa entre gênero, faixa etária, sinais e sintomas clínicos 

nos dois grupos avaliados. Da mesma forma, nenhuma diferença foi observada 

quanto aos diferentes sorotipos de DENV detectados.  No entanto, podemos 

observar que a faixa etária 45-66 (38,2%) foi mais frequente nos casos acometidos 

pela miocardite.  

Não encontramos diferença estatisticamente significante na frequência de 

sinais de alarme ou outros fatores associados com mau prognostico, tais como 

extravasamento vascular, derrames cavitário e/ou pleural, ascite, convulsão e 

hemorragias graves. 

Apesar de não encontrarmos diferença estatisticamente significante na 

frequência de hepatomegalia entre os grupos, observamos uma tendência de maior 

frequência 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 

frequência de hospitalização 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 Características demográficas, clínicas e laboratoriais de 117 casos fatais com confirmação 
laboratorial de infecção pelo DENV 1, 3 e 4, autopsiados no SVO nos grupos com miocardite e sem 
miocardite, anos 2011-2013 

 

 

 

Dengue com 

miocardite 

N=47 

Dengue sem 

miocardite 

N=70 

p 

Gênero    

Feminino 21 (45,0%) 27 (38,5%)  

Masculino 26 (55,0%) 43 (61,4%)  

Faixa etária    

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  7/16 (43,7%) 11/21 (52,3%)  

Sintomas/sinais 

clínicos 

   

Febre 36/40 (90,0%) 54/63 (85,7%)  

Exantema   3/25 (12,0%)   7/30 (23,3%)  

Dor abdominal 23/32 (71,8%) 38/48 (79,1%)  

Dor retro orbitária   7/23 (30,4%)   9/22 (40,9%)  

Irritabilidade 15/29 (51,7%) 29/42 (69,1%)  

Mialgia 20/31 (64,5%) 23/37 (62,1%)  

Sonolência 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%)  

Vômitos 28/35 (80,0%) 37/48 (77,1%)  

Prostração 18/21 (85,7%) 21/34 (61,7%)  

Tosse 27/33 (81,8%) 31/43 (72,1%)  
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Tabela 7. Frequência da distribuição de comorbidades nos grupos com e sem miocardite. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

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

entanto, não foram encontradas diferenças nos grupos quando a presença ou 

ausência 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. 

a) Na análise estatística foi utilizado o teste exato de Fisher p= 0.0054  

 

 Com miocardite 
n (%) 

Sem miocardite 
n (%) 

p 

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

 Dengue com 

miocardite 

Dengue sem 

miocardite 

P 

Hospitalização  35/42 (83,3%)**a 35/62 (56,4%) 0,005

4 

Irritabilidade 15/29 (51,7%) 29/42 (69,1%) 0,213

4 

Hepatomegalia  22/31 (70,9%) 20/34 (58,8%)  

Desconforto respiratório 27/30 (90,0%) 41/47 (87,2%)  

Dispneia 35/39 (89,7%) 41/45 (91,1%)  

Derrame cavitário 16/10 (50,0%) 23/18 (56,1%)  

Derrame Pleural 11/32 (34,3%) 23/41 (53,1%) 0,097

6 

Ascite   9/30 (30,0%) 15/41 (36,5%)  

Derrame pericárdico 11/32 (34,3%) 12/40 (30,0%)  

Extravasamento vascular 26/40 (65,0%) 36/67 (53,7%)  

Hemorragia grave 18/30 (60,0%) 29/43 (67,4%)  

Convulsão    7/24 (29,1%) 13/34 (38,2%)  
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Em relação aos parâmetros hematológicos (Tabela 9), observamos que os 

casos fatais apresentaram baixas contagens de plaquetas, porém não houve 

diferença estatística entre os grupos. Não foram observadas diferenças nas 

contagens dos leucócitos e nos valores do hematócrito. Em relação aos parâmetros 

bioquímicos, os casos fatais apresentaram maiores níveis de transaminases 

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

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

 

Tabela 9 Parâmetros hematológicos e bioquímicos de casos fatais com confirmação laboratorial de 
infecção pelo DENV 1, 3 e 4 autopsiados no SVO com ou sem miocardite. 

 Dengue com 

miocardite 

Dengue sem 

miocardite 

Parâmetros Laboratoriais m (IC 95%)a m (IC 95%)a 

Hematológicos   

Plaquetas x 103 /mm3  63 (64-124,1) 

 

98 (90,1-177,1) 

 

HTb 36,1 (31,6-41,9) 

 

  37.9 (32,6-42,1) 

 

Leucócitos x 103 /mm3 9450 (8876-16544) 

 

9280 (9078-17503) 

 

Bioquímicos   

 

AST/TGO IU/Lc 

 

103 (99-465,1) 

 

 

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

 

ALT/TGP IU/L 79 (8,2-447,6) 

 

49,1 (32,8-1027) 

 

 

a) Mediana, intervalo de confiança IC 95%. 
b) Hematócrito 
c) Aspartato amiotransferase (AST) / transaminase glutâmico oxalacética (TGO)  
alanina aminotransferase (ALT) / transaminase glutâmico pirúvica (TGP). 

 

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

cardiopatia. A análise destes casos, demonstrou que apenas uma frequência de 

30,5% (7/23) dos casos apresentava miocardite.  
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4.4 Identificação e quantificação das alterações histopatológicas no miocárdio, 

incluindo edema, necrose e hemorragia, em pacientes com dengue 

necropsiados 

Realizamos análises comparativas entre dois grupos em relação ao peso do 

coração (Figura 20), e quanto a intensidade das alterações histopatológicas como, 

hemorragia, edema, necrose, fibrose e infiltrado inflamatório (Figura 25).  

As análises demonstraram que não houve diferença estatística entre os casos 

com e sem miocardite em relação ao peso do coração entre os sexos, ou seja, a 

ocorrência de miocardite não influenciou o peso do coração. 

 

 

 

Figura 20. Peso do coração nos casos fatais com e sem miocardite e em relação ao gênero.  

Na análise estatística foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Valores de p<0.05 
foram considerados estatisticamente significativos  
 
 

Em relação às alterações morfológicas, encontramos um percentual de área 

de hemorragia (Figura 21) entre os casos com miocardite foi de no mínimo nulo e no 

máximo 11,2%, com mediana de 0,2%. Em 75% dos casos que não apresentaram 

miocardite a hemorragia estava ausente, e desta forma, os pacientes com miocardite 

apresentaram uma frequência estatisticamente significante de hemorragia (p=0,002) 

(Figura 25A). 
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Figura 21 Microfotografias de áreas exibindo hemorragia no miocárdio dos casos fatais de dengue 
autopsiados no SVO-Ce, setas pretas e círculos. 

 

O percentual de área de edema (Figura 22) foi no mínimo e no máximo de 4,4 

e 30,4% respectivamente com mediana de 15,2%, entre os casos com miocardite. 

Nos casos sem miocardite o percentual de área de edema variou de 2,6 a 30,4% 

com mediana de 13% (Figura 25B) 

 

 

Figura 22: Microfotografias de áreas exibindo edema no miocárdio, dos casos fatais de dengue 
autopsiados no SVO-Ce, setas pretas. 
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Figura 23 . Microfotografias de áreas exibindo necrose no miocárdio, dos casos fatais de dengue 
autopsiados no SVO-Ce, setas pretas finas indicam necrose recente (entre 6 e 12h), o círculo indica 
necrose mais avançada (após 12h) e setas grossas indicam necrose em bandas de contração.  

 

Apesar dos baixos percentuais de necrose tecidual (Figura 23), nos casos 

fatais estudados observamos uma diferença estatisticamente superior de necrose 

nos casos com miocardite (Figura 25C). O percentual de fibrose (Figura 24) foi muito 

baixo nos casos fatais e não foram observadas diferenças entre os grupos (Figura 

25D). 
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Figura 24 Microfotografias de áreas exibindo fibrose no miocárdio, dos casos fatais de dengue 
autopsiados no SVO-Ce, círculo preto 
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Figura 25 Percentual das alterações histopatológicas no miocárdio dos casos fatais de dengue 
autopsiados no SVO.  

A) Percentual de área de hemorragia. B) Percentual de área de edema. C) 
Percentual de área de Necrose. D) Percentual de área de fibrose.  Na análise 

estatística foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Valores de p<0.05 foram considerados 
estatisticamente significantes. 

4.4.1 Quantificação de linfócitos T CD4 e CD8 e macrófagos CD68 presentes 

no infiltrado inflamatório no miocárdio 

Conforme demonstrado nas Figuras 26 e 27, anticorpos monoclonais anti-

CD4, anti-CD8 e anti-CD68 foram usados na identificação de linfócitos TCD4, TCD8 

e macrófagos respectivamente por imuno-histoquímica e em seguida os casos fatais 

foram classificados quanto a presença ou ausência de miocardite. 

As análises comparativas dos diferentes subtipos de células mononucleares 

foram realizadas entre os grupos conforme demonstrado na Figura 28. 

Quantificação de linfócitos T CD4 

Em relação às células CD4 positivas, observamos maiores contagens nos 

casos apresentando miocardite (Figura 26A, p<0,001). A estratificação por faixa 

etária também demonstrou maiores contagens no grupo com miocardite. (Figura 
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26B).  Nos pacientes com miocardite os valores totais de linfócitos T CD4 variaram 

de 2,8 a 22,6 células/mm2, com mediana de 7,1 células/mm2, e os valores 

discrepantes foram excluídos. Cinquenta por cento dos valores das contagens de 

linfócitos T CD4/mm2 nos casos com miocardite ficaram entre 4 e 12 células/mm2. 

Nos pacientes sem miocardite a contagem de linfócitos T CD4 foi de no mínimo 1,2 

e no máximo 9,1 células/mm2.  

A Figura 26B mostra a distribuição das contagens de células T CD4 positivas 

por faixa etária e não foi encontrada diferença estatisticamente significante entre as 

faixas etárias nos casos com miocardite. No entanto, A faixa etária >65 anos 

apresentou baixas contagens de células T CD4 positivas/mm2. 

4.4.2 Quantificação de linfócitos 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/mm2, com mediana de 5,6 células/mm2. Cinquenta por cento 

das contagens de linfócitos T CD 8/mm2 nos casos com miocardite ficaram entre 3 e 

13,7 células/mm2. Nos pacientes sem miocardite os valores mínimo e máximo das 

contagens de células T CD8 positivas/mm2 foram de 0,2 e 9,6, com mediana de 2,2 

células/mm2 respectivamente. 

A estratificação por faixa etária demonstrou maiores contagens de células T 

CD8 positivas nos casos com miocardite (Figura 26D). Foi observada uma tendência 

de queda da mediana nas faixas etárias de 31-45 e 46-65 com exceção dos 

pacientes acima de 65 anos, que apresentaram uma mediana elevada.  
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Figura 26 Quantificação de linfócitos CD4 e CD8 no tecido cardíaco de casos fatais infectados pelo DENV 
1, 3 e 4. 

A) Contagem de células CD4+ no tecido cardíaco na presença ou ausência de 
miocardite. B) Contagem de células CD4+ no tecido cardíaco entre os grupos 
de acordo com a faixa etária. C) Contagem de células CD8+ no tecido cardíaco 
na presença ou ausência de miocardite. D) Contagem de células CD8+ no 
tecido cardíaco entre os grupos e de acordo com a faixa etária. Anticorpos 
monoclonais anti-CD4 e anti-CD8 foram usados na identificação de linfócitos 
TCD4, TCD8 por imuno-histoquímica. As contagens foram realizadas por 
microscopia ótica. Foram examinados 10 campos de grande aumento 
aleatórios e sua área convertida em milímetros quadrados (mm2). Em seguida 
foi calculado o valor total de células positivas para cada marcador/mm2 em 
cada paciente. Na análise estatística foi utilizado o teste de Mann-Whitney. 
Valores de p<0.05 foram considerados estatisticamente significativos. 

4.4.3 Quantificação 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/mm2. Nos pacientes sem miocardite o valor mínimo e máximo da quantidade 

de células CD68 positivas/mm2 foi de zero e 5,3, respectivamente, com mediana de 
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9,1 células/mm2. Cinquenta por cento dos valores da quantidade de macrófagos 

CD68/mm2 nos casos com miocardite ficaram entre 7,6 e 20,8 células/mm2. (Figura 

27A). 

A Figura 27B mostra a distribuição das contagens de células CD68 positivas 

nos grupos por faixa etária. A estratificação por idade demonstrou maiores 

contagens de células CD68 positivas no grupo com miocardite. Foi notado um 

equilíbrio entres as medianas nas diferentes faixas etárias. 

 

 

 

Figura 27 Quantificação de macrófagos CD68+ no tecido cardíaco de casos fatais infectados pelo DENV. 

A) Contagem de células CD68+ no tecido cardíaco na presença ou ausência de 
miocardite. B) Contagem de células CD68+ no tecido cardíaco entre os grupos 
de acordo com a faixa etária. Anticorpos monoclonais anti-CD68 foram usados 
na identificação de macrófagos CD68+ por imuno-histoquímica. As contagens 
foram realizadas por microscopia ótica. Foram examinados 10 campos de 
grande aumento aleatórios e sua área convertida em milímetros quadrados 
(mm2). Em seguida foi calculado o valor total de células positivas para cada 
marcador/mm2 em cada paciente. Na análise estatística 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 

leucócitos no tecido cardíaco, realizamos a análise da frequência diferencial das 

células CD4, CD8 e CD68 presentes no tecido cardíaco dos casos com miocardite e 

sem miocardite. Como demonstrado na Figura 28, nós observamos aumento 

significativo na frequência de células CD68 positivas em relação as células T (CD4 e 

CD8, respectivamente) nos pacientes com miocardite. Interessantemente, o grupo 
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sem miocardite apresentou aumento significativo na frequência de células T CD4 e 

CD8 quando comparadas às células CD68 positivas. Ainda, a análise entre os 

subtipos de células T demonstrou maior percentual de células CD4 nesses 

pacientes.  
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Figura 28 Frequência de linfócitos T CD4 e CD8 e macrófagos CD68 presentes no infiltrado inflamatório 
no miocárdio na presença ou ausência de miocardite. 

Para a análise estatística 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 variação interquartil (25 – 75%). * representa P<0,05. 

4.5  Expressão da molécula de adesão celular endotelial plaquetária (PECAM-

1/CD31) no tecido miocárdico dos casos estudados 

A molécula de adesão celular endotelial plaquetária (PECAM-1) também 

conhecida como CD31 foi avaliada no miocárdio nos casos fatais infectados pelo 

DENV. Em ambos os grupos de pacientes, com e sem miocardite, observamos 

células CD31 positivas no miocárdio (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 mínimo e 

máximo de 0 e 15,4% respectivamente. Como demonstrado na Figura 29, os casos 

fatais infectados pelo DENV e com miocardite apresentaram frequência 

significativamente maior de células CD31 positivas em comparação com os casos 

sem miocardite (p=0,05). 
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(A) Com miocardite (B) Sem Miocardite 

200x 200x 

400x 400x 

Figura 29 Expressão de PECAM-1/CD31 no tecido cardíaco de caso fatal infectado pelo DENV 

A) Expressão de PECAM-1/CD31 no tecido cardíaco de caso fatal infectado 
pelo DENV apresentando miocardite. B) Expressão de PECAM-1/CD31 no 
tecido cardíaco de caso fatal infectado pelo DENV sem miocardite. Anticorpos 
monoclonais anti-CD31 foram usados na identificação de células CD31+ por 
imuno-histoquimica. A frequência de células CD31 positivas no miocárdio foi 
avaliada com utilização de um retículo de 1x1mm, com 50 retas e 100 pontos, 
acoplado a ocular do microscópio ótico. 
 

 

Figura 30 Expressão de PECAM-1/CD31 no tecido cardíaco de casos fatais infectados pelo DENV. 

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

4.6 Descrição da frequência e da intensidade de apoptose no tecido 

cardíaco nos casos fatais infectados pelo DENV 

A presença de apoptose no tecido cardíaco 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 miocárdio (Figura 31). Entre os pacientes classificados sem 

miocardite, a mediana do número de células marcadas por TUNEL/mm2 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 variação de 0,25 a 9,7 células/mm2.  

A presença de apoptose, foi observada em 97% (68) dos pacientes sem 

miocardite e em 100% (47) dos pacientes com miocardite.  

Com miocardite Sem miocardite 

  

Figura 31 Miocárdio de caso fatal infectado pelo DENV com célula apoptótica marcada por TUNEL. 

A) Célula apoptótica marcada pela técnica TUNEL no tecido cardíaco de caso 
fatal infectado pelo DENV apresentando miocardite. B) Célula apoptótica 
marcada pela técnica TUNEL no tecido cardíaco de caso fatal infectado pelo 
DENV sem miocardite. As lâminas foram incubadas com 50 μl da mistura de 
reação TUNEL (5 μl da solução da enzima desoxinucleotidil-transferase 
terminal, +45 μl da solução tampão). A frequência de células apoptóticas no 
miocárdio foi avaliada com utilização de um retículo de 1x1mm, com 50 retas e 
100 pontos, acoplado à ocular do microscópio ótico. 

 

 

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

significativamente maiores nos tecidos obtidos de pacientes sem miocardite 

400x 200x 
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(p=0,032). Em relação à faixa etária, observamos maior frequência de células 

marcadas por túnel nos casos com idade superior a 65 anos.  

 

 

Figura 32 Células apoptóticas marcadas por  TUNEL no tecido cardíaco de casos fatais infectados pelo 
DENV.   

Numero de células apoptóticas nos grupos com miocardite e sem miocardite. 
B) Presença de células apoptoticas de acordo com a faixa etária.  Na análise 
estatística foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Valores de p<0.05 foram 
considerados estatisticamente significativos. 

4.7 Detecção das proteínas NS1 e NS3 no tecido cardíaco de casos fatais 

infectados pelo DENV 

Por fim, avaliamos a presença das proteínas NS1 e NS3 no tecido cardíaco 

dos casos fatais utilizando anticorpos anti-NS1 e anti-NS3 através da técnica de 

imuno-histoquímica. Na figura 33 podemos observar tecido cardíaco apresentando 

marcação positiva para NS1 e NS3 em macrófagos.  

Nossos resultados demonstraram que a proteína a NS1 foi detectada no 

tecido cardíaco de 17 dos 47 (36%) casos fatais com miocardite. Em relação a 

proteína NS3, a detecção   foi de 66% (31/47). A detecção 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 Frequência de marcação das proteínas NS1 e NS3 em macrófagos de casos com e sem 
miocardite e mediana de células apoptóticas no tecido cardíaco. 

 Com miocardite 
% (nºcasos marcados/total) 

Sem miocardite 
% (Nº de casos marcados/total) 

NS1 36 (17/47) 
 

46 (32/70) 

NS3 66 (31/47) 69 (49/70) 
 

Células 
apoptóticasa 

3,8 5,3 

a) Mediana (células/mm2) 

Com miocardite                             A Sem miocardite                             B 

 

NS1 400x                                                 C 

 

NS1 400x                                                  D 

 
NS3 400x 

 
NS3 400x 

Figura 33 Microfotografias das marcações imunohistoquímicas das proteínas não estruturais NS1 e NS3 

A e C) Expressão de NS1 e NS3 no tecido cardíaco de caso fatal infectado pelo 
DENV apresentando miocardite. B) Expressão de NS1 e NS3 no tecido cardíaco 
de caso fatal infectado pelo DENV sem miocardite. Anticorpos monoclonais 
anti-NS1 e anti-NS3 foram usados na identificação de macrófagos NS1+ e NS3+ 
respectivamente por imuno-histoquímica. A identificação de células NS1 e NS3 
positivas no miocárdio foi realizada com utilização do microscópio ótico. 
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5 DISCUSSÃO 

Nesse estudo investigamos as alterações anatomopatológicas, 

histopatológicas e imuno-histoquímicas do miocárdio de 117 pacientes autopsiados 

e que foram a óbitos por dengue. Também foi realizada a análise comparativa dos 

parâmetros clínicos e laboratoriais entre os pacientes que obedeceram aos critérios 

preconizados para o diagnóstico de miocardite e naqueles sem diagnostico de 

miocardite. 

Características clínicas, demográficas e laboratoriais dos casos fatais 

infectados pelo dengue 

 Nosso estudo foi realizado numa das regiões mais atingidas pela dengue nos 

anos de 2011-2012 com 222.432 casos notificado seguido da reintrodução do 

DENV-1 em 2011 e introdução do DENV-4 em 2012 (Ceará 2016). Analisamos as 

características clínicas, laboratoriais e demográficas de 117 casos fatais com 

confirmação laboratorial de infecção pelo DENV.  De acordo com o Ministério da 

Saúde, pacientes que apresentavam alterações graves do sistema nervoso, 

disfunção cardiorrespiratória, insuficiência hepática, plaquetopenia igual ou inferior a 

50.000/mm³ e que  não se enquadravam nos critérios da OMS 1997 eram então  

classificados em DCC (Brasil 2008). A maioria dos casos estudados foram 

classificados em DCC e uma minoria deles em FHD demonstrando a dificuldade na 

classificação segundo critérios da OMS,1997 (WHO 1997).  

De acordo com a nova classificação clínica proposta pela OMS no ano 2009, 

o manejo adequado dos pacientes depende do reconhecimento precoce dos sinais 

de alarme. Esses sinais são importantes, uma vez que surgem antes do 

estabelecimento da dengue grave e devem ser observados na prevenção de casos 

fatais. O Brasil adotou oficialmente a nova classificação 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 classificação, pudemos observar que grande 

parte dos casos apresenta sinais de alarmes sendo os mais frequentes 

hepatomegalia (80,5%), sinais de acúmulo de líquido (54,2%) e irritabilidade (61,4%) 

em concordância com outros estudos usando a nova classificação (Cavalcanti et al. 

2014; Leo et al. 2013). 
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As análises demonstraram que pacientes originários da epidemia de 2011 

apresentaram maior frequência de extravasamento plasmático e de hospitalização 

comparados aqueles provenientes da epidemia de 2012. De fato, houve a co 

circulação do DENV-1, DENV-3 em 2011 e introdução do DENV-4 em 2011-2012 no 

estado. As infecções pelo DENV-4 geralmente são caraterizadas por um quadro 

clínico mais brando em comparação aos outros sorotipos (Vaughn et al. 2000). No 

entanto, vários estudos têm relatado casos de FHD  (Nisalak et al. 2003; 

Pichyangkul et al. 2003) e óbitos (Limonta et al. 2012) com o sorotipo 4, 

principalmente nas infecções secundárias. A introdução do DENV-4 certamente teve 

muita importância epidemiológica principalmente pelo aumento nos números de 

casos, mas também pelo aumento na gravidade dos mesmos.  

Noventa por cento dos casos apresentaram sintomas como dispnéia, 

desconforto respiratório, hepatomegalia e tosse. Esse fato chama a atenção pois 

eram pacientes, em sua maioria, referenciados de unidades de saúde, apesar disso, 

em apenas 76% havia relato de hospitalização, e em 7,2% havia a informação de 

hidratação na assistência hospitalar, enfatizando a importância da nova classificação 

‗no manejo clínico dos pacientes infectados pelo DENV. 

Diagnostico clínico dos pacientes com miocardite 

Nosso estudo demonstrou elevada frequência de miocardite nos casos fatais 

autopsiados. Dos 117 pacientes estudados, 47 tiveram o diagnóstico de miocardite, 

revelando uma frequência de 40,2%. Estudo prévio realizado no SVO-CE, encontrou 

moderada frequência de miocardite 18% (8/44) em casos fatais de dengue (Torres et 

al. 2013), utilizando o critério de Dallas com a análise histopatológica na coloração 

de H&E. Contrastando com esse trabalho, encontramos uma prevalência de 136,5% 

a mais casos de miocardite em pacientes que foram a óbitos por dengue no Ceará. 

Essa grande diferença poderia ser explicada, pelo tamanho da nossa amostra e, 

principalmente, pela diferença entre os critérios e métodos utilizados para o 

diagnóstico de miocardite.  

   O diagnóstico de miocardite obedeceu durante muitos anos o critério de 

Dallas, proposto em 1986 (Baughman 2006), baseado na categorização 

histopatológica. Nos últimos anos, muitas discussões foram levantadas sobre a 

sensibilidade do diagnóstico de miocardite por apenas constatar no tecido cardíaco 
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infiltrado inflamatório em torno de miócitos, associado a necrose ou lesão celular não 

característico de fenômeno isquêmico (Baughman 2006).  

Foi demonstrado em biópsias cardíacas pós-mortem de pacientes com 

diagnóstico clínico de miocardite, que a partir de uma única biópsia endomiocárdica, 

a miocardite poderia ser demonstrada histologicamente em apenas 25% das 

amostras. Utilizando-se os critérios de Dallas, e com mais de 5 biópsias, a 

possibilidade de diagnóstico aumentou para dois terços dos pacientes. O critério de 

Dallas se mostrou pouco sensível num estudo multicêntrico, com um índice de 

efetividade de 5% em pacientes com suspeita clínica de miocardite (Hauck et al. 

1989). Além da limitação da amostra, outra limitação do critério de Dallas é a 

dificuldade de objetivar a análise histopatológica em relação à quantificação do 

infiltrado inflamatório, que é observador dependente, com grandes discrepâncias de 

diagnóstico entre patologistas gerais e patologistas experientes em patologia 

cardíaca (Aretz et al. 1987; Baughman 2006; Shanes et al. 1987).    

Em nosso trabalho adotamos como critério diagnóstico o consenso da 

Sociedade Europeia de Cardiologia que estabelece a associação dos achados 

morfológicos vistos sob microscopia ótica na coloração de H&E e o perfil 

imunohistoquímico das populações de células do infiltrado inflamatório, exigindo 

também critérios quantitativos claros: 14 leucócitos/mm2, incluindo 7 linfócitos T/mm2 

e até 4 monócitos CD68 positivos/mm2 (Caforio et al. 2013).  

O achado de nossa casuística além de ser contundente em relação à 

diferença na sensibilidade dos métodos diagnóstico de miocardite, aponta para a 

necessidade na definição da especificidade de cada exame. Porém, constata, em 

nossa população, uma alta prevalência de miocardite em pacientes com dengue 

grave que foram a óbito.  

Independentemente da etiologia, a miocardite não é uma doença fatal, ao 

contrário é autolimitada (Kytö et al. 2007) e a fatalidade ocorre em 2% dos casos 

estando frequentemente relacionada aos casos de miocardite fulminante. A 

frequência elevada de miocardite na dengue e em especial na dengue grave como 

um fator de letalidade, pode estar relacionada às alterações vasculares da 

microcirculação que acompanha a patogênese da dengue, promovendo o 

extravasamento vascular intenso, levando à dissociação das fibras pelo edema 

subsequente e diminuição na condução elétrica em sincício, como normalmente   

ocorreria no músculo cardíaco hígido (Yacoub et al. 2014).  
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A maioria dos trabalhos associando dengue e miocardite tem o diagnóstico da 

alteração cardíaca com base em achados clínicos e laboratoriais com uma 

frequência de até 37,5%, assim a análise histopatológica miocárdica realizada no 

nosso estudo, confirmou a alta frequência clínica de miocardite (Arora and Patil 

2016). Complicações cardíacas e miocardite ocasionada pelo DENV são 

consideradas raras, no entanto existem relatos de miocardite durante a infecção pelo 

DENV desde a década de 1970 (Nagaratnam et al. 1973). Os mecanismos 

propostos incluem efeitos diretos do DENV no miocárdio bem como efeitos indiretos 

da resposta inflamatória desencadeada pela infecção (Li et al. 2016). 

Não foi encontrada diferença estatística na frequência de casos com 

miocardite por faixa etária e sexo, em contraste com achados na literatura que 

encontraram uma prevalência maior na faixa etária 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 crianças, adultos e idosos foram acometidos pela 

miocardite induzida pelo DENV. A influência da faixa etária no envolvimento 

cardíaco 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 clínicos relacionados à 

alteração cardíaca (Arora and Patil 2016), não encontramos na revisão dos 

prontuários dos 117 pacientes nenhum relato de suspeita clínica de envolvimento 

cardíaco. 

Estudos prévios encontraram associação significativa com manifestações de 

comprometimento cardíaco e a presença de sinais de alarme e gravidade  tais como 

hepatomegalia e hemorragias em pacientes infectados (Li et al. 2016). No entanto, 

não encontramos diferença estatística entre os grupos de pacientes do nosso estudo 

(Tabela 8). Interessantemente, a hospitalização foi mais frequente nos pacientes 

com miocardite em concordância com o estudo de (Li et al. 2016). Esses resultados 

enfatizam a necessidade da inclusão do comprometimento cardíaco como critério de 

gravidade conforme nova classificação da OMS de 2009 (WHO 2009). 

Em relação aos sinais e sintomas clínicos, não encontramos diferenças entre 

os grupos analisados.  A tosse foi o sintoma com maior diferença 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 não seja relatado nos estudos 

clínicos que correlacionam dengue com miocardite, nos chama a atenção para a 

possibilidade de ser devido à congestão passiva pulmonar secundária à disfunção 

cardíaca (Marques et al. 2017). 

Pacientes com as formas graves da doença apresentam frequentemente 

anormalidade homeostáticas incluindo deficiências em fatores da coagulação 

sanguínea, trombocitopenia e disfunção plaquetária (Azeredo et al. 2015). Além 

disso, envolvimento hepático é uma das características da infecção pelo DENV e 

são observadas alterações hepáticas, incluindo hepatomegalia e aumentos das 

transaminases nos casos graves e fatais.  

 Estudo recente demonstrou menores contagens de plaquetas e maiores 

níveis séricos de AST/TGO nos pacientes infectados pelo DENV e com miocardite 

(Li et al. 2016). Nosso estudo demonstrou que ambos os grupos, com e sem 

miocardite, apresentaram baixas contagens de plaquetas. Não observamos 

diferenças nas contagens de leucócitos ou nos valores do hematócrito. Além disso, 

maiores níveis de AST/TGO e ALT/TGP foram observados dois grupos, mas sem 

diferença estatística entre eles. Uma das limitações do nosso estudo foi a falta de 

dados de todos os casos incluídos dificultando as análises estatísticas.  

Estudos já 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 

presença do sorotipo DENV 4 pode estar relacionado à endemia na nossa região 

com grande recirculação de vários sorotipos e um grande percentual de dengue 

secundária, favorecendo a ocorrência de doença mais grave mesmo com um 

sorotipo de menor virulência.  

Não encontramos diferenças estatísticas quanto à presença de comorbidades 

entre os grupos, diferentemente dos trabalhos que confirmam o estado pró-

inflamatório do obeso (Redinger 2007), que mantém níveis 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 óbito por dengue (Cavalcanti 

et al. 2016). A hipertensão arterial sistêmica e o diabetes mellitus não se mostraram 

estatisticamente mais presentes no grupo com miocardite, o que já havia sido 
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afirmado por outros autores que viram associação entre essas patologias e a 

dengue grave (Limonta et al. 2008). 

Identificação e quantificação das alterações histopatológicas no miocárdio 

Os achados histopatológicos avaliados neste estudo foram aqueles 

relacionados com as manifestações teciduais da dengue em outros sítios, tais como 

infiltrado inflamatório, edema, hemorragia e necrose.  O infiltrado inflamatório, a 

hemorragia e a necrose foram associados à miocardite confirmando o que ocorre em 

outros órgãos estudados, como o fígado, que nos casos de dengue grave mostra 

lesão irreversível de hepatócitos com níveis das dosagens de AST/TGO e ALT/TGP 

alcançando patamares acima de 1000UI/L (Póvoa et al. 2014; WHO 2009). 

As células dendríticas e os macrófagos são os principais alvos do DENV in 

vivo, no entanto, grande quantidade de tipos celulares, além dos já mencionados 

acima, também podem ser infectados in vitro, como linfócitos, hepatócitos, células 

endoteliais (CE) e mastócitos. Embora o papel dessas células na infecção pelo 

DENV permanece menos claro in vivo, a ativação de células T de memória 

resultando em cascatas de citocinas inflamatórias e outros mediadores químicos que 

desencadeiam a morte da célula infectada através da apoptose é um elemento 

crítico que contribui para a ocorrência da dengue grave. Assim a disfunção endotelial 

proporciona as respostas de aumento da permeabilidade vascular, ocasionando os 

diversos edemas cavitários e intraparenquimatosos, além de ser ativado pelas 

citocinas liberadas pelas células inflamatórias ativadas, como os linfócitos T.  

As células endoteliais ativadas pelo DENV produzem quimiocinas e citocinas 

que ativam ou recrutam células imunes ao próprio endotélio. Esta ativação 

descontrolada e persistente do endotélio leva ao intenso aumento da permeabilidade 

vascular na microcirculação visceral e de serosas, além de estimular a trombose de 

pequenos vasos e inflamação local (John et al. 2015).  

Neste estudo, o edema ocorreu em diferentes graus nos dois grupos e não 

discriminou os casos com miocardite e afetou até 30% da área do tecido examinada 

em alguns casos mais intensos. O edema consagra-se como um parâmetro 

importante da infecção pelo DENV, especialmente nos casos de maior gravidade, já 

que ambos os grupos de pacientes foram a óbito. Independentemente de qualquer 

outro parâmetro, o edema foi o achado mais frequente em todos os casos.  
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Foi demonstrado que edema é inerente a todos os casos com e sem 

miocardite, mas que o processo inflamatório e todas as repercussões vasculares, 

relacionadas à célula endotelial e à ativação de linfócitos T e macrófagos com 

liberação de mediadores químicos no miocárdio, que levaram a uma maior 

repercussão tecidual. Nesse mesmo trajeto segue a hemorragia que à semelhança 

do edema é ocasionada pelo agravamento da lesão endotelial, que passa a permitir 

além do extravasamento plasmático, 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 Póvoa et al 2014, que observaram extensas áreas de 

hemorragia e edema em vários órgãos de 4 casos fatais por DENV-3 (Póvoa et al. 

2014). Autopsias de pacientes do Sri Lanka também, demostraram  presença de  

edema, inflamação e  necrose do tecido cardíaco (Weerakoon et al. 2011). 

Quantificação de linfócitos T CD4 e CD8 e macrófagos CD68 presentes no 

infiltrado inflamatório no miocárdio 

Existem poucos estudos relacionados ao perfil imuno-histoquímico das 

populações de células do infiltrado inflamatório na miocardite induzida pelo DENV. 

Miranda e colaboradores demonstraram  infiltrado de células mononucleares edema 

generalizado  inflamação 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 análise da frequência de 

células mononucleares nos diferentes grupos demonstrou maior frequência de 

células CD68 positivas nos casos com miocardite.  

Na dengue, o vírus se replica principalmente nas células da linhagem 

monocítica, e nossos resultados demostraram uma intensa infiltração de macrófagos 

no tecido cardíaco sugerindo importante papel para estas células durante a 

miocardite. Miagostovich et al 1997 também demostram a presença de células CD68 

positivas no cérebro de 3 casos fatais de dengue no Brasil (Miagostovich et al. 

1997).  No entanto ainda são necessários estudos na elucidação do papel destas 

células na patogênese da miocardite induzida pelo dengue.  

De modo contrário, os casos sem miocardite apresentaram menor frequência 

de células CD68 positivas e maior frequência de células CD4 e CD8 
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respectivamente. Estudos prévios demonstraram maior frequência de linfócitos T 

CD4 e CD8 expressando o receptor de quimiocina CCR5 com baixos níveis da 

quimiocina CCL5/RANTES (ligante do CCR5) no sangue. No entanto, elevada 

expressão foi encontrada fígado de casos fatais sugerindo a migração das células 

para o tecido hepático (De-Oliveira-Pint et al. 2012).   De fato, uma redução no 

número de linfócitos T CD4 circulantes com inversão da taxa CD4/CD8 é descrita na 

fase aguda da doença principalmente nos casos mais graves de dengue (Azeredo et 

al. 2001; Green et al. 1999). As causas da redução de linfócitos no sangue periférico 

são discutidas e parecem envolver mecanismos de migração e apoptose. 

Provavelmente os linfócitos T de pacientes infectados migram para os sítios 

inflamados e sofram apoptose nestes locais.  

A resposta imune celular tem importante papel na lesão e disfunção 

miocárdica. A miocardite viral é dividida em fase aguda, subaguda e crônica. A fase 

aguda caracteriza-se pela presença de viremia ocorrendo perda de miócitos por 

necrose graças a ação direta do vírus, efeitos citotóxicos de linfócitos T citotóxicos, 

mediadores inflamatórios, produtos do estresse oxidativo além de disfunção 

endotelial (Kawai 1999). 

Expressão da molécula de adesão celular endotelial plaquetaria (PECAM-

1/CD31) no tecido miocárdico  

 

Sabe-se que na patogênese do processo inflamatório agudo, inicialmente 

ocorrem fenômenos vasculares relacionados à vasodilatação mediada pela 

histamina num primeiro momento e em seguida pela serotonina, por proteínas 

plasmáticas (proteínas ativadas do sistema complemento e cininas), pelas 

prostaglandinas, entre outros mediadores, e que estes são liberados por mastócitos 

teciduais, plaquetas, macrófagos e leucócitos. Neste segundo momento vê-se o 

fenômeno do aumento da permeabilidade vascular. Estes eventos vasculares têm 

por objetivo facilitar o aporte de células inflamatórias, proteínas plasmáticas e 

citocinas para o local onde está havendo a lesão tecidual, e ocorrem em minutos 

após o contato do tecido com o agente agressor e se estendem por algumas horas e 

até alguns dias.  À medida que o tempo passa, o nível de organização do processo 

inflamatório evolui com participação de proteínas e enzimas da matriz extracelular. 

Na sequência de eventos o endotélio vascular passa a receber novos estímulos, 
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agora mediados principalmente pelo fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF). Este fator é expresso em baixos níveis numa variedade de tecidos, mas em 

maiores níveis nos podócitos do glomérulo e nos miócitos cardíacos. Dar-se, então a 

partir do estímulo do VEGF o início da angiogênese, que à semelhança de outras 

etapas do processo inflamatório na presença de DENV ocorre de uma forma mais 

exacerbada, contribuindo com o extravasamento vascular já elevado (Inyoo et al. 

2017).  

O CD31/PECAM-1 além de exibir propriedades adesivas durante a 

diapedese, é uma molécula de sinalização eficiente para demostrar a angiogênese 

(Woodfin et al. 2007). O percentual da marcação endotelial pelo CD31/área de 

tecido examinada mostrou-se significativamente maior nos casos com miocardite 

(p=0,05) em comparação com os casos sem miocardite, confirmando a importante 

associação do processo inflamatório induzido pelo DENV como potencializador dos 

efeitos angiogênicos de origem inflamatória e sua contribuição no aumento do 

extravasamento vascular. 

Descrição da frequência e da intensidade de apoptose no tecido cardíaco 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, além de 

contribuir para a homeostase das populações celulares nos tecidos. É um processo 

controlado de morte celular, orquestrado por uma cascata de eventos bioquímicos, 

liderando com mudanças morfológicas e finalmente morte celular (Elmore 2007).  

Duas vias, uma intrínseca e outra extrínseca, podem ativar a apoptose. Elas 

podem funcionar independentemente, porém existem muitas convergências, o que 

permite a amplificação do sinal de morte. Na via extrínseca, a célula responde a 

sinais dados através do ambiente pelos receptores de morte, como por exemplo, o 

Fas e o TNF-alfa, e na via intrínseca esses sinais são dados através da via 

mitocondrial. As duas vias de ativação culminam na ativação das caspases, uma 

classe específica de cisteína-protease, que clivam proteínas celulares, culminando 

na destruição celular. Os genes da família bcl-2 participam da via intrínseca e são de 

grande importância, pois codificam duas classes de proteínas: aquelas com 
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atividade anti-apoptótica, como o Bcl-2, e as com atividade pró-apoptóticas (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 são capazes de induzir 

a apoptose no tecido cardíaco, como a dilatação e a hipertrofia ventriculares. A 

dilatação ventricular quando aguda pode estar associada a elevação súbita da 

pressão diastólica final do VE, promovendo deslizamento de cardiomiócitos, com 

deslocamento de células em direção ao epicárdio. Esse deslocamento parece 

induzir a apoptose, ou seja, a morte celular é mediada por fenômeno mecânico que 

ativariam genes apoptóticos. A dilatação ventricular aguda também pode aumentar a 

expressão do Fas e elevar os níveis endógenos do superóxido nos cardiomiócitos, 

que por ser um radical livre causa dano direto às células ou, indiretamente, ativa 

genes envolvidos no apoptose. A apoptose já foi relatada em pacientes com 

insuficiência cardíaca (Cheng et al. 1995; Olivetti et al. 1997). A hipertrofia 

ventricular que ocorre em resposta à sobrecarga exercida pela hipertensão arterial 

sistêmica, causa alterações na circulação coronária, e está associada a alterações 

intersticiais, como hiperplasia de fibroblastos e aumento na deposição de colágeno 

(Hamet et al. 1995).  

A morte celular que acompanha a hipertrofia era implicada à necrose que 

eventualmente poderia ocorrer por comprometimento do fluxo coronariano já 

mencionado. No entanto, mais recentemente a apoptose foi demostrada em miócitos 

de ratos submetidos hipertensão arterial sistêmica crônica (Teiger et al. 1996). 

A apoptose de cardiomiócitos também pode ocorrer em associação com 

distúrbios arritmogênicos, tendo sito demostrada em modelos animais com uso de 

marcapasso para aumentar a frequência cardíaca (Liu et al. 1995). Esse fenômeno 

permitiu que fosse levantada a hipótese de morte por apoptose nos casos de 

dilatação atrial em pacientes com fibrilação atrial crônica (Haendchen 1998). 

A apoptose é descrita em diversas infecções causadas por flavivírus. Mais do 

que isso, ela vem sendo responsável por um mecanismo citopatológico em resposta 

à infecção por DENV in vitro e in vivo sugerindo que, não só a infecção, mas 

também um ambiente inflamatório gerado possa contribuir para a indução de morte 

em células infectadas e/ou não (Limonta et al. 2007; Matsuda et al. 2005). 
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Recentemente, Torrentes-Carvalho e colaboradores observaram que a 

infecção pelo DENV-2 aumenta a expressão de Fas tanto em monócitos humanos 

infectados in vitro quanto em monócitos e linfócitos 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 à infecção pelo DENV como por exemplo o 

diabetes mellitus. Sabe-se que há uma disfunção endotelial e uma produção 

exacerbada de citocinas no diabetes com níveis elevados de TNF, VEGF e MCP-1 . 

Em estudo de autópsias 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 inflamatório, a infecção pelo DENV, a hipertrofia cardíaca, 

as comorbidades como o diabetes mellitus, a obesidade e a isquemia cardíaca 

podem induzir a apoptose. Para melhor compreensão da sua repercussão sobre o 

miocárdio precisaríamos fazer um estudo pareado onde todos esses fatores fossem 

levados em consideração na amostra. 

 

Detecção das proteínas NS1 e NS3  no tecido cardíaco de casos fatais 

infectados pelo DENV 

 

No presente estudo, o antígeno NS1 foi detectado em macrófagos do tecido 

cardíaco por imuno-histoquímica 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 coração como um órgão adequado para a 

detecção da proteína NS1.  Estudos recentes demostram o papel patogênico da 

proteína NS1 na infecção pelo DENV (Beatty et al. 2015; Modhiran et al. 2015). A 

proteína NS1 na forma secretada forma imunocomplexos podendo ativar a via do 

sistema complemento, contribuindo na patogênese (Avirutnan et al. 2006; Cheng et 

al. 2009). De fato, a proteína do capsídeo NS1 e o RNA viral foram identificados por 

RT-PCR em amostras do tecido cardíaco de casos fatais de dengue, assim como em 

outros tecidos tais como fígado, pulmão, baço e linfonodos (de Araújo et al. 2009; 

Lima et al. 2011). 

A replicação viral foi investigada pela detecção da proteína NS3 no tecido 

cardíaco por imunohistoquimica. Os resultados revelaram de fato, a presença da 
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NS3 no tecido cardíaco dos casos fatais com miocardite e sem miocardite. A NS3, 

assim como RNA de fita negativa, foram observados nos macrófagos alveolares, nas 

células endoteliais e nos pneumócitos indicando que o DENV e capaz de se replicar 

nestes sítios (Balsitis et al. 2009; Jessie et al. 2004). Póvoa e colaboradores 

detectaram a presença da NS3 no coração de casos fatais de dengue corroborando 

os resultados encontrados neste estudo (Póvoa et al. 2014). 
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6 CONCLUSÕES 

 

   

O presente trabalho revelou uma alta prevalência de miocardite em casos 

fatais de dengue, demostrando um aumento da sensibilidade do diagnóstico com o 

uso da imunohistoquímica quando comparado com o uso da colocação pelo H&E.  

Os sorotipos DENV-1, DENV-3 e DENV-4 foram detectados nos pacientes 

com miocardite demonstrando o potencial destes na indução de formas graves do 

DENV associadas com comprometimento cardíaco. 

Não foram encontradas diferenças nas manifestações clinicas ou nos 

parâmetros laboratoriais entre grupos estudados. No entanto, a hospitalização foi 

mais frequente nos pacientes com miocardite em concordância com estudos prévios.  

Intenso infiltrado inflamatório mononuclear foi encontrado nos casos com 

miocardite e com maior frequência de células CD68, alvos do DENV, sugerindo o 

envolvimento destas células na patogênese da miocardite induzida pelo DENV.  

Análises histopatológicas revelaram áreas com edema, hemorragia e necrose 

do tecido cardíaco, porém a hemorragia e a necrose foram significativamente 

maiores nos pacientes com miocardite. 

Os resultados demonstraram presença edema no tecido miocárdico nos 

casos com e sem miocardite, demonstrando que este é um achado comum nos 

casos graves independentemente de suas complicações. 

Células marcadas por TUNEL foram encontradas no tecido cardíaco 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 indução da apoptose celular no tecido 

cardíaco durante a infecção.  

As manifestações clínicas dos pacientes com dengue e estudos post-mortem 

fornecem importantes informações sobre a fisiopatologia da infecção, embora 

existam ainda muitas lacunas quanto os mecanismos envolvidos na miocardite. 

Nossos resultados sugeriram que o coração é alvo da infecção pelo DENV com 

intenso processo inflamatório induzido provavelmente pela resposta imune do 

paciente. 
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7 PERSPECTIVAS 

 

O presente trabalho científico construiu um robusto material de pesquisa que 

possibilitará o aprofundamento de várias 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 lesão. 

Diante da pandemia de dengue, houve o aparecimento de formas atípicas da 

doença e uma variação da gravidade que depende de múltiplos fatores, seja do vírus 

e/ou das populações. Assim, um maior conhecimento da patogenia de 

manifestações cardíacas, torna-se imperioso para o efetivo controle dos possíveis e 

terríveis impactos dessa enfermidade negligenciada.  

Os resultados aqui apresentados chamam a atenção para a grande 

prevalência da miocardite em nosso meio e, consequentemente, seu subdiagnóstico. 

Inexistência de suspeição diagnóstica na abordagem clínica dos pacientes graves, e 

15% de subdiagnóstico dos exames realizados apenas com a investigação 

histopatológica. Em se tratando de regiões que apresentam quadros epidêmicos, 

levando em conta a limitação econômica para a ampliação de técnicas 

imunohistoquimicas, e a despeito das várias críticas à clássica técnica diagnóstica 

de Dallas, sugerimos um melhor aprimoramento da mesma. O material existente 

poderia ser norteador para a inclusão de critérios mais quantificativos que 

diminuísse a variação técnico-dependente, para podermos diminuir uma possível 

subnotificação, e assim estimar melhor a prevalência da doença. 

 Em termos de controle da morbi-mortalidade da doença em nosso meio, e 

em virtude da grande e destoante letalidade da dengue grave no Ceará, o 

reconhecimento da alta prevalência da miocardite na amostra estudada, impõe ação 

das entidades médicas (Conselho Federal de Medicina/Projeto Diretrizes e da 

Sociedade Brasileira de Cardiologia) e de órgãos governamentais como o Ministério 

da Saúde,  a revisão dos fluxogramas e protocolos de conduta clínica dos pacientes 

com dengue grave, no sentido de implementar uma propedêutica efetiva para  

identificação de manifestações cardíacas e, consequentemente seu manejo 

adequado. 
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