Ministério da Saude
Fundagéo Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

Mestrado em Programa de P6s-Graduacao em Medicina Tropical

ESTUDO DA IMUNOPATOGENESE EM MULTIPLOS ORGAOS DE
CASOS FATAIS DE DENGUE EM CRIANCAS: DETECCAO DO
ANTIGENO VIRAL, PERFIL DE CITOCINAS E MEDIADORES
INFLAMATORIOS.

LEANDRO JUNQUEIRA MORAGAS

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2020



Ministério da Saude
Fundagéo Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

Programa de P4s-Graduacdo em Medicina Tropical

LEANDRO JUNQUEIRA MORAGAS

ESTUDO DA IMUNOPATOGENESE EM MULTIPLOS ORGAOS DE
CASOS FATAIS DE DENGUE EM CRIANCAS: DETECCAO DO
ANTIGENO VIRAL, PERFIL DE CITOCINAS E MEDIADORES
INFLAMATORIOS.

Dissertacdo apresentada ao Instituto Oswaldo
Cruz como parte dos requisitos para obtencao
do titulo de mestre em Medicina Tropical

Orientador: Dr. Marciano Viana Paes

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2020



Moragas, Leandro .

ESTUDO DA IMUNOPATOGENESE EM MULTIPLOS ORGAOS DE
CASOS FATAIS DE DENGUE EM CRIANCAS: DETECCAO DO ANTIGENO
VIRAL E PERFIL DE CITOCINAS. / Leandro Moragas, Marciano Viana Paes -
Rio de janeiro, 2020.

86 f.; il

Dissertacao (Mestrado) - Instituto Oswaldo Cruz, Pos-Graduagao em
Medicina Tropical, 2020.

Orientador: Marciano Viana Paes .
Bibliografia: Inclui Bibliografias.

1. Dengue . 2. Imunopatogénese. 3. Citocinas. 4. Ultraestrutura. 5.
Criangas . L., Marciano Viana Paes. II. Titulo.

Elaborado pelo Sistema de Geragao Automatica de Ficha Catalografica da Biblioteca de Manguinhos/Icict/Fiocruz com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a), sob a responsabilidade de Igor Falce Dias de Lima - CRB-7/6930.




Ministério da Saude
Fundacéo Oswaldo Cruz
Instituto Oswaldo Cruz

Programa de P4s-Graduacao em Medicina Tropical

AUTOR: LEANDRO JUNQUEIRA MORAGAS

ESTUDO DA IMUNOPATOGENESE EM MULTIPLOS ORGAOS DE
CASOS FATAIS DE DENGUE EM CRIANCAS: DETECCAO DO
ANTIGENO VIRAL, PERFIL DE CITOCINAS E MEDIADORES
INFLAMATORIOS.

ORIENTADOR: Dr. Marciano Viana Paes

Aprovada em: 14/02/2020

EXAMINADORES:

Profa. Dra. Elzinandes de Azeredo Braga — Presidente — FIOCRUZ/IOCRJ

Prof. Dr. Damido Carlos Moraes dos Santos — Universidade Estacio de Sa -
Escola de Medicina

Profa. Dra. Ester Maria Motta — FIOCRUZ/ IOC/RJ

Profa. Dra. Livia Melo Villar FIOCRUZ/IOC/ RJ

Profa. Dra. Jemima Fuentes Ribeiro da Silva — UERJ/RJ

Rio de Janeiro
Fevereiro de 2020



AGRADECIMENTOS
Agradeco,

Primeiramente, a Deus, que me concedeu saude fisica e psicolégica durante toda
essa caminhada, me cercando de pessoas amaveis e compreensiveis que sempre me
deram todo o suporte necessario, em especial,

A minha familia: Minha mae com seu exemplo de busca constante pelo conhecimento,
0 meu pai como exemplo de estrutura inabalavel e sempre disposta a ajudar o
préximo, minha irma pelo exemplo de mae e doutora, que nos dias de hoje ganha uma
aura ainda mais especial, e meu irmao pelo exemplo de que sonhos s&o pra serem
perseguidos e sonhados juntos;

Aos amigos que sdo nossa segunda familia: o Beto que sempre sabe a hora exata de
me fazer dar uma pausa nas leituras ir a praia e que sabia as traducdes que nao
achava em nenhum dicionério. Aos colegas da clinica veterinaria que sempre vinham
tirar duvidas das principais “fake-news” que estavam circulando. E aos amigos que
cursaram comigo o mestrado em medicina tropical 2018 da FioCruz, sempre me
salvando e me lembrando de algum seminario de ultima hora;

Ao meu orientador, Dr. Marciano Viana Paes, que foi um achado garimpado, a quem
sou realmente muito grato pela paciéncia que teve para comigo e pela confiangca em
mim depositada para que juntos pudéssemos colocar em pratica esse trabalho tao
bonito e de que tanto me orgulho;

Ao Laboratdrio Interdisciplinar de Pesquisas Médicas (LIPMed) por ter me recebido
com bracos abertos e muita simpatia. Em especial a Kissila Rabelo, Natalia Gedeéo,
Felipe Alves, Lucca Siqueira e Hanna;

Ao Dr. Fernando Rosman e Dr. Ronaldo Mohana-Borges pela parceria e colaboracéo;
A parceria com o Hospital Universitario Gaffrée Guinle (HUGG - UNIRIO), que
receberam nossa equipe muito cordialmente, desde o técnico Geraldo com sua
longeva experiéncia no corte de laminas e coloracdes, até o Dr. Professor Basilio de
Oliveira que, além de ceder seus espacos para a obtencéo das fotos aqui publicadas,
cedeu também grande parte de seu conhecimento;

A organizacdo do curso de Pos-Graduacao em Medicina Tropical, nas pessoas de
Dra. Martha Mutis e Livia Mangeon, pelos grandiosos eventos que tive a oportunidade
de participar dentro e fora da instituicdo, as disciplinas que serviram para fortificar meu
embasamento cientifico, a todos os professores e palestrantes convidados, que
vieram multiplicar seus conhecimentos conosco;

As bancas examinadoras, atual e passadas, por terem aceitado o convite e pelas
preciosas dicas oferecidas durante a confeccdo deste projeto.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cdodigo de Financiamento 001.

Meu mais sincero obrigado.



“Numv pats como- o- Brasil, manter av esperancow vivaw & es sl ato-
revoluciondwrio”.

Paulo Freire

W



INSTITUTO OSWALDO CRUZ

ESTUDO DA IMUNOPATOGENESE EM MULTIPLOS ORGAOS DE CASOS
FATAIS DE DENGUE EM CRIANCAS: DETECCAO DO ANTIGENO VIRAL,
PERFIL DE CITOCINAS E MEDIADORES INFLAMATORIOS.

RESUMO (DISSERTACAO DE MESTRADO EM MEDICINA TROPICAL)
LEANDRO JUNQUEIRA MORAGAS

A dengue é considerada a arbovirose de maior importancia médica devido sua
alta taxa de mortalidade e morbidade. A maioria dos casos é assintomatica ou
autolimitante, porém alguns casos podem evoluir para a forma grave da doenca e até
a morte. Ja se sabe que o figado e o pulmao sdo alguns dos érgaos alvos do virus do
dengue. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi investigar os aspectos da
patogénese em amostras de tecidos como figado, pulméo, lingua e a traqueia, de trés
casos fatais dengue em criancas (8 a 12 anos). No figado foram observadas areas de
necrose hepatocitaria, macro e microesteatose, associadas a areas de hemorragia e
dilatacdo de capilares sinusoidais. Foi mostrado também infiltrado inflamatorio no
interior dos capilares sinusoidais e ao redor do espaco porta. O pulméo apresentou
areas difusas de espessamento de septo, hemorragia e edema, também com areas
de infiltrado inflamatorio, além de macréfagos alveolares hiperplasicos. Os principais
danos observados, no figado e no pulméo, foram quantificados, utilizando uma escala
subjetiva com atribuicdo de diferentes graus, revelando diferencas significativas. Em
relacéo a traqueia foi observada traqueite focal com metaplasia escamosa e necrose
da mucosa com focos hemorragicos no liumen traqueal. Na lingua foram vistas areas
de hemorragia e hiperplasia dos foliculos linfoides. A proteina viral NS3 foi detectada
em diferentes grupos celulares de todos os 6rgdos estudados. No figado, estavam
presentes em hepatdcitos, células de Kupffer, macréfagos circulantes e células
endoteliais; no pulméao, nos macrofagos alveolares e nos pneumdcitos de tipo II; além
de estarem presentes também nas células endoteliais e em mondcitos da lamina
prépria da traguéia e nos macrofagos ao redor da camada muscular abaixo do epitélio
da lingua. A expressao de TNF-a foi detectada em macréfagos, células de Kupffer e
células endoteliais ao redor do espaco porta e da veia centro lobular, no figado. Foi
observado também um aumento quantitativo na contagem de linfécitos T CD4+ e T
CD8+ ao redor do espaco porta e capilares pulmonares. Um aumento na expressao
das citocinas e mediadores inflamatérios como RANTES, VEGF-R2, VCAM-1 e MMP9
foi observado em células do endotélio dos capilares sinusoidais e ao redor do espaco
porta, ao redor das veias pulmonares e em mondcitos e macrofagos alveolares,
sugerindo uma alteracdo na permeabilidade vascular nos tecidos hepaticos e
pulmonares, respectivamente. Esses achados irdo contribuir para a investigacao das
principais células e mediadores envolvidos na patogénese do dengue, ajudando a
esclarecer os mecanismos envolvidos durante uma infec¢do em criancas.
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OSWALDO CRUZ INSTITUTE

INJURY IN MULTIPLE ORGANS OF FATAL CASES DENGUE IN CHILDREN:
VIRAL DETECTION, PROFILE OF CYTOKINES AND INFLAMMATORY
MEDIATORS.

ABSTRACT (MASTER DISSERTATION IN MEDICINA TROPICAL).
LEANDRO JUNQUEIRA MORAGAS

Dengue is an important arbovirus today due to its high mortality and morbidity
rates. In most cases, symptoms are self-limiting, but some cases may develop into
severe forms and death. The pathogenesis is not yet fully elucidated, but it is known
that liver and lung are the main targets of the virus, causing painful hepatomegaly and
increased liver transaminases and hemorrhage, edema and thickening membrane in
the lung. This study aims to investigate liver, lung, tracheal and tongue changes
caused by DENV in three fatal cases of dengue (IgM+) in children (8 to 12 years)
hospitalized in Municipal Jesus Hospital (Rio de Janeiro) from 2008 to 2012. In the
liver was observed areas of hepatocytes necrosis, macrovesicular and microvesicular
steatosis associated with bleeding areas, dilatation of sinusoidal capillaries,
mononuclear infiltrates in sinusoidal capillaries and in the portal space. At lung was
showed diffuse areas of septal thickening, edema, and hemorrhage with the presence
of mononuclear infiltrates and hyperplastic alveolar macrophages. Focal tracheitis with
squamous metaplasia and necrosis in the mucosa and bleeding in the tracheal lumen.
Tongue was also observed hemorrhages and hyperplastic lymphoid follicle. NS3 viral
protein was detected in hepatocytes, Kupffer cells, circulating macrophages and
endothelial cells in liver tissue; alveolar macrophages and type Il pneumocytes in the
lung; endothelial cells and monocytes in the tracheal lamina propria; and in
macrophages around the muscle bundle below the tongue epithelium, showing its
replication in these places. TNF-a expression was observed in macrophages, Kupffer
cells and portal space endothelial cells and in the centrilobular vein endothelium. In
addition to a quantitative increase in TCD8 + lymphocytes in the portal space and
pulmonary capillaries. The expression of RANTES, VCAM 1 and VEGF-R2 was shown
in sinusoidal capillary endothelial cells and portal space suggesting a change in
vascular permeability in liver tissue. These results will contribute to the investigation of
the main cells involved in dengue pathogenesis, elucidating the mechanisms involved
during dengue infection in children.
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1 - INTRODUCAO

1.1- Adengue

A dengue é uma arbovirose, ou seja, uma virose transmitida por um artrépode
infectado com o virus dengue (DENV). No caso do dengue, os vetores sao as fémeas
do mosquito do género Aedes. E considerada pela Organiza¢do Mundial da Sautde a
arbovirose de maior importancia em saude publica, devido sua alta mortalidade e
morbidade. Esta amplamente disseminada em paises tropicais e subtropicais, com
variagdes locais devido a frequéncia de chuvas, temperatura e intensa urbanizacao.
Em vérias partes do mundo € uma pandemia na iminéncia de ocorrer, alavancada
pelas rapidas mudancas climaticas, desmatamento desordenado, grande fluxo
migratério, ocupacao nado planejada de areas urbanas, precariedade das condi¢des
sanitarias que favorecem a disseminacdo do mosquito vetor e do virus (Gubler, 2011).
Ocorre principalmente em areas pobres, suburbios e regides periurbanas. De acordo
com a OMS, é a segunda doenca febril mais diagnosticada, apdés a malaria.

Até a década de 50, a dengue era conhecida como uma doenca causadora de
epidemias caracterizadas por febre aguda exantematica autolimitante e com baixa
mortalidade. Esse conceito mudou apOs o aparecimento de casos com relatos de
choque e hemorragias gastrointestinais associados a quadros de dengue (Hammon
et al., 1960).

Uma vez infectado, o ser humano se torna o principal reservatorio dp virus,
servindo de fonte para mosquitos que ainda ndo estdo infectados. A fémea do
mosquito Aedes spp ingere o virus do dengue ao fazer o repasto sanguineo em um
individuo infectado com o virus do dengue durante o periodo de viremia, caracterizado
por febre alta que pode durar de 2 a 10 dias. Apés um periodo de incubacao extrinseco
de 8 a 12 dias, o mosquito € capaz de transmitir 0 virus e passa a albergar o virus em
sua glandula salivar. Ao fazer novo repasto sanguineo, a fémea regurgita a saliva
contendo anticoagulantes e o virus. Apés um periodo de incubacéo intrinseco de 3 a
14 dias, em média 4 a 6 dias, os sintomas se manifestam (Siler et. al, 1926; Gubler,
1998).

A mortalidade por dengue pode ser drasticamente reduzida se forem realizados
diagnasticos corretos na fase inicial, possibilitando uma administracéo de fluidos mais
eficiente. Testes prognosticos que detectam biomarcadores, associados com a
gravidade do dengue, permitiriam uma melhor triagem e melhor encaminhamento para
o tratamento dos pacientes. Porém, as manifestacdes clinicas sdo atualmente as
Unicas informacdes que o clinico tem para predizer a gravidade da doenca. Com o
conhecimento atual, as citocinas e moléculas encontradas durante a evolucdo da
doenca, poderiam ser utilizadas para a producdo de novos testes, uma vez que a
tecnologia vem avancando e permitindo a andalise de multiplos biomarcadores com
pouco volume de sangue (Katzelnic et al., 2017).

1.2—- A epidemiologia
1.2.1 — No mundo

Relatos de uma doenca clinicamente compativel com a dengue datam de 265-
420 d.C. Porém o virus so0 foi isolado em 1943 no Japdo. Em 1945, no Hawai, virus
semelhantes, mas com caracteristicas antigénicas diferentes foram isolados e
receberam o nome, respectivamente, de DENV1 e DENV2 (Hotta, 1953). Até a
década de 50, a dengue era considerada endémica somente no Sudeste Asiatico,
quando houve a ocorréncia de véarias epidemias de dengue desde a indias até as ilhas
do Pacifico (Wilder-Smith et al., 2017). Mas, ainda assim, era considerada uma



doenca sem muita gravidade, até que uma epidemia nas Filipinas e Tailandia (Agrupis
et al., 2019), caracterizada por intensa plaguetopenia e hemorragia, foi reconhecida
pela OMS como dengue hemorragica. Nessa epidemia foram isolados os sorotipos
DENV3 e DENV4 (Barreto e Teixeira, 2008).

Acredita-se que, até a segunda guerra mundial, as epidemias de dengue nao
eram tdo graves devido ao fato dos meios de transportes serem lentos e de baixo
acesso, com isso, 0s surtos eram causados pelo mesmo sorotipo e de maneira
sazonal, pois dependiam de uma nova geracao de individuos suscetiveis. Com o fim
da guerra e o surgimento de meios de transportes mais rapidos e acessiveis, 0s
sorotipos se disseminaram se misturaram, causando quadros mais graves da doenca
e com intervalos de tempo menores (Barreto e Teixeira 2008).

A transmissao passou de 8,3 milhdes de casos aparentes em 1990 para 58,7
milhdes de casos aparentes em 2013. Com 8.277 mortes em 1992 para 11.302 mortes
em 2010 (Araujo et al., 2017). Nos ultimos anos, aproximadamente uma média de 50
a 100 milhdes de casos aparentes sao notificados por ano, com cerca de 22.000
mortes, principalmente em criangas (Stanaway et al., 2016).

Em 2011, as areas tropicais foram consideradas hiperendémicas, com o0s
guatro sorotipos co-circulando (Gubler, 2011). A incidéncia do dengue vém
aumentando consideravelmente nas Ultimas décadas, devido a migracao
populacional, ocupacdo urbana desordenada com péssima infraestrutura sanitaria,
invaséo e destruicdo de areas de floresta s, associadas as mudancas climaticas que
permitem a disseminacdo do mosquito transmissor aumentando a quantidade de
pessoas expostas ao virus (Mota et al., 2016).

Cerca de 80% dos casos séo assintomaticos, além disso, muitos casos ndo séo
reportados ou sao diagnosticados erroneamente. Estima-se que cerca de 2.5 bilhdes
de pessoas sejam expostas globalmente, sendo 975 milhdes residentes em areas
urbanas de paises tropicais e subtropicais no sudeste asiatico, pacifico e nas
américas. Estima-se que 390 milhdes de pessoas sejam infectadas por ano, das quais
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Figura 1 - Mapa das taxas de incidéncia do dengue ( por 100.000 pesssoas ao ano), em 2013.
Adaptado de Bhatt et al., 2013.




96 milhdes irdo manifestar sintomas com alguma gravidade (Bhatt et al., 2013; Zou et
al., 2019). Destes, cerca de 500.000 necessitam de hospitalizacao por dengue grave,
principalmente as criangas, com uma taxa de mortalidade chegando a quase 5% em
algumas areas. Consequentemente, a dengue é considerada como uma das causas
mais comuns de hospitalizacédo e 6bito em criancas residentes em areas endémicas.
A transmiss&o também ocorre na Africa e nos paises do mediterraneo e em as areas
rurais (Gubler, 2004).

Atualmente, a transmissdo do dengue € onipresente na area compreendida
entre os tropicos, tendo a América latina e a Asia como zonas de maior risco. A Africa
apresenta baixa taxa de transmisséao devido ao clima seco e devido a subnotificagéo.
A proximidade com é&reas de baixa renda e regides peri-urbanas sdo as que
apresentam maiores taxas de transmisséo, principalmente quando associado a alta
concentragéo populacional (Fig. 1) (Bhatt et al., 2013).

Além do aumento na incidéncia do dengue em paises considerados endémicos,
Novos paises passaram a apresentar transmissdo autéctone nos ultimos anos, como
por exemplo Franca e Croéacia, em 2010 e Portugal, em 2012, o que contribuiu para a
disseminacdo pela Europa, devido aos intensos fluxos migratérios de viajantes
infectados (Ruche et al. 2010; Lourenco e Recker, 2014 ). Os quatro sorotipos do
virus do dengue sdo endémicos em areas urbanas e rurais de mais de 100 paises
tropicais e subtropicais (Stanaway et al. 2016) sendo uma das maiores causas de
internacdo e Obito de adultos e jovens. A tendéncia € uma disseminacdo cada vez
maior, devido ao um crescimento populacional sem precedentes e a facilitacdo do
deslocamento de pessoas, animais e
comércio via transporte aéreo (Gubler, Casos provaveis de dengue

2011). nas Américas e no Brasil

1.2.2 = Nas Américas e no Brasil de 1980 até 2019.
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Na década de 90 ocorreram varios surtos associados aos quatro sorotipos do
DENV. Em 1997, foi encontrado, pela primeira vez na América, um mosquito da
espécie Aedes albopictus naturalmente infectado com o virus do dengue, durante um
surto da doenca no México (Ibafiez-Bernal et al., 1997).

A primeira grande epidemia registrada no Brasil foi entre 1981 e 1982, sendo
isolados os DENV1 e DENV4. Em 1998, foram reportados mais de 500.000 casos
afetando principalmente o estado do Rio de Janeiro, sendo o sorotipo DENV2 0 mais
predominante. No ano de 2002, varios paises documentaram dengue e dengue grave,
sendo o Brasil responsavel por quase 800.000 casos, observando-se 0 sorotipo
DENV3 como o mais predominante (Barreto e Teixeira, 2008).

Em 2008, ocorreu uma das mais graves epidemias, acometendo os estados de
Roraima, Mato Grosso do Sul e Piaui, com a reincidéncia do DENV2, onde a maioria
dos pacientes tinham uma idade inferior a 15 anos. Também em 2008, em uma
epidemia no Rio de Janeiro, foram registradas 3.237 internagdes, sendo 53% dos
pacientes menores de 14 anos. Nessa epidemia 45% dos Obitos registrados foram em
criangas. Em 2010, os quatro sorotipos circulavam no Brasil, onde quase 1 milh&o de
casos foram reportados. Em 2013, quase 1,5 milhdo e em 2015 mais de 1,6 milhdo
de casos foram reportados no Brasil (Wilson e Chen, 2002; Araujo et al., 2017; Salles
et al. 2018).

Em 2016, mais de 2 milhdes de casos foram relatados nas Américas, sendo
64,5% no Brasil (Araujo et al., 2017). Respeitando a sazonalidade, os anos de 2016 e
2017 tiveram baixas taxas de transmissdo, sendo registrados 579.645 e 561.393
casos provaveis nas Américas, tendo o Brasil contribuido com 252.054 e 265.934
respectivamente. Porém, esse numero voltou a subir, sendo registrados em 2019
cerca de 2.858.927 casos provaveis nas Americas, tendo o Brasil contribuido com
1.544.987 casos provaveis (Cavalcante et al., 2018; Oliveira et al., 2019; Ministério da
Saude, Brasil, 2019).

Sabe-se que esses numeros sao ainda maiores na realidade, pois muitos casos
nao sao diagnosticados corretamente e muitas vezes nao sao reportados.
Principalmente os casos de dengue sem sinais de alerta, nos quais os individuos se
auto medicam em casa, sem procurar assisténcia médica. Mas, mesmo assim, o Brasil
€ responsavel por quase 60% dos casos reportados em todo o mundo (Werneck et
al., 2018).

O Brasil passou por um processo de urbanizacéo acelerada e ndo programada,
causando a falta de infra-estrutura em muitas cidades o que resultou na falta de
saneamento basico em grandes areas. O alto consumo de produtos ndo degradaveis
gue servem de criadouros para o mosquito e o fato de possuir o clima e ambiente
favoraveis para a reproducdo do mosquito transmissor do dengue, sdo agravantes.
Soma-se a esses fatos a co-circulagdo dos quatro sorotipos, 0 que gera um aumento
na possibilidade de uma infeccdo por dengue grave, principalmente em criancas.
Estudos recentes revelam que os adultos sdo os mais infectados com a dengue,
porém o0s casos de dengue grave e Obitos estdo se tornando mais comuns em
criancas, sugerindo uma mudanca, das formas mais graves, para as faixas etarias
mais jovens (Siqueira et al., 2005).

1.3- Os vetores

As fémea dos mosquitos do género Aedes aegypti sdo os transmissores de
maior importancia epidemiolégica nas Américas. Acredita-se que 0s primeiros
exemplares vieram escondidos nos pordes dos navios negreiros, que vinham da
Africa. Aqui se domesticou e se adaptou muito bem ao ambiente urbano, sendo
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considerado antropofilico. Depositam seus ovos em pequenos depdsitos artificiais de
agua, o que facilitou a sua rapida difusédo espacial. A espécie Aedes aegypti chegou
a ser erradicada no Mediterraneo (década de 50), e de grande parte das Américas
(décadas de 50 e 60). No entanto, houve reinfestacdo na maioria das areas de onde
havia sido erradicado e, hoje, esse vetor é considerado uma espécie cosmotropical
(Rodhain, 1997). Hoje pode ser encontrado em mais de 80% dos paises (Almishri et
al., 2016).

Possui a capacidade de fazer multiplos repastos sanguineos aumentando a sua
infectividade (Scott et al., 1993). Além disso, a fémea, durante a oviposicdo, deposita
Seus ovos em varios recipientes, garantindo maior sobrevivéncia e disperséo da prole
(Reiter et al., 1991).

O Aedes albopictus também tem potencial para transmitir o virus do dengue.
Durante um surto no México, em 1997, foram encontrados espécimes deste mosquito
infectados naturalmente (Ibafiez-Bernal et al., 1997). Até entdo, essa espécie era
restrita a Asia e acredita-se que tenha chegado até as Américas devido ao comércio
maritimo internacional de pneus, sendo identificado pela primeira vez nos EUA em
1985 e no Brasil em 1986. E um vetor menos domesticado, sendo seu habitat mais
comum as florestas, deposita seus ovos no interior oco de arvores. Tém habitos
antropofilicos e zoofilicos, e pode ser o elo entre o ciclo do virus do dengue em
macacos e em humanos. Ja foi considerado como o responsavel por grandes surtos
epidémicos de dengue classica e dengue hemorragica na Asia ( Metselaar et al., 1980;
Ibafiez-Bernal et al., 1997).

Ambas espécies, devido as dificuldades na implementacéo de campanhas bem
sucedidas como as do passado, representam grandes problemas socio-politico de
saude publica, com grande impacto na economia (Almishri et al., 2016).

Atualmente a Unica forma de prevenir a dengue € através do controle do vetor.
Medidas como eliminar reservatérios de agua que servem de criadouros, controle
ambiental e o uso de larvicidas na agua sao necessarias, porém nao tem sido eficazes.
O uso de repelentes contra mosquitos adultos € uma medida que tem uma acao
restrita em relacdo ao local da aplicacdo e precisam ser continuadamente
aprimoradas, uma vez que a taxa de resisténcia pelos mosquitos é muito alta. A
utilizacdo de controle biol6gico, como alguns crustaceos e peixes que se alimentam
das larvas do mosquito, ainda ndo é uma solucao viavel devido ao alto custo. Estudos
com mosquitos genéticamente modificados, que se tornam incapases de reproduzir e
de mosquitos infectados com a bactéria Wolbachia, que impedem o mosquito de se
alimentar, tém sido, atualmente, as melhores op¢des para o controle do vetor. Porém,
a participacdo da comunidade e a
continuidade dos esforcos, mesmos nos
periodos entre as epidemias, séo
fundamentais para o sucesso do controle
do vetor (Katzelnick et al., 2017).

14 - O virus do dengue e o ciclo Envalope

replicativo Proteina M
O virus dengue €& um arbovirus

(virus  transmitido  por  artropodes) Capsideo

pertencente a familia Flaviviridae, Género
Flavivirus. Este género inclui os virus
causadores da Febre Amarela (YFV), Virus

RNA Gendmico

Figura 2 - Particula viral do DENV



do Nilo Ocidental (WNV), o Virus da Zika (ZIKV) e da Encefalite Japonesa (JEV)
(Lindenbach et al., 2006).

Existem quatro sorotipos antigenicamente distintos: DENV1 a 4, onde todos
podem causar tanto a forma classica da doenca quanto formas mais graves. Sao virus
esféricos, com aproximadamente 50nm de didmetro e envelopados. A particula viral
€ icosaédrica contendo no seu interior uma fita simples de RNA (ssRNA) de polaridade
positiva com aproximadamente 11kb (Stadler et al., 1997) (Fig. 2). O genoma é capaz
de codificar uma Unica poliproteina, com uma fase de leitura aberta (ORF) flanqueada
entre as extremidades 5’e 3"(lglesias e Gamarnik, 2011). A poliproteina é clivada
pelas proteases virais NS2b-NS3 gerando as trés proteinas estruturais: envelope (E),
pre-membrana (prM) e capsideo (C) e sete proteinas néo estruturais (NS1, NS2a,
NS2b, NS3, NS4a, NS4b, and NS5) (Lobigs et al., 2010) (Fig.3).
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Figura 3 — Cdédigo genético do DENV. C — Capsideo; prM — Pré-membrana; E — Envelope; NS —
Na&o estrutural.
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citoplasma (Green et al., 2014).
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RNA viral, que é direcionado ao
reticulo endoplasmatico, onde sera ) o )
traduzido em uma poliproteina, Figura 4 - Ciclo replicativo do DEN. Adaptaado de Echavarria-
que quando clivadas dara origem Consuegraetal., 2019
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as proteinas estruturais e ndo estruturais do virus. As proteinas estruturais formarao
a particula viral e as proteinas ndo estruturais desempenham a funcéo de replicacéo
viral, formando um complexo replicativo que sintetiza 0 RNA pela transcrigdo do RNA
viral anti senso, seguido pela amplificagdo do RNA. O RNA é montado dentro de um
capsideo e recebe um envelope no momento que deixa o reticulo endoplasmatico,
dando origem aos virions imaturos. Posteriormente sdo encaminhados para o
complexo de Golgi, onde sofrerdo a acdo das proteases, que irdo clivar as proteinas
da membrana, gerando virions maduros ou parcialmente maduros, que séo liberados
pelas células infectadas e irdo infectar as células vizinhas (Fig. 4).

1.5 -As proteinas Virais

A proteina E é uma glicoproteina que forma um escudo para todos os Flavivirus,
sendo portanto a estrutura viral mais exposta. E fundamental para a ligagéo do virus
aos receptores celulares, permitindo assim a internalizagédo da particula viral por via
da endocitose (Van der Schaar et al., 2007) e a liberagdo do RNA viral no citoplasma
da célula hospedeira. Por ser a estrutura mais exposta, é também o principal alvo da
resposta imune, sendo a maioria dos anticorpos neutralizantes direcionados contra
esta proteina. Uma infec¢éo natural por dengue induz uma producao de anticorpos de
reacdo cruzada direcionados contra o peptideos encontrados na proteina E do
envelope. E considerada também o principal candidato a alvo para subunidades de
vacinas (Cedillo-Barron et al. 2018).

A proteina C ou capsideo € a menor proteina estrutural dos Flavivirus. Esta
proteina possui afinidade tanto pelo RNA viral quanto pelos lipideos de membrana.
Sua funcéo é formar parte do nucleocapsideo que sera incorporado aos novos virions
(Dokland et al., 2004) e atua na regulacao da translocacéo nuclear (Cedillo-Barron et
al., 2018).

A proteina prM é formada por uma fracdo pr e outra fracdo M. E muito
importante na biogénese da particula viral, uma vez que impede a fusdo prematura da
proteina E com os compartimentos acidicos (Mukhopadhyay et al., 2005). Quando a
particula viral imatura (formada por ambas fracGes pr e M) é clivada por uma furina no
complexo de Golgi, libera a fracdo pr e se torna madura. Tem a funcdo de
acompanhante da proteina viral, facilitando sua passagem em direcédo ao lumém do
reticulo endoplasmatico, direcionada pelo N-terminal (Mackenzie e Westaway 2001).

A proteina NS1 € uma glicoproteina multifuncional, clivada pela proteina NS2a
e por uma proteina desconhecida, residente do reticulo endoplasmatico (Falgout,
Chanock, & Lai, 1989). Apés a clivagem, a NS1 é translocada para o lumen do reticulo
endoplasmatico (RE) onde sofre varias transformacdes mediadas por peptidases do
hospedeiro (Falgout & Markoff, 1995). Acredita-se que esteja relacionada com a
replicacdo viral, uma vez que se colocaliza com a dupla fita de RNA (dsRNA) e
interage com a proteina NS4a e NS4b (Wang et al., 2015). Outros estudos também
ressaltam a importancia do NS1, em modelos murinos, na inducao da resposta imune,
controlando a disseminacdo do virus e lisando as células infectadas (Kyung e
Diamond, 2008). Por outro lado, também pode contribuir para uma maior
patogenicidade aumentando a permeabilidade capilar (Modhiran et al., 2015),
estimulando a producdo de anticorpos que reagem com plaquetas e proteinas da
matriz extracelular (Sun et al., 2007).

A proteina NS2a é uma proteina transmembrana hidrofébica (Xie et al., 2013)
gue desempenha papel importante no ciclo de vida do virus. Esta envolvida na sintese
do RNA viral e na maturac¢do do virion. Alguns estudos relacionam a proteina NS2a
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ao transporte do RNA dos locais de replicacéo para os locais de montagem (Leung
et al., 2008).

A proteina NS2b é uma pequena proteina integrada a membrana. Possui um
centro hidrofilico conservado, entre os dominios hidrofébicos localizados na por¢cédo N
e C-terminal (Phoo et al., 2016). O NS2b pode alterar a permeabilidade da membrana
(Ledn-Juarez et al., 2016),

A proteina NS3 € a segunda maior proteina viral do género dos Flavivirus.
Desenvolve papel fundamental no ciclo de vida viral. A NS3 associada a NS2b atua
como co-fator para a atividade de protease. Além de possuir um subdominio que
sintetizara o sulco de ligacdo do ssRNA e também é responséavel pela ligacdo NS3-
NS5, muito importante durante a replicagédo viral (Kapoor et al., 1995).

A proteina NS4a é uma proteina pequena, hidrofébica e multifuncional. E uma
proteina de transmembrana onde o N-terminal se localiza no citoplasma da célula e o
C-terminal no lumen do RE. Se associa as membranas do RE através de quatro
regibes hidrofobicas internas e se colocaliza com a fita dupla de RNA (dsRNA),
promovendo uma reorganizacdo da membrana que ird permitir a formagédo de
complexos para a replicacao viral (Miller et al., 2007).

A proteina NS4b é hidrofébica, sofre modificacdo apds a agéo da signalase da
célula do hospedeiro, dando origem a forma madura da proteina. Essa clivagem de
peptideo é importante para a correta insercdo na membrana e remodelagem da
proteina NS4b (Miller et al., 2006). Participam antagonizando a atividade de IFN-a/f3
(Evans e Seeger, 2007) e na montagem do complexo de replicacdo viral. Aléem de
interagirem com outras proteinas virais como NS1, NS3 e NS4a, que desempenham
funcdes essenciais para a replicacdo viral (Youn et al., 2012; Zou et al., 2015).

A proteina NS5 € a maior e mais conservada, com 60% de similaridade dentre
os Flavivirus. Atua na formacéo do Cap viral (Egloff et al., 2002) e na replicacéo do
genoma viral (Tan et al., 1996). Forma um complexo com NS3 e essa interacao €
requerida para a replicacdo viral (Kapoor et al., 1995), além de estar envolvido na
inibicAo do resposta imune inata do hospedeiro, antagonizando a acao do IFN1.
Acredita-se que ainda existam funcdes ainda nao identificadas (Cedillo-Barron et al.,
2018).

1.6— As manifestacdes clinicas

Na maioria das vezes a dengue é assintomatica. Porém, quando se manifesta,
pode apresentar uma ampla variedade de sintomas. A dengue classica é
caracterizada por uma febre aguda acompanhada por dois ou mais seguintes
sintomas: nausea, vomito, rash cutaneo, dor de cabeca, dor retro-orbital, mialgia,
artralgia, petégueas, teste de torniquete positivo ou leucopenia. Alguns sinais de alerta
podem ser observados durante a evolucéo clinica da doenca, tais como: intensa dor
abdominal, vémito persistente, acumulo de fluido (ascite, efusdo pleural ou
pericardica), sangramento de mucosa, letargia, irritabilidade, hipotensdo postural,
hepatomegalia e/ou aumento progressivo do hematdécrito. A doenca pode evoluir
ainda para a forma mais grave, caracterizada por extravasamento plasmatico, grave
hemorragia ou falha grave em 6rgédos o que pode levar o individuo ao 6bito (PAHO,
2017).

Para a triagem dos pacientes corretamente, especialmente durante surtos,
estabeleceu-se a seguinte classificacéo:



Pessoas que vivem ou viajaram para areas com transmissédo de dengue
nos ultimos 14 dias e que apresentaram febre aguda ( 2 a 7 dias de
duracgéo) e pelo menos dois dos seguintes sintomas:

- Nausea ou vbmito; exantema; dor de cabeca, dor retro-orbital;
mialgia/artralgia; petequeas ou teste de torniquete positivo; leucopenia.
E também qualquer crianca que reside ou esteve em area de transmisséo
de dengue apresentando febre aguda sem causa aparente.

Todo caso de dengue, que além da febre, apresentem um ou mais dos
seguintes sintomas de alerta:

- Sensibilidade ou intensa dor abdominal; vomito persistente; acimulo de
fluido cavitario (ascite ou efusdo pleural/pericardica); sangramento de
mucosa; letargia /inquietacdo; hipotensdo postural; hepatomegalia;
aumento progressivo do hematécrito.

Todo caso de dengue que apresentar um ou mais dos seguintes
sintomas:

- Choque ou angustia respiratéria devido a intenso extravasamento
plasmatico; choque evidenciado por pulso fraco ou indetectavel,
taquicardia, extremidades geladas, perfuséo capilar > 2 segundos; grave
sangramento (hematémese, melena, metrorragia, sangramento em
sistema nervoso central; comprometimento grave de 0rgaos; insuficiéncia
hepatica (AST ou ALT >1000 Ul); alteracdo neurolégica; miocardite.

Tabela 1 - Niveis de gravidade do dengue e seus sintomas. Classificacdo segundo a O.M.S., 2009

Em criancas, o quadro inicial febril, pode passar despercebido, e somente
desperta atencao quando ja esta evoluindo para um quadro mais grave, caracterizado
por efusdes plasmaticas que culminam com fendmenos hemorragicos, o que levara
ao aparecimento de sinais de insuficiéncia circulatoria, com mortalidade chegando a
40% e 50% dos casos. O correto diagnéstico realizado precocemente e o inicio do
tratamento logo na fase inicial reduzem a mortalidade para 1%.

O surgimento de casos graves tém se intensificado nos ultimos anos, acredita-
se que tenham relacdo com:

a) a cepa viral mais virulenta,

b) a circulacédo de varios sorotipos concomitantemente; e

c) a desregulacdo e exacerbacdo da resposta imune, principalmente durante uma
segunda infeccéo.

Outra complicacéo é a falta de programas que estimulem o diagnostico precoce
do dengue, pois se baseia no aparecimento dos sinais agravantes e em uma fase ja
avancada da doenca, o que dificulta tanto a recuperacao do paciente quanto o controle
das epidemias (Tauil, 2001).

A maior ameaca a saude do individuo infectado com o virus do dengue é a
Sindrome do Choque do Dengue, caracterizada por:

a) plaquetopenia;

b) alteracdo da homeostase: elevado sangramento e/ou tempo de perfusao capilar;
c) ativacao do complemento, pela via classica ou alternativa,

d) elevacéo das transaminases hepaticas ALT e AST; e

e) aumento da permeabilidade vascular (Halstead e Wilder-Smith 2019).

Essa sindrome € mais grave em criancas, idosos ou pessoas com condi¢cdes
pré-existentes (Guzman et al., 2019) .



A elevada concentracao de citocinas e quimiocinas e o aumento de plaguetas
permitem o escape de macromoléculas e fluidos da circulagdo (Guzman et al., 2013),
culminando com a hemoconcentracdo em decorréncia do choque hipovolémico e, se
ndo iniciada a fluidoterapia endovenosa, o paciente poderd vir a 6bito (Tauil, 2001).

Outro fator de risco sdo as comorbidades. Pacientes internados por dengue e
gue possuem outras doencas infecciosas, distlrbios pulmonares, distarbios urinarios,
doenca ou insuficiéncia renal, diabetes, alteracdo cardiaca, obesidade, derrame
cerebral ou doenca isquémica cardiaca tém cerca de 11 vezes mais chance de virem
a Obito por dengue grave. Sendo as doencas renais, doencgas infecciosas, doencas
pulmonares e a diabetes as que apresentaram maiores taxas de mortalidade
(Werneck et al., 2018).

1.7 — A patogénese

Alguns casos de dengue evoluem de uma dengue classica, sem grandes
complicagdes, para casos de dengue grave, que podem evoluir para 6bito. Considera-
se fatores de risco para casos graves de dengue:

a) a cepa do sorotipo do virus infectante,

b) o estado imunitario e genético do paciente,

C) a concomitancia com outras doencas e

d) a infeccéo prévia por outro sorotipo viral da doenca (Tauil, 2001).

A principal alteracéo fisiopatologica que diferencia uma dengue classica de uma
dengue grave € o extravasamento plasmatico. Este ocorre em consequéncia a uma
alteracado na permeabilidade vascular. Em alguns casos mais graves pode ocorrer
choque hipovolémico, devido a perda de grande volume plasmatico.

Acredita-se que essas alteracbes sejam causadas mais pela acdo de
mediadores e citocinas do sistema imune do que pela acéo direta do virus sobre as
células endoteliais. Dos possiveis mediadores, os componentes C3a e C5a do sistema
complemento estdo elevados em pacientes que apresentaram choque e doenca
grave. Dentre as citocinas e mediadores quimicos o TNF-q, IL-2, IL-6, IFN-y estavam
elevadas nos casos graves (Srichaikul e Nimmannitya 2000).

Além disso, também pode ocorrer a apoptose das células endoteliais, o que
provoca a ruptura na parede de capilares e culminando com o extravasamento
plasmatico generalizado (Lin et al. 2002). Os niveis diminuidos de albumina também
se relacionam com a gravidade do dengue, indicando intensa fragilidade capilar
(Bethell et al. 1998).

A resposta fisiopatoldgica do dengue varia de acordo com o sistema imune do
hospedeiro, tornando-a uma doenca altamente complexa uma vez que a progressao
da doenca parece ter causa multifatorial (Martina et al., 2009).

Algumas teorias sé@o sugeridas para explicar a patogénese do dengue e a
resposta imune do hospedeiro parece ser, em muitas circunstancias, responsavel
pelos casos graves da doenca. Um exemplo disso é o fato de que em uma segunda
infeccdo por outro sorotipo, a fase critica da doenca ocorre quando ha a diminuicéao
da carga viral, sugerindo que mecanismos imunolégicos como a resposta imune
adaptativa, os mediadores inflamatorios e os fenbmenos de auto-imunidade sé&o
importantes no desenvolvimento da patogénese do dengue, mesmo sem a presenca
de viremia (Wan et.al., 2013).

Outra hipotese esté relacionada com a variacdo genética e antigénica das
diferentes cepas virais, em que o genotipo e o sorotipo da cepa parecem se relacionar
com o nivel de gravidade da doenca durante a primeira infeccdo, sendo algumas
cepas consideradas mais virulentas do que outras (Seneviratne et al., 2006).
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Fatores genéticos do hospedeiro também estdo relacionados ao agravamento
do dengue. Recentemente, foram descobertos, pelo estudo do genoma, dois loci que
se relacionam com a sindrome do choque por dengue (Khor et al. 2011).

Observou-se um aumento de casos graves em criangas recém nascidas que
adquiriram passivamente anticorpos via transplacentéria ou pela lactacdo e em um
segundo grupo de criancas na faixa etéria dos 2 a 10 anos de idade. As criangas tem
maior suscetibilidade a extravasamento plasmatico, em comparacdo com os adultos
(Nunes et al., 2016).

1.7.1 - A patogénese do dengue no figado

O figado € um dos principais alvos do DENV. O figado em paciente infectado
com dengue apresenta variados graus de lesdo. O achado mais comum € a congestao
dos sinusotides hepéticos variando de moderada a grave. A apoptose ocorre
predominantemente nas é&reas medizonais e centrolobulares. Ao contrario da
esteatose que apresenta-se disseminada por todo orgéo. Alteragcdes na morfologia
dos hepatdcitos séo evidenciadas, tais como hipertrofia, vacuolizagéo do citoplasma
e desconeccao dos corddes hepaticos. Aléem disso, alteragbes nucleares, como
fragmentacao da cromatina (cariorrexe), reducéao do tamanho (picnose) ou a perda do
nuacleo (cariolise) também sdo evidentes. Foi observado infiltrado inflamatério
mononuclear, principalmente na area periportal, contendo linfécitos, mondcitos e
neutrofilos ( Aye et al. 2014; PGvoa et al. 2016).

A deteccéo de CD68+ revela a presenca de células de Kupffer e de macrofagos
circulantes. Além da deteccdo de linfocitos T CD4+ e T CD8+ localizadas,
preferencialmente, margeando os capilares sinusoidais. Células mononucleares
expressando citocinas como TNF-a, IFN-y, IL-10, TGF-B e RANTES ja foram
observadas, principalmente, na regiao medizonal. TNF-a foi encontrado em células de
Kupffer e mondcitos. IFN-y foi encontrado, majoritariamente, em linfécitos, células de
Kupffer e mondcitos. As células endoteliais dos capilares sinusoidais, monécitos e
linfocitos expressavam IL-10 e macréfagos e células de Kupffer expressavam TGF-f.
Foi observada também a expressdo da quimiocina RANTES, principalmente pelas
células endoteliais e células de Kupffer (Povoa et al. 2016).

A deteccdo do antigeno viral NS3 do DENV foi observada em hepatdcitos e
células de Kupffer, e em células endoteliais. As células de Kupffer se apresentaram
hiperplasicas. Ja as células endoteliais das areas danificadas se apresentavam com
0s nucleos picnéticos (Aye et al., 2014).

Tais danos podem ser causados pela deposicdo de componentes do
complemento, tanto pela via classica quanto pela via alternativa, nos hepatocitos, nas
células de Kupffer e nos macrofagos. Porém, uma lacuna na correlacdo entre a
presenca dos antigenos virais e os danos encontrados sugere que a replicacdo viral
nao € o unico fator que provoca tais alteracfes, mas também outros fatores tais como
hipéxia, mediadores de uma resposta imune exagerada e endotoxinas liberadas por
macrofagos infectados podem contribuir para a lesédo hepatica e apoptose (Aye et al.,
2014).

1.7.2 — A patogénese do dengue no pulmao

Variados graus de congestao foram observados em pacientes infectados com
o virus do dengue. O septo alveolar apresenta-se preenchido por células vermelhas
do sangue e com infiltrado inflamatério contendo predominantemente linfécitos e
mondcitos (Aye et al., 2014).
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Diferentes graus de edema podem ser observados, com ou sem a presenca da
membrana hialina. Pode ocorrer também a dilatacdo dos espacgos subpleurais, com
ou sem a presenca de liquido (Aye et al., 2014).

Por meio da imunohistoquimica, foi possivel detectar a presenca de
macroéfagos (CD68+), no septo alveolar, e de células T CD4+ e T CD8+ principalmente
nos capilares pulmonares. TNF-a, IFN-y, IL-10 e TGF-B foram detectados em
macroéfagos e linfocitos. Além da expressdo de RANTES pelas células endoteliais e
macroéfagos alveolares no espaco perivascular (Pévoa et al., 2016 ). O antigeno viral
pode ser encontrado no interior dos pneumacitos tipo Il e nos macréfagos alveolares.

1.7.3 — A patogénese do dengue na tragueia

Poucos estudos tendo a traqueia como 6rgao analisado foram realizados até
hoje. Porém, em alguns adultos ja foram evidenciadas placas eritematosas no epitélio
respiratério. Foram relatados também casos de hemorragia na luz traqueal devido a
alteracbes vasculares. O virus do dengue pode provocar um processo inflamatorio
local (traqueite) e estimular a migragao de células inflamatorias mononucleares, que
em grande quantidade pode provocar obstrucdo do lumen traqueal, dificultando a
respiracao.

1.7.4 - A patogénese do dengue nalingua

Varias manifestacbes podem ser observadas na cavidade oral de pacientes
diagnosticados com dengue. Os sinais variam desde alteracdo no sabor e sensacéao
de boca seca até sangramento gengival e vesiculas na lingua. E comum observarmos
também placas eritematosas. Ja foi relatada osteonecrose de mandibula em um
paciente diagnosticado com dengue (Pedrosa et al., 2017).

A mucosa oral normalmente ndo € analisada em casos de dengue. Porém,
alguns relatos foram feitos ao longo dos anos. Em 2011, um indiano teve complicacoes
respiratérias devido a um sangramento anormal na lingua, sendo posteriormente
diagnosticado com dengue (Sarkar et al., 2011). Um outro paciente, diagnosticado
com dengue, apresentou hemorragia espontanea e intensa na lingua e no palato
(Byatnal et al., 2013).

1.8— A morfologia dos tecidos
1.8.1 - Morfologia do Figado

O figado é o segundo maior 6rgdo do corpo, sendo também uma glandula
enddcrina e exdcrina. Isto porque, além da funcdo de processar e armazenar oS
nutrientes absorvidos durante a digestdo e distribui-los para os 6rgaos através do
sangue, também produz secrecdes tais como albumina, fibrinogénio, lipoproteinas e
a bile. E irrigado principalmente pela veia porta (80%) que carrea sangue contendo
pouco oxigénio, porém rico em nutrientes absorvidos no trato gastro-intestinal e pela
artéria hepatica (20%) rico em oxigénio.

E um 6rgdo parenquimatoso, constituido basicamente por hepatdcitos (cerca
de 80%). Essas células se organizam em corddes hepaticos e formam placas
hexagonais interconectadas entre si, denominadas l6bulos hepaticos (Fig. 5). Cada
hepatdcito faz intimo contato com os capilares sinusoidais e com outra célula hepética,
formando entre eles um canaliculo biliar. Os sinusoides convergem para o centro do
I6bulo, onde formam a veia centrolobular e os canaliculos biliares fluem em sentido
contrario, para a periferia, onde se anastomosam e formam o ducto biliar. Nas
extremidades dos I6bulos hepaticos se localizam os espacos porta, contendo um ramo
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Figura 5 - Representacao de um I6bulo hepatico e suas fisioldgicos.
estruturas. Além dos hepatdcitos, 0

parénquima hepatico também
€ constituido pelas células de Kupffer (cerca de 15%), considerados os macréfagos
do figado, cuja funcbes sdo metabolizar hemacias velhas, digerir hemoglobina,
secretar proteinas relacionadas com processos imunoldgicos e destruir bactérias que
eventualmente penetrem junto ao sangue portal, a partir do intestino grosso.

E em menor quantidade, € constituido também pelas células de Ito, que tem a
funcdo de armazenar lipideos, ricos em vitamina A, além de captar, armazenar e
liberar retindides, sintetizar e secretar varias proteinas da matriz extracelular e
proteoglicanos, secretar fatores de crescimento e citocinas além de regular o
diametro do lumen sinusoidal em resposta a diferentes fatores reguladores
(prostaglandinas, tromboxano A2) (Junqueira, 2013 p.318-329).

1.8.2 — Morfologia do Pulméo

O pulméo é um 6rgéo par. O pulméao direito € um pouco mais largo e mais curto,
e divide-se me 3 lobos delimitados por duas fissuras. O pulmao esquerdo possui dois
lobos delimitadas por uma fissura além de apresentar a lingula do pulméo, que € um
resquicios do desenvolvimento embrionario do lobo médio (Fig. 6).

Se dividem em duas por¢des. A porcdo condutora se inicia apos o término dos
bronquiolos extrapulmonares, na regido do hilo. Estes, se dividem em brénquios
secundarios ou lobares (que se relacionam a cada lobo pulmonar) (Fig 6). Se
ramificam novamente formando os brénquios terciarios ou segmentares (que se
relacionam a cada segmento pulmonar). Que se ramificam novamente formando os
bronquiolos quartenarios ou terminais. Sao revestidos internamente pelo epitélio
respiratério circundados por anéis incompletos de cartilagem hialina, que vao
diminuindo conforme se ramificam. A por¢do respiratério se inicia no bronquiolos
respiratérios que sem ramificam de primeira, segunda e terceira ordem. Estes se
ramificam em mindsculos tdbulos denominados ductos alveolares que irdo
desembocar em sacos alveolares, que sao constituidos por estruturas microscopicas
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denominadas alvéolos. Cada alvéolo faz intimo contato com capilares pulmonares. E
nesse nivel que ocorrem as trocas gasosas.

Nas paredes dos alvéolos encontram-se trés tipos celulares: células endoteliais
dos capilares, os pneumdcitos de tipo | e de tipo Il. Os de tipo | tem nicleo mais
achatados, com citoplasma muito delgado, sua funcdo é constituir uma barreira de

Figura 6 - Representacao do pulmao e seus lobos. Adaptado de Netter et al., 2000

espessura minima que impeca a passagem de fluidos intersticiais para o interior dos
alvéolos, porém permita a troca de gases. Os pneumdcitos de tipo Il sdo mais
arredondadas, com nucleo maior e mais vesicular, se localizam nos pontos onde as
paredes alveolares se tocam e ficam sobre a membrana basal do epitélio alveolar,
possuem corpos multilamelares que contém fosfolipidios, proteinas,
glicosaminoglicanos e dao Warbrans basal  Wacriags Alveciar Fiors Relcuiarss Fibras EWAsicas Capiar
origem a uma camada ‘““’"‘,‘“‘_‘ ekt v
extracelular surfactante, que
se espalha pela superficie
dos alvéolos e reduz a | cows
. . Engotelat

tensao superficial e,
consequentemente, a forca | i,
ne.cesséria para a inspiracao e
e impedem que o0s alvéolos | eoesem
colabem durante a expiracao
(Flg 7) Poro Alvealar

Possuem macréfagos
alveolares no interior dos
septos inter alveolares e na
superficie dos alvéolos. Se | juurese
localizam também na
camada surfactante e
ajudam na remocdo de
particulas e substancias
prejudiciais que por ventura

entraram Junto com o ar Nu;;‘.nn.:d.ﬂianA'wl Celuh-Endm;;;. M;:rblam alveolar : S-oalc o
inalado (Junqueira, 2013 p. dejando el sepio R D
339 - 350)(Fig. 7). Figura 7 - Representagdo do parénquima pulmonar

1.8.3 — Morfologia da Traqueia
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A traquéia é um orgao tubular, que se inicia no final da laringe e em sua
terminacdo se divide em dois ramos denominados bronquios principal ou
extrapulmonares direito e esquerdo.

E revestido internamente por
epitélio respiratério  (epitélio ciliado
pseudoestratificado colunar com
células caliciformes) glandular, com
lamina prépria de tecido conjuntivo
frouxo rico em fibras elésticas.

Tanto as glandulas quanto as
células caliciformes liberam na luz do
o0rgdo substancia seromucosa, que,
com o movimento dos cilios, ajudam a
retirar particulas do ar inspirado. Para
sua sustentacdo, possui cartilagens

Ligamentos
Anulares

Epitélio
respiratorio
glandular

hialinas (de 16 a 20) em forma de C 3 A5 2
abertos na parte posterior (Fig. 8). e 1’U-*Lv.

A traqueia é revestida 7 Blonquio j@/ % N\
externamente  por uma camada < gh Saapuimonar \,‘*;?j
adventicia, formada por tecido % 'C?‘A‘\\,?,'
conjuntivo frouxo, que une a traquéia \,’»f’jﬁ -
aos tecidos adjacentes. A3

_ Possui em toda sua extenséo da  Figura 8 - Esquema da anatomia da traqueia.
porcdo condutora nodulos linfaticos e

linfonodos (rico em plasmacitos), além de linfocitos isolados (Junqueira, 2013 p. 334
- 338).

1.8.4 — Morfologia da Lingua

A lingua é um 6rgao fundamental para a apreenséo e degluticdo dos alimentos.
E uma massa de musculo estriado esquelético fortemente aderida a uma camada
mucosa de tamanho variavel de acordo com a regido. As fibras estdo organizadas em
feixes, separados por tecido conjuntivo da lamina prépria.

Na porcéo ventral é lisa e a dorsal € recoberta por papilas. As papilas séo
elevacbes do epitélio oral e se dividem em: filiformes, fungiformes, foliadas e
circunvaladas. As filiformes tém formato conico alongado com epitélio de revestimento
gueratinizado, sem botfes gustativos, estdo sobre toda a superficie dorsal da lingua
e tém funcéo friccdo. As fungiformes tem formato de cogumelos, com base estreita e
uma porcédo superior dilatada e lisa contendo alguns botbes gustativos, distribuidas
entre as papilas filiformes. As foliadas s@o pouco desenvolvidas em humanos,
formadas por rugas paralelas na superficie dorsolateral da lingua, com muitos botées
gustativos (Fig.9). Ja as circunvaladas sdo 7 a 12 estruturas circulares grandes, suas
superficies achatadas se estendem acima das outras papilas, localizadas sobre o V
lingual, contém glandulas de von Ebner que secretam seu conteddo em uma
depressdo que circunda cada papila, que possibilita um maior contato do alimento
com os botbes gustativos nas laterais dessas papilas.

15



Epitélio Epitélio Corpisculo gustativo

Epitdlio  Corplisculo gustativo

= Apice da lingua <
Papilas fungiformaes Papilas foliadas

Figura 9 - Representacdo esquematica da lingua e papilas linguais. Adaptado de Pinterest

O terco posterior, delimitado pelo sulco terminal da lingua, em forma de V,
apresenta saliéncias compostas por agregados linféides de dois tipos: pequenos
grupos de nodulos e tonsilas linguais (Junqueira, 2013 p. 281 -282).

1.9- Arespostaimune na dengue

O virus penetra na pele apés a picada do mosquito infectado. E replicado na
pele nos queratindcitos e células dendriticas. As células infectadas migram para os
linfonodos regionais, onde o virus se replica e dissemina para outros 0rgaos via vasos
linfaticos.

O sistema de resposta imune inata corresponde a primeira linha de defesa
contra o DENV, sendo fundamental para o controle da infec¢céo logo no periodo inicial.
Assim que penetra uma célula, o virus é reconhecido por de uma série de receptores,
denominados receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), presentes no
citoplasma e endossomas de células dendriticas, macrofagos e mondcitos (células do
sistema imune inato). Esses receptores tem a capacidade de reconhecerem padrdes
moleculares associados a patdogenos (PAMPs), que sdo estruturas microbianas
preservadas dentre os patdgenos. A interacdo entre o RNA viral (tipo de PAMPS) e os
receptores Toll-Like (tipo de PRRs), principalmente os TLR3, TR7 e TLRS, irdo ativar
uma série de vias que irdo estimular a producéo de citocinas pro-inflamatorias e IFN
tipo | (IFN-a, IFN-B e IFN-w), além de NF-kB.(Boxel-Dezaire et al., 2006; Ramirez e
Urcuqui-Inchima, 2015;)

A producédo de IFN-I inibe a disseminacdo do DENV para outras células ndo
infectadas, pois se ligam aos receptores de IFN-a/f das células vizinhas induzindo um
estado antiviral que afeta diferentes processos da replicacdo viral (Severa e
Fitzgerald, 2007; Uno & Ross, 2018). A ativacdo de NF-kB estimula a producgéo de
algumas quimiocinas (MCP1 e RANTES), de interleucinas (IL-1q, IL-1B, IL-18 e IL-12)
gue irdo ativar outras células da resposta imune inata, assim como as células NK, que
passam a liberar IFN-y. A agéo do IL-12, IL-18 e do IFN-y sobre as células CD4+
naive estimulam a sua diferenciagdo em CD4+ tipo Thl, caracterizando a transi¢ao
para uma resposta imune adaptativa (lwasaki e Medzhitov, 2004).
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Os macréfagos, macicamente infectados, estimulados pelo IFN-y, expressam
as moléculas HLA | e Il facilitando o reconhecimento de epitopos virais pelos linfocitos
T CD4+ e T CD8+, que irdo atuar sobre os macrofagos infectados. Os macrofagos
lisados ou atingidos pelas células citotéxicas liberam tromboplastina, que promove a
coagulacao e ativacdo do sistema complemento. Os macréfagos e os linfécitos
estimulam a producéo de TNF-a, que ira ativar as células endoteliais. A ativagdo das
células endoteliais promove um aumento da permeabilidade vascular e a liberacéo de
fatores da via de coagulacao. Estudos demonstram que células endoteliais infectadas
produzem grandes quantidades de IL-8 e RANTES que estimula a liberagdo de
histamina pelos basdfilos, promovendo o aumento a permeabilidade vascular. Esses
eventos resultam em um extravazamento capilar, que causa hipotensédo, hemorragia
e plaquetopenia (Fonseca & Figueiredo, 2006).

Durante um infeccdo, leucocitos sao recrutados de dentro da circulacdo
sanguinea para o local da inflamacgéo. Isso envolve rolamento, adesdo, migracao
transendotelial e quimiotaxia (movimento estimulado por quimiocinas). Moléculas de
adesao celular, principalmente as da familia das selectinas e a superfamilia da
imunoglobulinas estdo envolvidas nesse processo. As selectinas expressas por
leucaocitos (L-selectinas), células endoteliais (E-selectinas) e plaquetas (P-selectinas)
séo responsaveis pelo contato inicial entre leucécitos e o endotélio vascular e por uma
fraca interacao de adesao, que caracteriza o rolamento das células. Os leucocitos sao
entdo ativados e estimulam suas integrinas a se ligarem as moléculas de adeséo,
tanto as moléculas de adesao intracelular (I-CAM1 e 2) quanto as moléculas de
adesao vascular (VCAM1) que promovem uma firme adesdo do leucécito a parede
vascular. O leucocito migra pelo meio vascular, movido por um gradiente de
guimioatratores (Touyz, 2005).

A autofagia também pode ocorrer, caso a infeccdo se dé em mondcitos. Nas
células hepéticas, a autofagia tem um efeito proviral, pois o virus consegue bloquear
a autofagia, se ligando ao lisossomo e utilizando os vacuolos para a replicacéo,
formacéo e maturacéo, se evadindo da acdo dos anticorpos neutralizantes durante a
transmissao (Uno e Ross, 2018).

A imunidade gerada por uma infec¢do por um sorotipo € duradoura atravées da
producdo de anticorpos neutralizantes homotipicos. Porém nédo existe imunidade
cruzada entre os diversos sorotipos de DENV, exceto durante as primeiras semanas
depois da infeccdo. Fatores relativos a imunidade do hospedeiro estdo envolvidos na
determinacao da gravidade do dengue, uma vez que pacientes, durante uma segunda
infeccdo, apresentam quadros mais graves quando infectados com um sorotipo
diferente da primeira infeccdo. Criancas em fase de lactacdo, ou que foram geradas
durante a infeccdo materna, podem desenvolver quadros de dengue grave ja na
primeira infec¢do, uma vez que 0s anticorpos maternos passados pelo leite ou por via
transplacentéaria, fazem com que a primeira infeccéo se expresse como uma segunda
infeccdo. Estas criancas terdo carga viral consideravelmente mais alta e um
clareamento viral mais lento (Wang et al., 2006). Outro fator relacionado a idade é que
diferencas na permeabilidade microvascular tornam as criangcas mais suscetiveis ao
choque por dengue (Gamble et al., 2000).

A resposta imune do hospedeiro pode ser protetora, conduzindo a cura, ou
patogénica. Muitas teorias tentam explicar o motivo do agravamento, as mais
conhecidas sao (Martinez Torres, 2008) :
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1.9.1 - Ateoriada Tempestade de citocinas

Tempestade de citocinas 4 SVEGFR2-VEGF
é¢ o nome dado ao fenbmeno ol j ® [
VEGF <> 2

causado por uma reacao
potencialmente fatal dentro do
sistema imune. Ocorre quando o
sistema imunolégico,
combatendo um agente
infeccioso, produz citocinas que
irdo ativar e atrair linfocitos T e
macrofagos para o local da
infeccdo. Em resposta a essa
ativacdo produz mais citocinas.

Tal processo é controlado por
uma  sinalizagdo  feedback TNFa @ & @
9
I

negativa. Porém em alguns
casos, essa sinalizagdo € 00 =)
ineficaz, resultando em uma TCD8+ O
producdo descontrolada de @) 'FNyeS =
citocinas, provocando a
migracdo excessiva de células : @
inflamatorias para o local da .
inflamacdo. O motivo exato ICAM - R ‘
para a ocorréncia de tal fato SICAM = b= :
ainda é desconhecida, mas SVCAM  An2
acredita-se que seja provocado DENY, =
por um agente infeccioso inédito
e altamente patogénico ao ™
organismo. VEGF ¢ & '
Os danos provocados ° 2 r.
pelo acimulo excessivo de sVEGFRz-VE&ﬁ MMPs | Serosa
células variam desde um edema ; —
local sem importancia até a NS1 "1 =B
obstrucdo de vias aéreas ‘ .3 =
importantes ou grandes P
hemorragias (Fig. 10). IL8 ®o0p =
A grande preocupacdo é
gue a tempestade de citocinas
ocorre em sistemas imunes Figura 10— Teoria da Tempestade de citocinas no dengue.
saudaveis. As citocinas pré
inflamatorias (TNF-q, IL-1 e IL-6) e a anti-inflamatéria (IL-10) se encontram elevadas
em pacientes que apresentam dengue grave.

sNS1
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1.9.2 - A teoria do ADE ou Facilitagdo anticorpo dependente (antibody-

dependent enhacement)
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Figura 11 - Teoria da Facilitagdo Anticorpo Dependente

Nessa teoria, oS
anticorpos adquiridos
ativamente em uma primeira
infeccdo ou passivamente pela
mé&e em uma infec¢gdo por um
dos sorotipos do dengue,
aumentam a gravidade de uma
segunda infeccdo por um
sorotipo diferente. Esse
fendbmeno é conhecido como
Facilitacao anticorpo
dependente ( do inglés antibody
dependent enhancement -
ADE). A teoria do ADE foi
postulada na década de 70,
baseada em estudos in-vitro,
como 0 mecanismo
desencadeador da sindrome da
permeabilidade vascular do
dengue (SPVD) (Halstead,
1979) nos casos de dengue
grave.

Apés uma infecgcdo com o
DENV, anticorpos contra as
proteinas E e prM sao
produzidos. Esses anticorpos
sdao homélogos, ou seja, se 0
individuo se infectar novamente
com o mesmo sorotipo do
DENV, vérias cobpias de
anticorpos se ligaram a
superficie do virus, impedindo
gue o virus se ligue as células e
se replique, dessa forma,
neutralizando o virus. Porém, se
outro sorotipo do DENV infectar
este individuo, ap6s um curto
periodo, o0s anticorpos se
ligaram a superficie do virus,

mas nao em quantidade suficiente para neutralizar sua acdo. O que acaba por facilitar
a entrada do virus na célula alvo, através do reconhecimento do receptor Fc das
células de suporte, potencializando a infeccéo viral, estimulando a replicacédo viral e a
producdo de citocinas, especialmente TNF-a, IL-1B IL-6 que ira atuar no endotélio
promovendo uma vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular (Fig. 11) (King

et al.,

2000; Guzman et al.,

2013).
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1.9.3 - A teoria do pecado antigénico original

Durante uma infeccdo viral, o
organismo reconhece o agente invasor e
produz linfécitos T de memodria
especificos para aquele sorotipo viral. Isso
permite que durante uma segunda
infeccao pelo mesmo sorotipo, a resposta
imunoldgica seja mais rapida impedindo a
evolucdo da doenca. Essa memodria € de
longa duracdo e pode durar por toda a
vida do individuo. Porém, quando o
organismo é infectado por outro sorotipo,
0 organismo reconhece que esta sendo
invadido novamente pelo DENV e o
sistema imune inicia a producdo de
linfocitos T que ndo sdo especificos para
este sorotipo. Logo, esses linfécitos serdo
ineficazes na promocao da lise celular. Os
linfocitos serdo estimulados a produzirem
menos citocinas antivirais e mais citocinas
inflamatorias. (Fig. 12) (Mongkolsapaya et
al., 2003).
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2 =Justificativa

A incidéncia do dengue vem aumentando consideravelmente nos ultimos anos,
e cada vez a manifestacado clinica da doenca se apresenta de uma forma mais grave.
Por ano, cerca de 70 mil casos de o6bitos sdo confirmados, configurando um sério
problema de saude publica pela alta morbidade e mortalidade. Uma mudanca no perfil
da doenca tem ocorrido recentemente, onde as criancas tém apresentado quadros
mais graves. Na Ultima década, 25% dos casos confirmados, notificados e
hospitalizados por dengue foram de individuos com menos de 15 anos, de acordo com
o0 Ministério da Saude do Brasil. Segundo estudos recentes, quadros mais graves,
com presenca de choque hipovolémico, extravasamento plasmatico e acentuada
plaquetopenia sdo mais prevalentes conforme a idade diminui.

Porém ainda ndo esta completamente estabelecida a imunopatogenicidade,
principalmente nos casos que acometem criancas de até 15 anos de idade.

Este estudo visa avaliar as alteracdes histopatolOogicas provocadas pelo DENV
em tecidos de figado, pulméao, traquéia e lingua; caracterizar e quantificar, através da
imunonistoquimica, a resposta imune celular através da deteccdo de células do
infiltrado inflamatério (CD68+, T CD4+, T CD8+), detectar a presenca de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a, RANTES), da metaloproteinase MMP9, dos mediadores
envolvidos na alteracéo vascular ( VCAM1 e VEGFR-2) e detectar a presenca do virus
e sua atividade através do antigeno de replicacdo (NS3).

Desta forma podemos contribuir significativamente para a identificacdo dos
alvos celulares envolvidos na patogénese do dengue em criancas, correlacionando
com o0s conhecimentos anteriores da patogénese do dengue em adultos. O
conhecimento dessas alteracdes € relevante pois permite um avango no tratamento
dos pacientes internados, além de identificar previamente componentes do sistema
imune que possam atuar como biomarcadores antes dos pacientes evoluirem para
dengue grave, apresentarem choque e consequentemente O6bito. Porém esse
conhecimento é dificultado pelo baixo indice de necropsias e pelos escassos estudos
histolégicos nos pacientes que vém a 6bito.
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3.0bjetivos

3.1. Objetivo Geral

v

O estudo tem como objetivo a deteccao viral e a investigacdo de células,
citocinas e mediadores inflamatérios que possam atuar como marcadores de
prognéstico em casos fatais de criancas, no tecido hepatico, pulmonar, da
traqueia e da lingua.

3.2. Objetivos Especificos

v

Descrever os aspectos clinicos e laboratoriais dos casos fatais de dengue em
criangas;

Identificar as alteracfes histopatoldgicas nos tecidos estudados e quantificar
os danos (no tecido hepatico e pulmonar);

Identificar a replicacao viral, através da deteccdo da proteina do antigeno viral
de dengue (NS3), nos tecidos estudados dos casos fatais;

Caracterizar e quantificar a expressédo das células do infiltrado inflamatério
(TCD4+, TCD8+, e CD68+) nos tecidos hepaticos e pulmonares;

Detectar a presenca das citocinas proé-inflamatorias (TNF-a, RANTES) nos
tecidos estudados;

Detectar a presenca da metaloproteinase MMP9 nos tecidos estudados;

Detectar a presenca de mediadores inflamatorios envolvidos na alteracao
vascular VCAM1 e VEGF-R2 nos tecidos estudados.
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4 — Materiais e Métodos
4.1 - O Paciente 1

Um paciente do sexo masculino, com 8 anos de idade, que em 2008 se
apresentava com febre, ndusea, hematémese, desnutrido, hipocorado, hipoidratado,
com gengivorragia e plaquetopenia de 17,9mil plaquetas/mm? (limites de 150,0mil a
450,0mil/mm?3). Apresentou sorologia positiva (IgM) para dengue. Durante a ausculta,
apresentou estertores pulmonar, abddomen doloroso com hepatomegalia e derrame
pleural bilateral. Foi realizada toracocentese para drenagem de 247 mL de liquido
amarelo. Em poucos dias evoluiu para estado gravissimo com anemia,
hepatoesplenomegalia, ascite, pulmédo com infiltrado bilateral difuso e novo derrame
pleural. Em uma semana evoluiu para choque, com SARA (Sindrome da Angustia
Respiratéria Aguda), hemocultura positiva para Pseudomonas aeruginosa que em 10
dias evoluiu para sepse, estado de choque refratario. Ao décimo terceiro dia
presentou sangramento nasal ativo, hipotermia, bradicardia, sem pulsos arteriais,
parada cardiopulmonar sem resposta a medicamentos de ressuscitacéo (adrenalina,
bicarbonato e glicose) culminando com o 6bito.

4.2 — O Paciente 2

Uma paciente do sexo feminino, com 9 anos de idade, que em 2011, com febre
alta e mal estar geral, com leucopenia de 2.700/mm? (limites de 5,0 a 14,5/mm3) e
plaquetopenia de 22 mil/mm?3, apresentou-se prostrada, desidratada, hipocorada,
taquicardica, com abddmen globoso, hepatomegalia dolorosa e com petéquias em
face e membros inferiores. Foi reativo para o teste imunocromatografico para a
deteccdo do antigeno NS1 do virus do Dengue. No dia seguinte apresentou
bradicardia e pulso periférico ndo palpavel, feita massagem cardiaca externa,
recuperando batimentos cardiacos e pulso. Apesar dos esfor¢os de manutencao das
funcbes cardiovascular e respiratoria, paciente entrou em nova parada
cardiopulmonar sem resposta a medicamentos de ressuscitacdo (adrenalina,
bicarbonato e glicose) culminando com o 6bito.

4.3 - O Paciente 3

Um paciente do sexo masculino, com 10 anos de idade, que em 2012, se
apresentava com febre, cefaléia, prostragdo, vomito, com leucopenia de 2,36 mil/mm?3
e plaquetopenia de 14,8 mil/mm?3. Apresentou sorologia positiva (IgM) para dengue.
Possuia abdémen globoso, hepatomegalia dolorosa, taquidispneico, hipocorado,
edemaciado e com exantema. Em poucas horas evoluiu para estado gravissimo, em
choque, sem pulsos sendo necessaéria a intubacédo. Através dos exames de imagens
detectou-se hidrotérax e ascite. Via toracocentese, foram drenados 970 ml de liquido
pleural. Apresentou sangramento ativo e hematuria, anasarca, culminando com
parada cardiopulmonar sem resposta a medicamentos de ressuscitacdo (adrenalina,
bicarbonato e glicose) culminando com 6bito.

4.4 - Os pacientes controles

Para podermos comparar os achados encontrados e determinar quais as
alteracbes nos tecidos infectados seriam causadas exclusivamente pelo virus do
dengue, buscamos 6rgaos de trés criangas que tinham aproximadamente a mesma,
idade (8 a 13 anos), que vieram a 0Obito por causa natural ou trauma e que nao tinham
nenhum histérico de dengue e de outras doencas infecciosas. Além disso, os controles
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também nado poderiam ter vindo a 6bito por nenhuma patologia direta ou indiretamente
relacionada a qualquer um dos érgdos analisados nesse estudo.

4.5 - O processamento das Amostras

Fragmentos de 6rgaos foram coletados por meio de necropsia, foram fixados
em formaldeido 10% e pH=7,2, clivados em fragmentos menores (3 a 5mm) e lavados
em agua corrente. Foram desidratados com banhos de concentracdo crescente de
etanol (70% a 100%), durante meia hora. E clarificados em banho de xilol a
temperatura ambiente, e posteriormente infiltrados em parafina. Os blocos de
parafina, com os referidos érgdos analisados no estudo, foram cedidos pelo
patologista do Hospital Municipal Jesus do Rio de Janeiro, o doutor Fernando
Rosman. Foram realizados cortes de 4um de espessura em micrétomo (Leica RM-
2235). Os cortes obtidos dos érgaos incluidos em parafina foram transferidos para as
laminas e corados para visualizacdo em microscopia Optica utilizando Microscépio de
Epifluorescéncia NIKON ECLIPSE E600, para observacdo em microscopia 6ptica de
campo claro. As imagens foram capturadas com auxilio da camara fotografica Cool
SNAP- Procf COLOR acoplada.

4.6 — As coloracfes Especiais
4.6.1 — A coloragado Hematoxilina e Eosina (H.E.)

As laminas com os cortes foram levadas a estufa (60°C por 24 horas) para
desparafinizacdo e submetidos a banhos de xilol e hidratacdo em concentracdes
decrescentes de etanol (100 a 70%), sendo lavados em seguida em agua corrente,
corados com hematoxilina durante 50 segundos, lavadas em agua por 5 minutos,
imersos em solucao fraca amoniacal até os cortes ficarem azul-brilhante, novamente
lavados por 10 minutos, imersos em alcool etilico 80% por 2 minutos, contracorados
em solucdo de eosina por 40 segundos, desidratadas em concentracdes crescentes
de etanol, clarificados em concentracde crescentes de xilol e por fim seladas com
Entelan (Merk) e laminula.

4.6.2 — A coloracéao Tricrémio de Masson

As laminas foram desparafinizadas em trés banhos com concentracfes
crescentes de xilol (70 a 100%) e em trés banhos com concentracdes crescentes de
etanol (70 a 100%). Em seguida, foram lavadas em agua corrente por 5 minutos.
Foram imersos em solucdo mordente de Bouin e encubamos por 1 hora na estufa a
60°C e lavadas, em agua corrente até desaparecer o amarelo deixado pela solucéo.
Em seguida, foram lavadas em agua destilada e coradas pela solu¢cdo de Hematoxilina
Férrica de Weigert e lavadas em agua corrente por 10 minutos. Foram coradas pela
solucéo de Escarlate de Biebrichpor 5 minutos e lavadas em agua destilada. Imersas
em Acido Fosfotlingstico-Fosfomolibdico por 10 a 15 minutos e lavadas com agua
destilada. Foram coradas com Azul de Anilina durante 5 a 10 minutos e lavadas em
agua destilada. Foi adicionada soluc&o de Acido Acético Glacial 1% por 3 a 5 minutos,
e lavadas por 4gua destilada e as laminas e entdo montadas em Entelan (Merk).

4.6.3 — A coloracdo Acido Periédico + Reativo de Schiff (P.A.S.)

As laminas foram desparafinizadas em trés banhos com concentracfes
crescentes de xilol (70 a 100%) e em trés banhos com concentracdes crescentes de
etanol (70 a 100%). Foram imersas em solu¢éo de &cido periddico 1% por 15 minutos,
lavadas em agua destilada por 5 minutos, coradas com reativo de Schiff por 15
minutos, lavadas em agua corrente por 5 minutos e contra coradas pela Hematoxilina
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de Harris por 10 minutos e lavadas em agua corrente por 5 minutos. Desidratadas,
clarificadas e por fim seladas com Entelan (Merk) e laminula.

4.6.4 — Coloracao Picrosirius

As laminas foram desparafinizadas em trés banhos com concentragdes
crescentes de xilol (70 a 100%) e em trés banhos com concentragdes crescentes de
etanol (70 a 100%). Em seguida, foram coradas com uma solugéo corante aquosa
saturada de acido picrico e 0,1% Sirius Red F3BA durante 1 hora. Em seguida
passaram por uma solucao 0,01N HCI por 2 minutos. Entao lavadas em 4gua destilada
e em seguida por agua corrente. Passaram pela sequéncia de alcool 4,5,6 e depois
no xilol 4, 5, 6

4.7 — A Imunohistoquimica

Foram realizados cortes (4 um) das sec¢des em parafina e transferidos para
laminas silanizadas. No primeiro dia, as laminas com os cortes permaneceram na
estufa a 60°C por uma hora, Foram desparafinizadas em trés banhos com
concentracdes crescentes de xilol (70 a 100%) e em trés banhos com concentracdes
crescrentes de etanol (70 a 100%). Posteriormente, foram lavadas em agua corrente
e agua destilada. A recuperacdo antigénica foi realizada em solucédo tampéao citrato
(Diagnostic Biosystem, pH 6,0), imerso em banho maria (3 minutos a 100° C ) com, e
resfriadas em temperatura ambiente neste mesmo tampéo. Foram lavadas em agua
destilada (1x) e em tampéao Tris-HCI (ph 7,6) (3x), aplicamos solucéo bloqueadora de
proteinas (Spring — Céd DPB-125) por 10 minutos. Por fim, foram lavadas em Tris-HCI
(3x), e incubadas com o anticorpo primario por 24h em camara escura umida na
geladeira.

No segundo dia, apdés permanecerem por 20 minutos em temperatura
ambiente, foram lavadas com tampéao Tris-HCI (3x) e 0 anticorpo secundario (Spring
Bioscience) foi aplicado por 10 minutos, seguido do conjugado HRP (Spring
Bioscience) por 15 minutos. Foram lavadas com tampao Tris-HCI (3x) e agua destilada
(1x), e o substrato para peroxidase (Kit DAB — DiagnosticBiosystems) foi aplicado por
5 minutos. Apés as laminas serem lavadas em agua destilada, aplicamos a
hematoxilina de Harris (Sigma) aos cortes, e lavamos em agua corrente. As laminas,
por fim, foram submetia a trés banhos em concentracdes decrescentes de etanol (100
a 70%) e posteriormente a trés banhos com concentracfes decrescetens de xilol ( 100
a 70%). E por fim foram montadas em Entelan (MERK).

Anticorpos Marcas Diluicdo
Anti - NS3 Insitituto de Biofisica UFRJ (RJ) 1:1002 1:300P¢d
Anti — T CD4+ Abcam (Cambridge, UK) 1;1002P
Anti — T CD8+ Abcam (Cambridge, UK) 1:2002P
Anti — CD68+ Abcam (Cambridge UK) 1:2002P
Anti —TNFa Abcam (Cambridge, UK) 1:2002
RANTES Abcam (Cambridge, UK) 1:2002
VEGF-R2 Spring BioScience (California, USA) 1:1002
VCAM-1 Abcam (Cambridge, UK) 1:1002
MMP9 Abcam (Cambridge, UK) 1:1002b
Anti DENV2 clone 3H5 MERK (Darmstad, Germany) 1:100%

Tabela 2 - Lista dos Anticorpos utilizados para a realizacdo da imunohistoquimica. Onde a = figado;
b = pulméo; ¢ = lingua e d = traqueia
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4.8 — Gréfico da quantificagdo dos linfocitos T CD8+ e macréfagos CD68+ no
figado e no pulméo

Para a quantificacdo dos linfécitos T CD8+ e macréfagos CD68+, as laminas
foram observadas em Microscépio de Epifluorescéncia Olimpus, onde foram
selecionadas ao acaso 20 campos de cada lamina (controle e casos) com uma area
de 20um? e cada campo foi fotografada por camara fotografica Cool SNAP- Procf
COLOR acoplada ao microscoépio. As fotos foram analisadas visualmente e o total da
contagem das células de cada campo foi plotado em tabela do Excel e posteriormente
um grafco foi gerado usando o aplicativo PrismaGraph versao 8.0.

4.9 — Gréfico da avaliacdo semiquantitava dos danos no figado e no pulméo

Para a andlise semiquantitativa dos danos no figado e no pulméo, observamos
as laminas em Microscopio de Epifluorescéncia Olimpus, onde foram selecionadas
ao acaso 20 campos de cada lamina (controle e casos) com uma area de 10um? e
cada campo foi fotografada por camara fotografica Cool SNAP- Procf COLOR
acoplada ao microscopio. As fotos foram analisadas visualmente e cada campo foi
classificado por uma graduacgéo que variava de 0 a 4 de acordo com a intensidade do
dano, onde 0 = sem alteracdo, 1 = alteracdo leve, 2 = alteracdo moderada, 3 =
alteracao elevada e 4 = alteracdo alta. Os dados obtidos de cada campo foram
plotados em tabela do Excel e posteriomente foi gerado um gréafico usando o aplicativo
PrismaGraph.

4.10 - Considerac6es Eticas

Os tecidos dos casos fatais analisados neste estudo foram provenientes de trés
casos fatais de dengue em criancas de até 12 anos, obtidos durante surtos epidémicos
de 2008 a 2012 no municipio do Rio de Janeiro, onde faz parte de um projeto maior
gue estuda a patogénese em casos fatais de dengue em humanos, esse projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa CEP/FIOCRUZ, sob o nimero CAAE:
47525115.3.0000.5248.
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5 — Resultados
5.1. Parametros hematolégicos

A leucopenia e a plaquetopenia sao alteragées comuns durante a dengue. A
leucopenia apresenta-se mais precocemente nos casos mais graves, caracterizados
por hemorragias, observadas ja no 2° dia e tendendo a se recuperar no 8° dia. A
plaguetopenia esta presente desde o 1° dia da infeccdo. A leucocitose pode ser
considerada um indicativo de agravamento do quadro clinico.-

O paciente do caso 1 apresentou niveis normais de leucécitos do primeiro ao
guarto dia, passando depois a apresentar uma leucocitose. Os pacientes 2 e 3
apresentaram leucopenia ja no primeiro dia. Essa diferenca observada no quadro do
paciente 1 pode se dever ao fato de que este paciente foi diagnosticado com
bacteremia por Pseudomonas positiva em hemocultura, realizada exatamente no
qguinto dia,mesmo dia em que os niveis de leucdcitos comegcam a subir.

Todos os pacientes do estudo apresentaram plaguetopenia, sendo que o0 caso
1 apresentou uma discreta recuperacdo nos niveis de plaqueta por volta do 8° dia,
gue nao se sustentou e voltou a declinar.

As plaquetas continuam decaindo, mesmo apés a fase aguda da doenca. Os
niveis mais baixos foram observados na fase da defeverscéncia. Este momento
coincide com o extravasamento plasmatico. Dessa forma, a contagem de plaguetas
atua como uma ferramenta para monitoramento da progressdao da doenca
(Srikiatkhachorn e Green 2010).

Leucécitos Plaquetas

507 500
- caso 1 *

204 400 4 caso 2
—®- case 3
304 3004 — controle min.

controle max.

201 2004

0 T T T 1 0 T T T 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20

d.p.i d.p.i

Leucécitos k/ul
Plaquetas k/ul

Grafico 2 - Contagem de leucdcitos e de plaquetas dos trés casos de dengue fatal em criancas.
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5.2 Parametros bioquimicos

A lesdo provocada pelo DENV sobre o parénquima hepético provoca a
liberacdo das enzimas ALT e AST na circulacdo sanguinea, com maior intensidade na
fase aguda, portanto sdo bons parametros para avaliacdo do dano hepatico causado
pelainfecgcéo por DENV. Todos os pacientes do estudo apresentavam ambas enzimas
elevadas. A enzima ALT do caso 2 atingiu um p3co de 1377 U/L no 2° dia,
correspondendo a um aumento de 36x com relacdo ao limite maximo e a enzima AST
do paciente 1 onde atingiu pico de 2.117 U/L, correpondendo a um aumento de mais
de 68 vezes com relacdo ao limite maximo.
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ALT
2500 1
800 1
2.117 UIL W casolr
2000 —&— caso 2
600 M 1a77un
caso 3
. -
3 1500 3 A — controle max.
l: 40017 —— controle min.
1000+ <
200 A
500
| 146 UIL | 0 . . ,
0 T T 1 0 5 10 15
0 5 10 15 .
d.p.i
d.p.i.

Gréfico 3 - Avaliagdo dos niveis séricos de AST e ALT em trés casos fatais de dengue em criancas.
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5.3- Histopatologia hepatica
5.3.1 - Coloragdo Hematoxilina e eosina (H.E.)

O parénquima hepatico é constituido por hepatécitos justapostos que juntos
formam os l6bulos hepaticos e tecido conjuntivo contendo ductos biliares, vasos
linfaticos, vasos sanguineos. O ducto biliar, o ramo da artéria hepética e o ramo da
veia porta juntam e recebem o nome de espaco porta e se localizam nos cantos dos
I6bulos (Fig. 13a).

No caso 1, foram observadas éareas focais de hemorragia (Fig. 1b) e
degeneracgao gordurosa na forma de macroesteatose (Fig. 1c e c1).

Ja no caso 2, foram observadas areas de necrose hepatocitaria em regido
medizonal, hemorragia e congestao vascular (Fig. 1d e Fig. 1e), além de degeneracéo
nuclear dos hepatdcitos (Fig. 1f).

Enquanto que no caso 3, foram observadas areas focais de necrose (Fig. 1g,
Fig. 1h) e a presenca de infiltrado mononuclear disseminado por todo parénquima
hepatico (Fig. 1i).

H.E. - a) Tecido hepatico controle de um caso de crianga; b) Caso 1; ¢) Caso 2; d) Caso 3; PH -
Parénquima hepético; VCL — Veia centrolobular; EP - Espago porta; Ne — Necrose; MaE —
Macroesteatose; He — Hemorragia; CV — Congestao vascular; Dn — Degeneracgdo nuclear; Inf.M —
Infiltrado mononuclear
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5.3.2 — Coloragé&o Tricrémio de Masson

Para evidenciar o acumulo grosseiro de colageno nas paredes vasculares foi
utilizado a coloragédo de Tricrdmio de Masson (TM). Com isso foi possivel observar
gue o tecido controle de figado de crianca possui uma distribuicdo regular das fibras
coladgenas, com reacdo TM discretas (Fig. 14.a.).

No caso 1 foi observado, no tecido hepético, um aumento na distribuicdo das
fibras coldgenas ao redor do espaco porta e em areas focais de necrose e hemorragia
(Fig. 14.b).

No caso 2, foi visto um aumento da distriuicdo das fibras coldgenas ao redor
do espaco porta (Fig. 14c) e em areas focais ao redor da veia centro lobular (Fig.
14.c1).

Ja no caso 3, foi mostrado um aumento das fibras ao redor do espaco porta e
uma distribuicdo das fibras em areas difusas do parénquima associado a areas de
necrose na regido mediozonal (Fig. 14d) Além de uma alteracéo endotelial da veia
centrobular (Fig. 14.d1).

hepatico controle de um caso de crianga; b) Caso 1; c/c.1) Caso 2; d) Caso 3. PH — Parénquima
hepatico; VP — Veia porta; DB — Ducto biliar; Ne — Necrose; He — Hemorragia; CV — Congestéo
vascular.
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5.3.2 - Coloragédo Acido Periodico de Schiff (P.A.S.)

A coloracéo de P.A.S. (do inglés Periodic Acid Schiff) € um método de coloragao
usado, principalmente, para deteccdo de alta concentracdo de moléculas de
carboidratos nos tecidos, como por exemplo glicogénio e glicoproteinas, produzindo
uma cor purpura quando positivo.

Altos nives de glicogénio sdo necessarios em células que se encontram em
intensa atividade metabdlica, como por exemplo durante o processo de fagocitose.

No caso controle podemos observar o parénquima hepéatico com uma
marcacao negativa para P.A.S. no citoplasma dos hepatdcitos, indicando baixa
atividade metabdlica (Fig. 15a).

Porém, no caso 1, observamos uma marcagdo positiva para P.A.S.,
caracterizado pela coloracao purpura, indicando maior atividade metabdlica, como por
exemplo fagocitose (Fig.15b).

No caso 2 observamos areas de maior concentracdo de infiltrado inflamatério
principalmente ao redor do espagco porta e uma area de degeneracdo nuclear
grosseira, coincidindo com as areas de marcacao positiva para P.A.S.(Fig. 15c).

Ja no caso 3 é possivel observar extensa area de necrose hepatocitaria (Fig.
15d) com algumas pequenas areas positivas para P.A.S. ao redor do espaco porta.

controle de um caso de crianga; b) Caso 1; c) Caso 2; d) Caso 3. PH — Parénquima hepético; VCL —
Veia Centro lobular; Ma — Macroesteatose; Mi — Microesteatose; EP — Espaco porta ; DN —
Degeneracao nuclear; Mn — Infiltrado mononuclear; Ne — Necrose; He — Hemorragia.
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5.3.4 - Coloracao Picrosirius

Picrosirius € uma coloragdo seletiva de tecido conjuntivo que permite uma
andlise quanlitativa das fibras colageno.

Foi observado uma concentracdo normal de fibras coldgenas ao redor do
espaco porta no tecido hepatico do grupo controle (Fig. 16a).

Enquanto que, no caso 1, foi observado uma intensa concentragdo das fibras
ao redor do espaco porta e em areas difusas na regiao mediozonal do parénquima
hepético (Fig. 16b).

Ja no caso 2, foi detectada uma moderada concentracdo de fibras colagenas
ao redor do espaco porta e em algumas areas da regido mediozonal do parénquima
hepético (Fig. 16c).

E no caso 3, ficou demostrada uma menor concentragdo de fibras colagenas
ao redor do espaco porta, porém uma maior concentracao de fibras distribuidas na
regido mediozonal do parénquima hepatico, provavelmente devido a necrose tecidual
(Fig. 16d).

Figura 16 - Tecido hepético de criangas infectado com DENV e corado com Picrosirius - a) Controle; b)
Caso 1; ¢) Caso 2 e d) Caso 3.
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5.4 - Avaliacdo semiquantitativa de danos no figado
5.4.1 - Avaliacdo semiquantitativa do grau de fibras colagenas

Podemos observar através da quantificacdo das fibras de colagenas que o
grupo controle apresentava baixo grau de fibras colagenas na regido centrolobular
e na regiao medizonal, e um grau baixo a moderado na regido periportal.

O caso 1 apresentava um concentracdo moderada de fibras colagenas na
regido centrolobular e na regido medizonal, e uma moderada a elevada
concentragdo na regido periportal.

O caso 2 apresentava uma moderada concentracdo de fibras colagenas na
regido centrolobular e na regido medizonal, e uma moderada a elevada
concentragéo na regido periportal.

Assim como no caso 3, onde foi observado uma moderada concentracdo de
fibras colagenas na regido centrolobular e medizonal, e uma moderada a elevada
concentracdo na regido periportal. (Graf. 4).
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Gréfico 4 - Avaliacdo semiquantitativa de fibras colagenas no figado de trés casos fatais de DENV
em criancas. CL - Centrolobular; MZ - mediozonal e PP - Periportal
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5.4.2 — Avaliagdo semiquantitativa do grau de macro e microestatose.

Macro e microesteatose sdo alteracdes que ocorrem no citoplasma das células,
caracterizada pelo acumulo de lipideo em vacuolos, decorrentes de algum
desequilibrio do metabolismo celular.

O grupo controle apresentou um grau baixo a moderado de macro e
microesteatose nas trés regides do figado analisadas.

No caso 1, foi observado um grau elevado de macroesteatose principalmente
na regido centrolobular e medizonal, e um grau baixo na regido periportal (Graf.
5a). Em relacdo a microesteatose, foi notado um grau elevado na regiao
centrolobular, um grau moderado a elevado na regido medizonal e grau baixo na
regido periportal (Gréf. 5b).

No caso 2, foi mostrado um grau baixo a moderado de macroesteatose (Graf.
5a) e de microesteatose (Gréf. 5b) nas trés regides do figado.

Enquanto que no caso 3, foi visto elevados graus de macroesteatose (Graf. 5a)
e de microesteatose (Graf. 5b) nas regides centrolobular e medizonal e grau
moderado a elevado de macroesteatose e microesteatose na regiéo periportal.
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Gréfico 5 - Avaliacdo semiquantitativa do grau de degeneracdo gordurosa no figado de criancas
infectadas com DENV. a) macroesteatose b) microesteatose. CoM — Média dos controles; Cal — Caso
1; Ca2 - Caso 2; Ca3 — Caso3; CL - Centrolobular; MZ - mediozonal e PP - Periportal
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5.4.3 - Avaliacdo semiquantitativa do grau de degeneracdo nuclear e
necrose no tecido hepatico.

Foi observado no controle grau baixo de degeneracédo nuclear e de necrose
nas trés regides analisadas do figado.

No caso 1 foram notados graus baixos a moderados de degeneracdo nuclear
(Gréf. 6a) e alto grau de necrose (Graf. 6b) nas trés regides analisadas do figado.

No caso 2 foi visto moderado a elevado graus de degeneragéo nuclear tanto na
regido centro lobular quanto na regiéo periportal e elevado grau de degeneracao
nuclear no regiao medizonal (Graf. 6a). Com relacdo ao grau de necrose,
observamos baixo a moderado grau nas trés regides analisadas do figado (Gréf.
6b).

Ja no caso 3 foi mostrado graus baixos de degeneracdo nuclear na regiao
centro lobular e nareligido medizonal, enquanto a regiéo periportal apresenta grau
moderado (Gréaf. 6a). Com relagdo ao grau de necrose, podemos observar grau
maximo na regiao centrolobular e graus bem elevados nas regides medizonal e
periportal (Graf. 6b).
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Gréfico 6 - Avaliacdo semigquantitativa do grau dano celular no figado de criancas infectadas com
DENV. a) degeneracdo nuclear; b) necrose. CoM — Média dos controles; Cal — Caso 1; Ca2 - Caso
2; Ca3 - Caso3; CL - Centrolobular; MZ - mediozonal e PP - Periportal
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5.4.4 — Avaliagcdo semiquantitativa do grau de hemorragia, edema e congestéo
vascular no figado.

A hemorragia, o edema e a congestéo vascular sdo alteragdes observadas
em tecidos dos casos fatais de dengue. Através das comparacgdes entre a média dos
controles e 0s casos com dengue grave em crianca podemos observar que as criangas
que vieram a Obito por diferentes motivos e ndo tiveram dengue (controle)
apresentavam baixos graus de hemorragia, edema e congestéo vascular.

No caso 1 foi observado um elevado grau de hemorragia, principalmente na
regido medizonal, porém um baixo grau de hemorragia na regido periportal. A regiao
centro lobular apresentava um grau médio de hemorragia (Graf. 7a). Enquanto que no
edema foi notado um grau moderado, principalmente na regido centro lobular e
moderado grau de congestdo vascular nas regides centro lobular e periportal (Gréaf
7¢). A regido medizonal apresentava grau baixo de congestédo vascular (Graf. 7b).

O caso 2 foi visto um grau moderado a elevado de hemorragia na regiao
periportal, grau moderado na regido medizonal e grau baixo na regiao centrolobular
(Graf. 7a). Emrelacdo ao edema, foram mostradas areas de grau moderado a elevado
na regido periportal, moderado grau na regido centrolobular e baixo na regido
medizonal (Graf. 7c). E em relagdo a congestéo vascular, foram observadas elevados
graus nas trés regides do figado (Gréf. 7b).

Porém no caso 3, foram notados graus baixos a moderados de hemorragia
nas trés areas analisadas do figado (Graf. 7a). Um baixo a moderado grau de edema
foi visto em areas das regides centrolobular e medizonal, porém um grau moderado a
elevado na regido periportal (Graf. 7c). Ja em relacdo a congestdo vascular, foram
notados graus elevados nas trés areas do figado (Graf. 7b).
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5.4.5 — Andlise semiquantitativa do grau de infiltrado inflamatério

Uma das caracteristicas do dengue grave é a resposta inflamatéria exacerbada,
gue promove a migracao excessiva de células T e macréfagos, além de uma producéo
exagerada de citocinas e mediadores inflamatérios levando a disfuncdo endotelial.
Sabendo disso, decidimos analisar e quantificar a presenca de células mononucleares
nas diferentes areas do tecido hepatico.

Como resultado, foi observado que o controle apresentava um baixo grau de
infiltrado mononuclear nas regides medizonal e centrolobular e um grau baixo a
moderado na regido periportal.

No caso 1 foi notada um grau moderado a elevado de células inflamatorias nas
trés regibes analisadas, principalmente nas areas centrolobular e periportal (Gréaf. 8).

No caso 2 foi mostrado um grau baixo a moderado de células inflamatérias na
regido centrolobular, um grau moderado na regido medizonal e um grau elevado na
regido periportal (Graf. 8).

E no caso 3, foi visto um grau baixo a moderado de células mononucleares na
regido centrolobular, um grau moderado na regiao medizonal e um grau moderado a
elevado na regido periportal (Graf. 8).
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Gréfico 8- Avaliagdo semiquantitativa de infiltrado inflamatério no figado de criancas infectadas
com DENV. CoM — média dos controles; CL - Centrolobular; MZ - mediozonal e PP - Periportal
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5.5 - Imunohistoquimica Hepética
5.5.1 — Deteccdo de células T CD4+ em tecido hepético de casos fatais de
dengue em criangas

No caso controle podemos observar nenhuma marcacdo para células T CD4+
ao redor da veia porta. (Fig 17a)

No caso 1, foi observado a presenca de algumas células T CD4+ distribuidas
pelo parénquima intersticial (Fig. 17b). No caso 2, foi visto a expressédo de T CD4+ no
interior da veia porta (Fig. 17c¢) e em area de hemorragia no parénquima hepético (Fig.
17d).

Figura 17 - Detec¢do de células TCD4+ em parénquima hepatico de casos fatais de DENV em
criangas. a) Tecido hepético controle de um caso de crianga; b) Caso 1; ¢ e d) Caso 2; VP — Veia
Porta. PH- Parenquima hepatico
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5.5.2 - Deteccédo de células T CD8+ em tecido hepatico de casos fatais de dengue
em criangas.

A investigacdo para a presenca de células T CD8+ no parénquima hepatico
evidenciou niveis menores nos tecidos controle (Fig. 18a) se comparado aos casos
de DENV.

Foi possivel observar um aumento na concentracdo de células T CD8+ em
capilares sinusoidais do caso 1 (Fig. 18b), ao redor do espaco porta do caso 2 (Fig.
18c) e no parénquima hepético do caso 3 (Fig. 18d).

Figura 18 - Deteccao de L TCD8+ em parénquima hepatico infectado com DENV. a) Tecido hepatico
controle de um caso de crianga; b) Caso 1; c) Caso 2; d) Caso 3.
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5.5.3 = Quantificacdo do numero de linfécitos T CD8+ no tecido hepético de
casos fatais de dengue em criangas.

Foi observado uma maior concentracdo de TCD8+ no tecido hepatico do caso
1 que teve em média de aproximadamente 22 linfécitos por campo, sendo
encontrados até 38 linfécitos por campo. Seguido pelo caso 2, com uma média de
aproximadamente 18 linfécitos por campo. E, por fim, o caso 3, com uma média de
aproximadamente 15 linfécitos por campo (Graf 9).
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Gréfico 9 - Quantificacdo do numero de linfoctios TCD8+ por campo de tecido hepatico.
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5.5.4 — Deteccdo de macréfagos (CD68+) em tecido hepético de casos fatais de
dengue em criangas.

A investigacdo para a presenca de macrofagos (CD68+) no parénquima
hepético evidenciou niveis normais quando analisado o tecido controle (Fig. 19a).
Porém foi possivel observar um aumento na concentracdo de CD68+ no parénquima
hepéatico do caso 1 (Fig. 19b). Foi expressado no parénquima e nos capilares
sinusoidais do caso 2 (Fig. 19c), assim como no caso 3 (Fig. 19d).

Figura 19 - Deteccdo de L TCD68+ em parénquima hep
hepatico controle de um caso de crianca; b) Caso 1; c) Caso 2; d) Caso 3.

41



5.5.5 — Quantificacdo do numero de macrofagos (CD68+) em tecido hepético de
casos fatais de dengue em criangas.

Foi observado uma concentracdo similar de CD68+ no tecido hepético dos
trés casos infectados, apresentando uma média de 25 a 30 macréfagos por campo.
As regides medizonais dos caso 1 e do caso 3 possuiam maiores concentragdes do
gue as outras regides. Enquanto que, 0 caso 2 apresentou uma maior concentracao
ao redor do espaco porta (Graf. 10). Foi observado diferenca estatisticamente
significativa entre o controle e o caso 1 e entre o controle e o caso 3 na regido
centrolobular, entre controle e 0 caso 3 na regido medizonal e entre o controle e 0
caso 1 e o caso 3 na regido periportal. Também houve diferenca estatisticamente
significativa entre o caso 2 e 0 caso 3 na regidao medizonal (Tab.4).
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Gréfico 10 - Quantificacdo do numero de macrofagos CD68+ por campo de tecido hepatico.
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5.5.6 - Detecc¢ao do antigeno da proteina NS3 em tecido hepatico de casos fatais
de dengue em criancgas.

Como j& foi dito anteriormente, 0 NS3 é uma proteina néo estrutural do DENV
gue esta relacionada com a replicacado viral. Uma marcacao positiva no tecido indica
que o virus foi capaz de invadir aguele tecido e de se replicar em seu interior.

No tecido de figado controle ndo ha a deteccdo da proteina NS3 ao redor da
veia centrolobular e nem nos capilares sinusoidais (Fig 20a).

O tecido hepético do caso 1 podemos observar a expressao do antigeno NS3
em hepatécitos com macroesteatose e em macréfagos nas areas de necrose
intersticial (Fig. 20b).

Ja no caso 2, foi detectado o antigeno da proteina NS3 nas células de Kupffer
(Fig. 19¢) e em macréfagos na area portal (Fig. 20cl).

Assim como no caso 3, onde obseramos a deteccdo da proteina NS3 em
macrofagos circulantes (Fig. 20d), em células de Kupffer e no interior de hepatécitos
(Fig. 20d1).
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Figura 20 — Deteccao da proteina NS3 em tecido hepético infectado pelo DENV — a/b.1) Tecido

hepatico controle de um caso de crianga; c) Caso 1 d/d1) Caso 2; e/f) Caso 3; EP — Espaco portal; CS
— Capilares sinusoidais; Ck — Células de Kupffer; Mg — Macrdfago; Hp — Hepatocitos; Ne — Necrose..
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5.5.7 — Deteccdo de TNF-a em tecido hepatico de casos fatais de dengue em
criangas.

A expresséo de TNF-a foi detectada em baixa concentragdo ao redor da veia
porta no tecido controle de figado de crianca (Fig.21a).

Porém, no caso 1 houve a deteccdo de TNF-a em macréfagos ao redor do
espaco porta (Fig.21b).

J& o caso 2 apresentava uma maior concetracdo de TNF-a ao redor do espaco
porta (Fig. 21c) e também em macréfagos (Fig. 21cl).

Enquanto que o caso 3 apresentava uma alta concentracdo de TNF-a nos
capilares sinusoidais (Fig.21d).

Figura 21 — Deteccéo de TNF-a no parénquima hepdtico de um caso fatal de DENV em crianga. —
a) Tecido hepatico controle de um caso de crianga;b) Caso 1; c/cl) Caso 2; d) Caso 3. ; VP. — Veia
porta; M@ — Macrofago; EP — Espaco porta e CS — Capilar sinusoidal.
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5.5.8 — Deteccdo de RANTES em tecido hepatico de casos fatais de dengue em
criangas.

No parénquima do tecido controle, foram observados uma discreta expresséo
de RANTES, tanto ao redor do espaco porta (Fig. 22a) quanto nos capilares
sinusoidais (Fig. 22al).

No caso 1, houve marcagao positiva para RANTES em macrofagos circulantes
e em ceélulas endoteliais dos capilares sinusoidais (Fig. 22b).

No caso 2, houve a deteccdo de RANTES em célula endoteliais da veia porta,
em macrofagos circulantes e em linfécitos do infiltrado mononuclear (Fig. 22c).

J4 no caso 3, foram detectadas marcacdes para RANTES em células
endoteliais dos capilares sinusoidais e em células de Kupffer (Fig. 22d)

—a) Tecido hepético controle de um caso de crianca; b) caso 1;c) Caso2; d) Caso 3. EP — Espaco
porta; CS. - Capilares sinusoidais; CE. — Células endoteliais; M@ — Macrofago; VP — Veia porta;
Ly — Linfocito; CK — Célula de Kupffer.
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5.5.9 — Deteccédo de VEGF-R2 em tecido hepatico de casos fatais de dengue em
criangas.

Nao foi detectado VEGF-R2 no parénquima hepético do controle (Fig. 23a).
Porém foi detectado em macréfagos circulantes no caso 1 (Fig. 23b).

Também foi detectado o VEGF-R2 em células endoteliais de capilares
sinusoidais e em macrofagos circulantes do parénquima hepatico do caso 2 (Fig. 23c).
E em macrofagos circulantes do caso 3 (Fig. 23d).
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Figura 23 - Deteccao de VEGF-R2 em parénguima hepatico de um caso fatal de DENV em crianga.
—a) Tecido hepético controle de um caso de crianca; b) caso 1; c) Caso 2; d) Caso 3. PH —
Parénquima hepético; M@ — Macro6fago; CE. — Células endoteliais;
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5.5.10 — Deteccdo de VCAM-1 em tecido hepético de casos fatais de dengue em
criangas.

O tecido controle ndo apresentou marcacédo positiva para VCAM-1 em seu
parénquima hepético (Fig. 24a)

Ja no caso 1 foi observado a deteccdo de VCAM-1 positivo no interior das
células endoteliais da veia porta (Fig. 24b) e nos capilares sinusoidais (Fig. 24b1).

E no caso 2 foi visto uma marcacdo positva para VCAM-1 nas células
endoteliais dos capilares sinusoidais e no interior dos hepatocitos ao redor do vaso
(Fig. 24c).

Enquanto que no caso 3 também observada uma marcagdo posisitva para
VCAM-1 nas células endoteliais dos capilares sinusoidais (Fig. 24d).
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Figura 24 - Deteccdo de VCAM-1 em parénquima hepatico de um caso fatal de DENV em crianca.
—a) Tecido hepético controle de um caso de crianca;b/b.1) Caso 1c) Caso 2 d) Caso 3 ; EP —
Espaco Porta; PH — Parénquima hepético; CE. — Células endoteliais; VP. — Veia porta; CS. —
Capilares sinusoidais
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5.5.11 - Detecc¢ado da metaloproteinase MMP9 em tecido hepatico de casos fatais
de dengue em criangas.

No caso controle ndo houve marcagao positiva para MMP9 (Fig. 25a).

No caso 1 foi visto a deteccdo de MMP9 no interior de macrofagos e em
hepatdcitos com a presenga de inUmeras vesiculas de macroesteatose (Fig. 25b).

Ja no caso 2, foi observado a detec¢édo para MMP9 no interior de hepatécitos
necréticos com degeneracdo nuclear evidente e em mondcitos no interior dos
capilares sinusoidais (Fig. 25c).

Enquanto que no caso 3 foi detectada a expressdo de MMP9 em macrofagos e
em células endoteliais (Fig. 25d).

Figura 25 - Deteccdo de MMP9 em parénquima hepético de casos fatais de DENV em criancas. a)
Tecido hepético controle de um caso de crianga; b) Caso 1; c) caso 2 e d) Caso 3; M@ —
Macrofago;Hp — Hepatocito; DN- Degeneracéo nuclear; Mo — Mondcito; CE — célula endotelial.CS
Capilares Sinusoidais
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5.5.12 — Deteccédo do antigeno de DENV2, pelo anticorpo 3H5, em tecido hepatico
de caso fatal de dengue em crianga.

Para deteccao de DENV2 no caso 1 foi utilizado a marcagé&o do anticorpo 3H5,
especifico da proteina E do sorotipo DENV2. Foi possivel observar a detec¢cdo desse
antigeno no interior dos macrofagos circulantes em areas de necrose intersticial no
tecido hepéatico do caso 1 (Fig. 26).

Figura 26 - Deteccao do antigeno da proteina E (DENV2) no figado de um caso fatal de DENV em
crianga.— a/a.1) Figado do caso 1; M@ — macrdfago circulantes.
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5.6— Histopatologia Pulmonar

5.6.1 - Coloragdo Hematoxilina e Eosina (H.E.)

O parénquima pulmonar é constituido pelos alvéolos, que sao separados pelos
septos alveolares. Nesses septos sdo encontradas células denominadas pneumacitos
tipo I, que tem a fungéo de produzir substancia surfactante para impedir que o pulmao
colabe (Fig. 27a).

No caso 1, foi observado um significativo espessamento do septo, além de
areas de edema intersticial associado a um infiltrado inflamatério mononuclear,
hemorragia e hiperplasia de macréfagos alveolares no espaco intra-alveolar(Fig. 27b).

Ja no caso 2, foi evidenciado um espessamento de septo moderado, porém
ainda com intenso infiltrado inflamatério mononuclear e hiperplasia de macréfagos
alveolares (Fig. 27c).

Enquanto que, no caso 3, quase nao foi observado espessamento de septo. A
presenca do infiltrado inflamatério mononuclear estava limitada ao interior dos
capilares alveolares (Fig. 27d).

ETATS

Figura 27 - Corte histoldgico de tecido pulmonar de casos fatais de DENV em crianga corado com
Hematoxilina e eosina. —a) Tecido pulmonar controle; b) Caso 1 c¢) Caso 2; d) Caso 3 ; A —alvéolos;
SA — Septo Alveolar; E — Edema; He — Hemorragia; IM — infiltrado mononuclear; M@ — Macrdéfago;
ES — Espessamento de Septo; CA — capilar alveolar.
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5.6.2— Coloragao Tricrémio de Masson (T.M.)

A coloracao Tricromio de Masson evidencia as fibras colagenas (coradas em
azul). O tecido controle apresenta uma discreta marcacgdo de fibras colagenas (Fig.
28a).

Ja no caso 1, foram observadas areas difusas de fibra colagenas ao redor da
veia pulmonar e nos septos alveolares (Fig. 28b).

No caso 2, foi visto uma alta concentracdo de fibras coladgenas ao redor do
brénquio e disseminadas pelos septos alveolares (Fig. 28c).

E no caso 3, foi mostrado areas discretas de fibras colagenas ao redor da veia
pulmonar e pouca concentracéao de fibras nos septos alveolares (Fig 28d).

Figura 28 - Corte histologico de tecido pulmonar de casos controle e de casos fatais de DENV em
crianga corado com Tricromio de Masson — a) Tecido pulmonar controle; b) Caso 1 c) Caso 2; d)
Caso 3 VP Veia pulmonar, Br-Broquio

51



5.6.3 — Coloracéo Acido Periddico de Schiff (P.A.S.).

Essa coloracdo € utilizada na histologia para identificar a presenca de
glicogénio, indicando assim intensa atividade metabdlica. A marcagédo para P.A.S
positiva também marca areas com maior concentracao de tecido conjuntivo.

No controle, foi observado a coloracéo por P.A.S. em areas discretas do septo
alveolar (Fig. 29a)

No caso 1, uma intensa coloracdo na regido dos septos alveolares foi
observada, sugerindo um espessamento de septo e a formacédo de membrana hialina.
Além de uma intensa marcacgao positiva em macrofagos alveolares (Fig. 29b).

No caso 2, também foi possivel observar a coloracdo nos septos alveolares,
porém em uma intensidade moderada com formacdo de membrana hialina e em
macroéfagos alveolares (Fig. 29c).

E no caso 3, a marcacdo P.A.S positiva foi vista em areas discretas e focais de
coloracéo em regido de formacdo de membrana hialina e em macréfagos alveolares
(Fig. 29d).

Figura 29 — Corte histoldgico de tecido pulmonar de casos fatais de DENV em crianga corado com
P.A.S-a) Tecido pulmonar controle; b) Caso 1 c¢) Caso 2; d) Caso 3 ; A — alvéolos; M@ — Macro6fago;
ES — Espessamento de Septo; MH — Membrana hialina. .
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5.6.4 - Coloragao Picrosirius no pulméo.

A técnica de coloracdo Picro-sirius é utilizada para visualizar a coloragdo das
fiboras coldgenas no tecido, facilitando a quantificacdo. Neste caso, no tecido
pulmonar.

No grupo controle, foi observado uma discreta marcagdo positiva para
picrosirius ao redor da veia pulmonar e em todo o parénquima pulmonar (Fig 30a).

No caso 1, foram observadas areas difusas com elevadas concentracdes de
coladgeno ao redor da veia pulmonar e disseminada por todo o parénquima (Fig. 30b).

No caso 2, foi observado uma coloragdo mais intensa, tanto ao redor da veia
pulmonar, quanto na regiéo septal (Fig. 30c).

Ja caso 3 foi mostrado uma elevada presenca das fibras ao redor das veias

pulmonares assim como na regido dos septos (Fig.30d).

X7 A o : 25308 g
Figura 30 - Corte histologico de tecido pulmonar de casos fatais de DENV corado com Picrosirius.

a) Tecido pulmonar controle de crianga; b) Caso 1; ¢) Caso 2; d)Caso 3.VP veia pulmonar; S Septo.
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5.7 - Analise semiquantitativa de danos no pulméo

5.7.1 - Analise semiquantitativa do grau de espessamento de septo e membrana

hialina no pulmé&o.

Foram observados, nos tecidos controles, um grau de espessamento de septo

e de membrana hialina bem menores que os casos infectados com o DENV,

No caso 1, foi notado um grau de espessamento de septo muito alto (grau 4),
seguido pelo caso 2 que apresentou um espessamento de moderado a alto. J& o caso
3 foi mostrado um espessamento de septo considerado de leve a moderado (Graf

11a) .

Ja em relacéo a formacdo da membrana hialina podemos observar que o caso
1 apresentou um grau moderado a alto, o caso 2 um grau moderado enquanto que o

caso 3 apresentou um grau de leve a moderado (Graf. 11b)
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Gréfico 11.a) Analise semiquantitativa do grau de esperssamento de septo e 1.b) Analise
semiquantitativa do grau membrana hialina no pulméo de criancas infectadas com DENV.



5.7.2 — Andlise semiquanitativa do grau de hemorragia e edema no pulmao.
Com relagéao a quantificacdo do grau de edema e hemorragia foi observardo
gue todos os controles apresentavam graus classificados de baixo & moderado.
No caso 1 foi notado é&reas difusas de hemorragia (Graf 12b) e edema (Graf.
12a), apresentando um grau maximo (4) para ambas alteracdes.
J& o caso 2 apresentou um grau moderado a alto tanto para hemorragia (Gréf.
12b) quanto para o edema (Gréaf 12a).
Enquanto que, no caso 3, foi mostrado um grau moderado tanto nas areas de
hemorragia (Gréaf. 12b) como de edema (Graf 12a).
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Gréfico 12 — Analise quantitativa do grau de hemorragia e de edema no pulméo de
criangas infectadas com DENV.
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5.7.3 — Analise semiquantitativa do grau de infiltrado inflamatério no pulmao.
A semiquantificacdo do grau de infiltrado inflamatério revelou que o grupo
controle aprensentou um grau leve de células mononucleares.
O caso 1 foi observado um grau alto de infiltrado. Enquanto no caso 2 e no caso
3 foi visto um grau leve a moderado e leve, respectivamente (Graf. 13).
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Gréfico 13 — Andlise semiquantitativa do grau de de infiltrado no
pulméo de criancas infectadas com DENV.
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5.8 — Imunohistoquimica Pulmonar
5.8.1 — Deteccdo de célula T CD4 + em tecido pulmonar de casos fatais de
dengue em criangas

No caso controle houve uma discreta marcacdo para células T CD4+ no
parénquima pulmonar (Fig. 31a).

No caso 1, foi observado a presenca de células T CD4+ no interior da veia
pulmonar (Fig. 31b). J& no caso 3, foi notado uma expresséo positiva das células T
CD4+ associadas areas de hemorragia nos alvéolos (Fig. 31c) e proximas a veia
pulmonar (Fig. 31d).

Figura 31 - Deteccdo de L TCD4+ em parénguima pulmonar de casos fatais de DENV em
criangas.. a) Tecido hepatico controle de um caso de crianca; b) Caso 1; ¢ e d) Caso 3; VP — Veia
Pulmonar.
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5.8.2 - Deteccao de célulaT CD8+ em tecido pulmonar de casos fatais de dengue
em criangas.
No controle tivemos uma marcacgao esperada de células T CD8+ dispersas de
forma homogénea pelo parénquima pulmonar (Fig 32a).
No caso 1 foi detectada a presenca de células T CD8+ no espaco intersticial e
ao redor de areas difusas de espessamento de septo (Fig. 32b).
Jé no caso 2 foi detectada células T CD8+ no interior dos capilares pulmonares
com espessamento moderado (Fig. 32c).
Enquanto que, no caso 3, as mesmas células foram detectadas no interior dos
septos alveolares com discreto espessamento. (Fig. 32d).

Figura 32 - Detecgdo de linfocitos T CD8+ no parénquima pulmonar de casos fatais de DENV em
crianca. — a) Tecido pulmonar controle de crianga; b) Caso 1; c¢) Caso 2; d) Caso 3.Es df-
Espessamento difuso EsM- Espessamento moderado, Esd-Espessamento discreto.
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5.8.3 — Quantificacdo do numero de células T CD8+ no tecido pulmonar de casos
fatais de dengue em criancgas.

Foi observado uma maior concentracdo de células T CD8+ no tecido pulmonar
do caso 1 que teve em média de aproximadamente 22 linfécitos por campo. Seguido
pelo caso 2, com média de aproximadamente 15 linfocitos por campo. E, por fim, o
caso 3, com média de aproximadamente 9 linfocitos por campo (Gréf. 14). Houve
diferenca estatisticamente significativa entre o controle e o caso 1, entre o controle e
caso 2, entre o controle e o caso 3, entre o caso 1 e o caso 3 e entre 0 caso 2 e 0
caso 3 (Tab. 5).
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Gréfico 14 - Quantificacdo do numero de linféctios TCD8+ por campo de tecido pulmonar de casos
fatais de criancas infectadas com o DENV.
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5.8.4 — Deteccdo de macréfagos (CD68+) no tecido pulmonar de casos fatais de
dengue em criangas.

A marcacao para as células CD68+ no tecido pulmonar controle foi observada
em areas discretas dos alvéolos pulmonares (Fig. 33a).

Porém, no caso 1, foi notado a deteccado de células CD68+ em areas difusas
de espessamento de septo e ao redor da veia pulmonar (Fig. 33b).

Ja& no caso 2, foi notado a deteccdo de células CD68+ circulantes por todo o
parénquima pulmonar (Fig. 33c).

E no caso 3, foi mostrado a marcacgéo de células CD68+ em areas focais dos
alvéolos (Fig. 33d).

Figura 33 - Detec¢do de macrofagos CD68+ no parénquima pulmonar de casos fatais de DENV
em crianga. — a) Tecido controle de crianga; b) Caso 1; Caso2 ; d) Caso 3; VP — Veia pulmonar..
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5.8.5 — Quantificagcdo do numero de macréfagos CD68+ no tecido pulmonar de
casos fatais de dengue em criangas.

Foi observado uma maior concentracédo de CD68+ no tecido pulmonar do caso
1, que teve em média aproximadamente 42 macrdfagos por campo. Seguido pelo caso
2, com média de aproximadamente 8 macrofagos por campo. E, por fim, o caso 3,
com uma média aproximada de 4 macrofagos por campo (Gréf. 15). Houve diferenca
significativa entre o controle e o caso 1, entre controle e co caso 2, entre controle e o
caso 3, entre o caso 1 e 0 caso 2, entre o caso 1 e o caso 3 e entre o caso 2 e 0 caso
3 (Tab.6).
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Gréfico 15 - Quantificacdo do nimero de macrofagos CD68+ por campo de tecido pulmonar de casos
fatais de criancas infectadas com DENV.

Teste Kruskal-Wallis Significante Resumo
controle vs. caso 1 Sim ok
controle vs. caso 2 Sim ook
controle vs. caso 3 Sim ook
caso 1vs. caso 2 Sim Hokok
Caso 1 x Caso 3 Sim Hokok
Caso 2 x Caso 3 Sim Hokok

Tabela 6 - Tabela de dados da andlise estatistica da contagem de macréfagosCD68+ em tecido
pulmonar de casos fatais de criangas infectadas com DENV. Realizada no software Graph Prism 8
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5.8.6 — Deteccdo do antigeno da proteina NS3 em tecido pulmonar de casos
fatais de dengue em criangas.

No caso controle ndo foi detectada marcacao positiva para a proteina NS3 (Fig.
34a).

No caso 1, foi detectada marcacdo para o antigeno NS3 no interior dos
pneumdcitos tipo |l associado a area de espessamento de septo e em macrofagos
alveolares (Fig. 34b).

Assim como no caso 2, onde a antigeno da proteina NS3 estava presente no
interior dos pneumdcitos tipo Il (Fig.34c) e nos macréfagos no interior dos
capilares alveolares. (Fig. 34cl)

E no caso 3, o antigeno NS3 foi detectado em macréfagos e mondcitos no
interior da veia pulmonar, bem como no interior do endotélio da veia pulmonar (Fig.
34d).
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Figura 34 - Deteccdo do antigeno NS3 no parénquima pulmonar de casos fatais
de DENV em criancga. — a) Tecido pulmonar controle de crianga; b) Caso 1; ¢) Caso
2; d) Caso 3. Pnll — Pneumdcito tipo 11; M@ — Macréfago; C A — Capilar alveolar;
Mo — Mondcitos; En — Endotélio; VP — Veia pulmonar; Ar — Artéria pulmonar.
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5.8.7 — Deteccédo de TNF-a em tecido pulmonar de casos fatais de dengue em
criangas.

O tecido pulmonar controle n&o apresentou marcacgao para TNF-a (Fig. 35a).

No caso 1, foi possivel detectar TNF-a nas células endoteliais da veia pulmonar
e no interior dos mondcitos (Fig. 35b).

Ja no caso 2, foi detectada uma marcacgdo significativa em monécitos e no
interior macréfagos alveolares (Fig. 35c).

E no caso 3, foi notada a deteccdo de TNF-a em infiltrado mononuclear
peribroquiolar (Fig. 35d).
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Figura 35 - Detec¢do de TNF ano parénquima pulmonar de casos fatais de DENV em crianga. — a)
Tecido pulmonar controle b) Caso 1; c¢) Caso 2 ; d) Caso 3 ;; M@ — Macréfago; A — Alvéolo; Mo —
Mondcitos; En — Endotélio; VP — Veia pulmonar; Br — Bronquiolo; IM — Infiltrado mononuclear.
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5.8.8 - Deteccdo de RANTES em tecido pulmonar de casos fatais de dengue em
criangas.

No tecido pulmonar controle néo foi detectada nenhuma marcagao positiva para
RANTES (Fig. 36a).

No caso 1, foi observado areas discretas de marcacdo no interior de
macroéfagos (Fig. 36b), e nas células endoteliais das veias pulmonares (Fig. 36b1).

No caso 2, foi vista marcacdo RANTES positiva também no interior dos
macroéfagos (Fig.36c¢).

Ja no caso, 3 foi mostrada a marcagédo nas células endoteliais dos capilares
pulmonares (Fig. 36d).

Figura 36 - Deteccdo de RANTES no parénquima pulmonar de casos fatais de DENV em crianca. —
a) Tecido pulmonar controle de crianca; b) Caso 1; ¢) Caso 2 ; d) Caso 3 ;; M@ — Macroéfago; A —
Alvéolo; En — Endotélio; VP — Veia pulmonar
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5.8.9 - Deteccao de VEGF-R2 em tecido pulmonar de casos fatais de dengue em
criangas.

No tecido pulmonar controle ndo foi observada marcagao para VEGF-R2 (Fig.
37a).

Porém, no caso 1, foi observada a deteccao positiva para VEGF-R2 nas células
endoteliais da veia pulmonar e em mondcitos (Fig. 37b).

No caso 2, foi notada a deteccdo em macréfagos alveolares (Fig. 37c).

Assim como no caso 3, porém em éareas focais dos capilares alveolares (Fig.

37d).

Figura 37 - Deteccdo de VEGF-R2 no parénquima pulmonar de casos fatais de DENV em crianga.
— a) Tecido pulmonar controle de crianga; b) Caso 1; ¢) Caso 2 ; d) Caso 3; M@ — Macrofago; A -
Alvéolo; Mo — Mondcitos; En — Endotélio ; VP —Veia pulmonar.
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5.8.10 — Deteccdo de VCAM-1 em tecido pulmonar de casos fatais de dengue
em criangas.

No tecido pulmonar controle ndo foi observado marcagéo positiva para VCAM-
1 (Fig.38a).

Ja no caso 1, foi detectada marcacgéao positiva para VCAM-1 em macroéfagos e
monacitos circulantes e nas células endoteliais da veia pulmonar (Fig.38b).

No caso 2, também foi notada uma marcacao significativa de VCAM-1 nos
macroéfagos alveolares disseminados pelo parénquima pulmonar (Fig. 38c).

Enquanto que no caso 3, foi mostrada uma intensa marcagao de VCAM-1 em
mondacitos no interior da veia pulmonar (Fig.38d).
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Figura 38 - Deteccao de VCAM-1 no parénquima pulmonar de casos fatais de DENV em crianca.

—a) Tecido pulmonar controle de crianga; b) Caso 1; ¢) Caso 2 ; d) Caso 3;; M@ — Macrofago; Mo
— Mondcitos; En — Endotélio ; VP —Veia pulmonar.
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5.8.11 - Deteccao de MMP9 em tecido pulmonar de casos fatais de DENV em
criangas.

O tecido pulmonar controle ndo apresentou marcagéo para MMP9 (Fig. 39a).

No caso 1 foi visto a detec¢cdo de MMP9 no interior de monécitos e
macroéfagos alveolares (Fig. 39b).

Ja no caso 2, foi observado a deteccdo para MMP9 em septos alveolares
espessados, no interior dos pneumadcitos tipo Il e em macrofagos alveolares (Fig.
39c).

Ja no caso 3, foi visto a expressdo de MMP9 em macrofagos e nos septos
alveolares (Fig. 39d).

Figura 39 - Deteccdo de MMP9 em parénquima pulmonar de casos fatais de DENV em criancas.
a) Tecido pulmonar controle de uma crianga; b) Caso 1; c) caso 2 e d) Caso 3; M@ — Macrofago; A
— Alvéolos; Mo — Mondcito; SA — Septo alveolar; Pnll — Pneumdcito tipo 11
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5.9 — Avaliacdo histopatolégica do tecido da lingua em casos fatais de
criangas com DENV

5.9.1 — Coloracao de Hematoxilina e Eosina (H.E.)
Foram observadas &reas difusas de hemorragia na mucosa e areas de infiltrado
mononuclear (Fig. 40a) em areas de hiperplasia do tecido linféide (Fig. 40b).

Figura 40 - Corte histol6gico de tecido da lingua de casos fatais de DENV em crianca corado com
Hematoxilina e eosina. — a e b) Caso 1. Ep — Epitélio; He —Hemorragia; Mn — Infiltrado
mononuclear; TLH — Tecido linf6ide hiperplasico.

5.10 — Imunohistoquimica da lingua
5.10.1 — Deteccao do antigeno da proteina NS3 em tecido da lingua

A deteccédo do antigeno da proteina NS3 foi observado eminfiltrado inflamatério
mononuclear abaixo do feixe de camada muscular (Fig. 41a) e em macrofagos em
area de hemorragia (Fig. 41b).
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Figura 41 - Deteccao do antigeno NS3 em tecido de lingua de um caso fatal de DENV em crianca.
a/b) Caso 2; Ep - Epitélio; CM - camada muscular; M@ — Macréfago; Mn — Infilrado
mononuclear.
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5.11 - Avaliacdo histopatoldgica do tecido da traquéia em casos fatais de
criangas com DENV
5.11.1 — Coloragao Hematoxilina e eosina (H.E.)

Foi observado no caso 1 um acumulo de células inflamatérias mononuclear,
indicando um processo infeccioso intenso (traqueite). Foi possivel também
observar areas de hemorragia na luz do 6rgao (Fig. 42a). Foi visto também, um
aumento de infiltrado linfocitario em &reas de tecidos linfoides e uma é&rea de
metaplasia escamosa (Fig. 42b)

Hematoxilina e Eosina. IM - Infiltrado mononuclear; He - Hemorragia; MT - Metaplasia
escamosa.

5.12 — Imunohistoquimica da traquéia
5.12.1 — Deteccéao do antigeno da proteina NS3 em tecido da traquéia de um
caso fatal de dengue em crianca.

Foi detectada a presenca do antigeno da proteina NS3 em células endotelias
tumefeitas de vasos na regido da lamina prépria (Fig. 43a) e em mondcitos no
interior dos vasos do caso 3 (Fig. 43b).
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Figura 43 - Deteccdo de NS3 em tecido da traquéia de um caso fatal de DENV em crianca — a/b)
Caso 3; LP. — Lamina Propria ; CE. — Células endoteliais; Mo — Mondcitos; M@ —Macrofago..
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6 — Discusséao

Nos estudos que envolvem os casos humanos de dengue, cada vez mais vem
se observando o comprometimento de diversos 6rgdos durante o curso da doencga,
principalmente nos casos fatais (Bhamarapravati et al, 1967, Nogueira et al, 2002;
Siqueira et al., 2005;Ling et al, 2007; Gupta et al, 2009; Sudaram et al, 2010; Miranda
etal, 2013, Povoa et al., 2014, 2016; Nunes et al., 2016; Stanaway et al., 2016; Oliveira
et al., 2017). Porém poucos estudos tem como alvo as criangas, que recentemente
tém apresentado uma alta taxa de conversdo de dengue classica em dengue grave.
Por isso este estudo foi focado nessa faixa etaria.

Com relacdo aos sintomas apresentados podemos concluir que a febre é o
principal sintoma do dengue, que se manifesta da forma aguda e intensa em todos 0s
casos suspeitos de dengue. Seguido de dores corporais, que também foram
observadas nos trés casos e em estudos anteriores, sendo presente em 57% dos
casos de dengue em criancas. Dor abdominal também é outro sintoma bastante
significativo, pois ocorre em 47% dos casos de dengue infantil, e pode estar associado
a hepatomegalia, comum em 70% dos casos de dengue em criangas. Os trés casos
apresentaram vomito, comum em 40% dos casos. Epsodios de sangramento podem
indicar um mal progndstico para a dengue, uma vez que manifestacbes como
epistaxe, sangramento gengival, sagramento gastrointestinal sdo mais comuns em
casos graves (Jagadishkumar et al., 2012).

Altas taxas de extravasamento plasmatico e choque sdo mais comuns e mais
graves em criangas, se comparados com os grupos de maior idade (Verhagen et al.,
2014).

Baseado nas informacdes disponibilizadas pelo Hospital Municipal Jesus,
observamos que o caso 1 ndo apresentava leucopenia, diferentemente dos outros
dois casos. Porém o caso 1 apresentou uma bacteremia que evoluiu para septicemia,
gue foi diagnosticada através de uma hemocultura positiva para Pseudomonas spp.
Neste caso, a presenca desta bacteria pode ter alterado os valores de leucocitos, que
no 5° dia se apresentava elevado e continuou elevando-se até o 6bito do paciente.
Estudos anteriores concluiram que a leucocitose pode estar associada ao
agravamento da doenca, devido a ocorréncia de uma hemoconcentracdo decorrente
de uma desidratacdo (Martinez-Torres et al., 2008; Azeredo et al., 2010). Porém, a
leucopenia pode ocorrer independente da gravidade da doenca (Ferreira et al., 2015)

A plaquetopenia estava presente nos trés casos de dengue em criancas do
estudo. Desde o primeiro dia de internacdo os niveis de plaguetas estavam abaixo do
valor minimo esperado. Todos os trés casos do estudo apresentaram, em pelo menos
um exame, um nivel de plaquetas inferior a 20 mil/mm3, valor considerado critico, pois
as chances de hemorragias se tornam maiores. Estudos anteriores observaram que
guase 80% dos pacientes com dengue apresentaram plaquetopenia (Ayyub et al.,
2006). E em outro estudo realizado somente com criancas, a contagem de plaquetas
foi inferior a 20mil/mm3em 6,3%, entre 21mil e 50mil em 35,9% e entre 50mil a 100mil
em 41,5%. Observararm também que 0s eventos hemorragicos ocorreram em todos
o niveis de plaquetopenia (Ramabhatta et al., 2017), porém acredita-se que uma baixa
contagem de plaquetas pode ser indicativo de dengue grave (Ferreira et al., 2015)

Ainda com base nos exames realizados no Hospital Municipal Jesus, durante a
internacdo dos pacientes, podemos concluir que as dosagens das transaminases
hepaticas ALT e AST estavam bastante elevadas em todos os trés casos de dengue
em criancas estudados. No caso 3, a ALT chegou ao valor de 385 U/L, o que
correponde a um aumento de 12 vezes do lilmite maximo, e a AST chegou a 2117
U/L, que correponde ao um aumento de 68 vezes o limite maximo. Corroborando com
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achados anteroriores, no qual a maioria dos pacientes com dengue grave
apresentaram teste de funcéo hepatica anormal, que também observou que houve um
aumento maior da enzima AST em decorréncia ao choque por dengue (Mohan et al.,
2000; Jagadishkumar et al., 2012; PGvoa et al., 2016).

Podemos observar através da histopatologia que o figado apresentou
degeneracdo nuclear e gordurosa em hepatdcitos na forma de microesteatose e
macroesteatose, tumefacdo hepatocitaria, desorganizacdo da triade portal, pela
presenca de infiltrado inflamatorio, além de hemorragia, edema e congestéo vascular.

Foram realizadas também as coloracdo de tricromio de Masson e Picrosirius,
para a visualizacdo das fibras colagenas, que nos permitiu observar uma intensa
aglomeracao e desorganizacao das fibras colagenas, caracetrizando uma fibrose, na
regido periportal. Através da coloracdo do Acido reativo de Schiff (P.A.S.) podemos
observar um aumento na concentracdo de glicoproteinas, indicando a presenca de
glicogénio, necessario para a atividade celular. Normalmente essa alta concentragao
se da em lugares onde existe um alto consumo de glicose, devido a alta taxa
metabolica (Shafiei et al., 2014) No estudo dos nossos casos de dengue em criangas,
foram observadas altas concentracbes das glicoproteinas em areas associadas a
infiltrados mononucleares. Onde podemos concluir que estas células estdo em intensa
atividade fagocitica.

Com essas imagens, foi possivel realizar uma analise semiquantitativa dos
danos provocados pelo DENV ao tecido hepatico. Os danos foram representados por:
presenca de fibras colagenas, degeneracao gordurosa com caracterizacao de areas
de macroesteatose e microesteatose, grau de degeneracdo nuclear e necrose de
hepatocitos, além do caracterizacao das areas de alteracGes vasculares: hemorragia,
edema e congestao vascular.

Com isso concluimos que em todos os trés casos de dengue em criangas foram
encontradas elevadas concentracdes de fibras colagenas, principalmente o redor dos
grandes vasos (veia centro lobular e veia portal). Em um tecido néo infectado podemos
observar taxas normais dessas proteinas, uma vez que desempenham importante
papel na homeostase do organismo, mantendo a integridade vascular. Um acumulo
exagerado dessas proteina indicam um processo inflamatorio ou infeccioso. E quando
situados em musculatura lisa afetam os movimentos de drenagem, favorecendo o
acumulo de fluido, promovendo o edema (Lin et al., 2019).

Concluimos também que todos os trés casos apresentavam degeneracao
gordurosa, sendo este um achado bastante comum nos casos de dengue (Povoa et
al., 2016; Sakinah et al., 2017; Win et al., 2019). O acumulo de gordura indica um
funcionamento anormal do hepatécito, que pode levar ao acumulo excessivo de
triglicerideos em seu interior devido a reducéo, nesta célula, da oxidacdo dos acidos
graxos. As areas de micro e macroesteatose estavam mais evidente nas areas
proximas a veia centrolobular, pois estas ficam distante do ducto do biliar,
diferentemente dos achados de outro estudo recente onde a presenca de macro e
microesteatose se aproximava mais da area periportal (Win et al., 2019). Com esses
dados e baseado na literatura podemos concluir que a esteatose, caracterizada pelo
acumulo de grandes vacuolos de gordura, é mais proeminentes na regiao
centrolobular, porém em casos mais graves pode envolver todo o I6bulo.

Todos os trés casos também apresentavam niveis variados de degeneracéo
nuclear e necrose. A degeneracdo nuclear foi mais significativa, em cada um dos
casos, nas areas proximas ao espago porta, provavelmente por esta area ser a
primeira area a receber o sangue vindo do organismo e por iSSoO mais rico em
nutrientes e oxigénio. Além disso, em uma infec¢do, o sangue também chega mais
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rico em citocinas e mediadores inflamatdrios, que em excesso podem causar danos
celulares. Estudo recente demonstrou que o tecido hepatico de criangas infectadas
com o DENV apresentava elevado grau de necrose hepatocitaria, esteatose,
hiperplasia de células de kupffer e hemofagocitose (Win et al., 2019), corroborando
com os achados anteriores do nosso grupo (P6voa et al., 2016).

Comrelacéo as alteracdes vasculares observadas no figado, podemos concluir
gue o caso 1 apresentou graus de hemorragia significativamente maiores quando
comparado ao grupo controle e também com relagdo aos demais casos. Muito
provavelmente devido a alteracdes causadas pela co-infeccéo por Pseudomonas spp.
Outro motivo que pode explicar essa alteracdo mais intensa no caso 1 é pelo fato
deste paciente ter tido uma sobrevida (14 dias) maior que os demais pacientes (2
dias). Porém o0s casos 2 e caso 3 também apresentaram elevadas areas de
hemorragia, se comparados ao grupo controle.

A hemorragia foi maior no caso 1, provavelmente devido ao quadro de
coinfeccdo, que gerou uma migracdo maior de células T CD4+ e T CD8+, e
consequentemente um aumento de citocinas e mediadores inflamatorios (TNF-aq,
VEGF-R2, RANTES, VCAM-1 e MMP9). Esse aumento pode favorecer o
extravasamento de plasma e alteracao de permeabilidade vascular. O caso 2 e o0 caso
3 também apresentavam aumento de células inflamatérias e de citocinas e
mediadores inflamatdrios, porém em menor concentracao, o que pode ter gerado altos
niveis de congestdo vascular no tecido. Outra alteragcdo vascular significativa
observada nos casos de dengue foram as areas de edema. As areas onde esses
niveis foram maiores inclui grandes vasos sanguineos (veia centro lobular do caso 1
e espaco portal do caso 3) o que nos leva a concluir que esse edema pode ser
decorrente do extravasamento de plasma oriundo desses vasos sanguineos.

Analisando as células inflamatorias, observamos que os trés casos apresentam
concentracfes similares de T CD4+ e de T CD8+. Porém, uma alta concentracéo
destas células foi encontrada, principalmente, ao redor da regido periportal, mesma
area onde foi encontrada também uma maior concentracdo de degeneracao nuclear
e necrose, mostrando que, possivelmente, ambos 0s processos possam estar
interligados. Isso porque, essas células tem um fator protetivo durante uma infec¢cao
por dengue, onde o linfécito T CD8+ atua diretamente sobre a proteina NS3, o
capsideo viral, NS5 e NS4a/b, enquanto que as células T CD4+ tem como alvo as
proteinas do capsideo, envelope, NS3, NS2a/b e NS5 (Tian et al., 2019). Porém, em
altas concentracdes, essas células podem levar a uma alta toxicidade, provocando
morte celular, devido a excessiva producéo de citocinas.

Foi observado também, um aumento na populacdo de linfécitos T (CD8+ e
CD4+), bem como de macréfagos (CD68+), no interior dos capilares sinusoidais, nas
proximidades do espaco porta e em algumas areas do parénquima hepatico. Em
estudo anterior, que analisou a relacéo dos linfécitos T CD8+ na Hepatite C, observou
gue os linfécitos T CD8+, concentrados em sua maioria ao redor do espaco porta,
atuam como citotdéxicos e produtores de citocinas e que estariam diretamente
relacionados com a intensidade das lesbes hepaticas. Observaram também que o
aumento de T CD8+ esté estatisticamente ligados ao aumento das enzimas hepaticas
AST (Viso et al., 2007).

No tecido hepético, foi possivel detectar a presenca do antigeno viral NS3 no
interior dos hepatdcitos, nas células de Kupffer, em macréfagos e nas células
endoteliais dos principais vasos que irrigam o figado, corroborando com os resultados
descritos anteriormente (Pdvoa et al. 2014, Win et al., 2019). Esses achados nos
permitem afirmar que o virus tem tropismo por estas células, possuindo a capacidade
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de infectar as células e de se replicar no seu citoplasma, promovendo a lise da célula
e liberacdo de novos virus, que irdo infectar células vizinhas.

Como dito anteriormente, houve uma expresséao significativa da citocina pro-
inflamatéria TNF-a. Essa citocina foi detectada no interior dos macréfagos dos trés
casos estudados, e que, muito provavelmente, induziu uma resposta inflamatéria
exacerbada causando uma migracao excessiva de linfécitos para o sitio da infeccéo.
Niveis elevados de TNF-a foram encontrados em pacientes diagnosticados com
dengue grave (Butthep et al. 2012). TNF-a também estava elevada no plasma de
pacientes criangas gque foram hospitalizadas com dengue (Ferreira et al., 2015). Sabe-
se gue TNF-q, facilita o transporte de macromoléculas através do endotélio (Henry e
Duling, 2000) e ativacdo de varios componentes celulares endoteliais gerando uma
disfuncao endotelial (Dewi et al., 2004; Gunther et al., 2011), além de induzir a
apoptose das células endoteliais (Chau et al., 2004).

Essas altas concentracdes de TNF-a e células inflamatoérias induziram um
aumento na expressdo de alguns mediadores inflamatérios, bem como RANTES,
VEGF-R2, VCAM-1 e MMP9, que, por sua vez, atrairam mais células inflamatdérias e
citocinas, aumentando a intensidade da resposta inflamatéria. Essa resposta
inflamatoria descontrolada €, possivelmente, responsavel pelo agravamento do
guadro da infeccéo.

Sabe-se que, VEGF é uma potente citocina facilitadora da permeabilidade e
gue tem um papel na mediacédo do extravasamento plasmatico nos casos de dengue
com sinais de alerta e nos casos graves. Em estudos anteriores, que utilizaram o
plasma de paciente com dengue grave, foi observado uma menor concentracéo de
VEGF e de seu receptor soluvel sVEGF-R2 (Seet et al., 2009; Kalita et al., 2015).
Porém acredita-se que esta citocina esteja diminuida no plasma, porém elevada nos
tecidos (Srikiatkhachorn et al., 2007).

A presenca de RANTES, VCAM-1 e MMP9 na circulacdo € regulada
positivamente pela presenca de TNF-a (Masuda et al., 2002) e que, conforme ocorre
0 agravamento do quadro clinico do dengue, os niveis de VCAM-1 aumentam
gradativamente, durante a fase aguda da doenca (Koraka et al., 2004). Esses
mediadores irdo ativar as células endoteliais, permitindo uma maior permeabilidade
vascular. Estes dados corroboram com 0s nossos resultados encontrados, onde
observamos um aumento na expressao de RANTES, VCAM-1 e MMP9 nas células
endoteliais .

Outro fator indicador da degradacéao endotelial € 0 aumento na expressao de
MMP9, que quando elevada, se direciona até aos componentes da matriz extracelular,
degradando-a e favorecendo a migracdo de leucdcitos para o local da infeccdo. Em
um estudo anterior, foram observados elevados niveis de MMP9 em casos de dengue
grave. Sao produzidas por células infectadas com DENV, tendo um papel fundamental
na inducdo da permealbilidade de uma monocamada de células endoteliais e no
extravasamento plasmatico in vitro (Kubelka et al.,2010).

Com relagcdo aos achados do pulmdo, observamos que, as areas de
hemorragia, edema, espessamento de septo e a formag¢do da membrana hialina séo
caracteristicas de choque por dengue. Estudos anteriores realizados em nosso
laboratorio tiveram resultados similares (Pévoa et al., 2014, 2016, Rodrigues et al.,
2014). Além disso, neste presente estudo observamos hiperplasia de macrofagos
alveolares e areas com infiltrado mononuclear. Esse aumento na celularidade, a
presenca de infiltrado mononuclear e a hiperplasia de macrofagos alveolares, ja foram
reportadas anteriormente em pacientes adultos como complicagbes decorrente de
uma infecc@o por DENV (Rodrigues et al., 2014; Povoa et al., 2014, 2016).
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Com a coloragdo Tricromio de Masson e Picrosirius, para detec¢cdo de fibras
coldgenas, podemos observar um aumento na expressdo dessas fibras,
principalmente, ao redor da veia pulmonar. Além de observarmos um aumento na
expressdo dessas fibras também disseminadas pelo parénquima, de alguns casos,
coincidindo com os septos alveolares e alguns brénquios. Estudo anteriores também
observaram um aumento na expressao das fibras coldgenas na regido dos septos
alveolares, e estas estariam promovendo o espessamento do septo (Oliveira et al.,
2019).

Com a coloracdo Acido Reativo de Schiff podemos observar uma marcacéo
positiva, indicando alta concentracdo de carboidratos (glicoproteinas), que sao
normalmente encontrado s nos tecidos conectivos, muco e membrana basal. Essa
marcacao estava mais evidente nos septos alveolares, 0 que indica a presenca de
membrana hialina. Achados anteriores também j&4 observaram altas concentracdes de
membrana hialina em pacientes com dengue grave sugerindo o choque por DENV
(Pévoa et al., 2014, 2016; Oliveira et al., 2017).

Através da imunohistoquimica foi possivel identificar uma maior presenca de
células inflamatorias, (linfocitos T CD8+ e macrofagos CD68+). Principalmente nas
regides de espessamento de septo, difusas pelo parénquima e ao redor da veia
pulmonar. Sabe-se que a presenca aumentada de linfocitos T CD8+ no pulméo esta
associada a quadro de Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC), pois se acredita
gue os linfécitos T CD8+ gere modificagcdes nas fibras elastica e na musculatura dos
brénquios. Os brénquiolos podem ficar obstruidos por uma fibrose e por infiltrado de
macrofagos (CD68+) e linfécitos T CD8+. Nao se sabe exatamente como os linfocitos
T CD8+ e 0s macrofagos provocam essas alteracdes, mas acredita-se que participem
da apoptose e destruicdo das células epiteliais da parede alveolar, liberando TNF-a,
perforinas e granzimas, além de estimularem a producao de fibras colagenas (Rufino,
2013).

Podemos observar também, que houve marcacao positiva para o antigeno viral
da proteina NS3 no interior dos pneumacitos tipo I, nos macrofagos alveolares e no
interior dos capilares alveolares. Demonstrando, dessa forma, que o DENV foi capaz
de penetrar nessas células e de se replicar em seu interior. Resutados similares foram
encontrados por pesquisadores do nosso grupo, em estudos anteriores, com o pulmao
de pacientes adultos, onde a marcacao de NS3 foi positiva no interior dos macréfago
alveolares, nos pneumdcitos tipo Il e nas células endoteliais (Povoa et al., 2014).

Observamos a marcacao positiva para TNF-a nas células endoteliais da veia
pulmonar, nos mondcitos e macréfagos alveolares. Além disso, uma marcacao
significativa em um infiltrado mononuclear peribronquiolar. Sabe-se que o TNF-a é
uma citocina envolvida em varias disfuncdes de carater inflamatério e fibrético,
desempenhando papel importante no comprometimento da funcdo pulmonar. Tanto
gue terapias anti-TNF-a tem surtido bons efeitos no controle da resposta inflamtéria
pulmonar crénica (Clambarella, 2009)

Assim como encontrado no figado, houve um aumento na expressao dos
mediadores inflamatorios: RANTES, VEGF-R2 e VCAM-1. Em nosso estudo,
observamos uma expressdo maior de RANTES no interior de macréfagos e células
endoteliais da veia pulmonar e dos capilares pulmonares. RANTES tem sido descrito
como um dos responsaveis pelo recrutamento de linfocitos T e monécitos sanguineos,
0 que gera um aumento de macréfagos alveolares e linfocitos T CD8+ no parénquima
pulmonar levando ao quadro de DPOC (Costa et al.,, 2009). Ja o VEGFR2 foi
detectado nas células endoteliais da veia pulmonar e capilares alveolares e em
mondcitos e macréfagos alveolares. Quando ligado ao VEGF, promove a divisao,
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proliferacdo e migracdo das células endoteliais, aumentando a permeabilidade
vascular e, consequentemente, o estravasamento plasmatico (Ding et al., 2014,
Nunes, et al., 2019).

Foram observados aumentos na expressdes de VCAM1 em macrofagos e
monacitos circulantes e nas células endoteliais da veia pulmonar. Esta citocina
promove a adesdo de linfécitos, mondcitos, eosindfilos e basoéfilos ao endotélio
vascular. Estudos verificaram altas concentragcdes de VCAM1 em fibroblastos,
sintetizadores de coldgeno (Unemoto et al., 2003), o que pode favorecer a formacao
da membrana hialina.

Ainda analisamos, histologicamente, a lingua, na qual observamos éareas
extensas de hemorragias, com hiperplasia de tecido linféide e intenso infiltrado
inflamatdrio mononuclear. Também identificamos o antigeno da proteina viral NS3 no
interior de macrofagos situados imediatamente abaixo da camada muscular.
Demonstrando que o DENV foi capaz de alcancar a regido da lingua e de se replicar
no interior do tecido lingual. Essa replicacdo gerou lesdes bolhosas, com contetdo
hemorragico em seu interior, na superficie da lingua. Alguns estudos ja relacionaram
alteracoes na lingua com infec¢cdes por DENV, nos quais observaram sangramento
agudo na gengiva e palato aléem de placas eritematosas e vesiculas na lingua e palato.
O sangramento na lingua pode causar dificuldade respiratoria devido obstrucao fisica,
gue pode variar desde sangramentos exporadicos a um sangramento profuso
(Pedrosa et al.,2017). No entanto, o achado de hiperplasia de tecido linfoide é relatado
por nossa equipe pela primeira vez.

E por fim, as andlises histopatoldgicas da traguéia demonstraram um acumulo
de células mononucleares, indicando uma traqueite, com focos de hemorragia na luz
do 6rgao, um aumento de infiltrado linfocitario em areas de tecido linféide e uma area
de metaplasia escamosa. Além disso, observamos a presenca do antigeno da
proteina viral NS3 em células endoteliais que se apresentavam tumefeitas na parede
de vasos proximos a regido da lamina prépria e nos mondcitos, no interior desses
vasos. Demosntrando assim, que o virus foi capaz de alcancar esse tecido e de se
replicar no interior dessas células, promovendo as alteracfes descritas. E que, as
alteracoes descritas, como hemorragia, podem ser resultado da atracao de citocinas
e células inflamatorias para o local da lesdo, promovendo uma resposta imune
exagerada.

Este estudo é um dos poucos focados na imunopatogénese do dengue em
criancas. O mais preocupante é que os casos de dengue em criancas tendem a evoluir
para casos de dengue grave. Nado se sabe ao certo porqué as criancas sao mais
suscetiveis ao dengue grave. Acreditamos que seja, talvez, por uma imaturidade do
sistema imune e por uma incapacidade de combater o DENV, sem que os efeitos
colaterais das citocinas e mediadores inflamatorios sejam mais danosos que a doenca
em si. Com este estudo, esclarecemos um pouco mais a imunopatogénese da doenca,
avaliando quais os possiveis biomarcadores de uma dengue grave, a fim de, na fase
incial da doenca, identifica-los e estabelecer o melhor protocolo para tratamento.
Leucécitos ndo sdo bons marcadores, uma vez que podem estar elevados ou
diminuidos, e podem ter seus valores alterados se paciente apresentar uma co-
infeccdo. Porém, a plaquetopenia € um bom indicador de que aquele paciente pode
apresentar manifestacbes hemorragicas. Outro fator € a presenca aumentada de
células T CD4+, T CD8+ e macrofagos CD68+, que indicam uma resposta inflamatoria
exagerada, que pode culminar com a sindrome do choque do dengue através do
desencademento de citocinas e mediadores inflamatérios. A investigacdo das
principais células e mediadores inflamatorios envolvidos na patogénese do dengue
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contribui para o esclarecimento dos principais mecanismos envolvidos durante uma

infegdo. Dessa forma, poderemos modular a resposta imune, evitando os efeitos

deletérios de sua ativagdo e assim, evitar a evolugdo para dengue grave e 6bitos.
Resumindo, no figado:
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>

Conclusbes

Com base em todos os resultados encontrados neste estudo e com o
conhecimento prévio sobre a infeccdo por dengue nos tecidos, podemos observar
gue o virus do denguefoi capaz de causar danos graves e permanentes em todos
os 6rgaos analisados neste estudo, comprometendo seu funcionamento.

Todos o0s casos estudados apresentaram alteracdes hematoldgicas, sendo
detectado uma baixa contagem de plaquetas e um aumento nas enzimas
hepéaticas ALT e AST, demonstrando que manifestacbes hemorragicas e
disfuncao hepética sdo sinais de uma possivel evolucao para dengue grave.

Foram verificadas alteracBes histopatologicas no figado (hemorragia, edema,
congestao vascular, macro e microesteatose, infiltrado inflamatério) e no pulmao
(espessamento de septo, formacdo de membrana hialina, hemorragia e edema).
Além disso podemos observar aumento na concentragcao de fibras colagenas em
ambos érgaos.

Evidenciamos a presenca do antigeno da proteina viral NS3 no interior das
principais células constituintes de cada 0rgdo e em macrofagos circulantes,
confirmando que a replicacdo do DENV pode ocorrer nos macrofagos,
hepatocitos, pneumacitos do tipo Il e células endoteliais. As citocinas também
estavam presentes no endotélio dos principais vasos que irrigam esses tecidos.

O aumento na expressao das células inflamatérias (T CD4+, T CD8+ e CD68+)
estaria desencadeando um aumento na expressao de citocinas e mediadores
vasculares (TNF-a, RANTES, VEGF-R2, VCAM-1 e MMP9) que irdo ativar mais
células inflamatorias, levando ao quadro de choque hipovolémico, caracteristico
do dengue grave.

As citocinas e mediadores vasculares propostos estavam sendo produzidos, de
fato, pelas células infectadas. Além de estarem associadas as areas de leséo,
indicando que a patologia estava sendo consequéncia de uma resposta
imunologica exacerbada do hospedeiro.

A disfuncdo endotelial ndo € unicamente provocada pelo virus do dengue. Mas
também pela producéo de fatores vasoativos por macréfagos e células dendriticas
gue afetam o funcionamento das células endoteliais controbuindo para o
extravasamento plasmatico e celular.

Os linfécitos T, os macrofagos e as células endoteliais de uma maneira geral
foram as células predominantes na replicacdo e na produgdo das citocinas e
mediadores.

Deste modo, as plaquetas, as células inflamatérias e as citocinas e mediadores

vasculares (TNFa, RANTES, VEGF-R2, VCAM-1 e MMP9) sdo qualificados como
provaveis biomarcadores plasmaticos ou teciduais para dengue grave.
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8 — Perspectivas

Devido o cronograma apertado e algumas dificuldades em conseguir alguns
reagentes, algumas investigacdes ainda nao foram realizadas. Pretendemos dar
continuidade ao estudo, realizando a imunohistoquimica para MCP1, IL-10, IP10,
TGF-B, perforina, IFN-gama, HMGB1, CD4+, MMP2, dentre outras, que julgamos
igualmente importantes para a compreenséo da imunopatogénese do dengue. Além
disso, pretendemos avaliar a agdo concomitante de algumas citocinas e mediadores,
gue acreditamos agirem em sincronia, como por exemplo NS3 e VCAM-1 ou NS3 e
VEGF-R2 a fim de observarmos se ha de fato um efeito sinérgico entre elas.
Pretendemos quantificar as fibras de colageno no figado e no pulméo, através da
coloracéo de picrosirius e utilizando um software que calcula a porcentagem deste
aumento. Almejamos realizar, nos tecidos da lingua e da traquéia, as mesmas
imunohistoquimicas realizadas no figado e pulméo. Além de incluir as citocinas e
mediadores que nao foram realizados ainda no figado e no pulméo, que foram citados
acima.
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