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RESUMO

A dengue ¢ uma doenga viral que vem se expandido mundialmente de forma preocupante nas
ultimas décadas. No Brasil, a dengue ¢ endémica com picos epidémicos. Devido a existéncia
de algumas lacunas na compreensdo de sua patogé€nese, especialmente em casos graves que
levam a morte, a dengue continua sendo uma ameaca significativa a satide nas regioes atingidas.
Estudos in vivo de casos fatais humanos podem contribuir de forma significativa para
elucidagdo das células envolvidas na replicacdo do DENYV, contribuindo para a trombocitopenia
associada a gravidade da dengue. Objetivou-se identificar e quantificar os megacariocitos
pulmonares, avaliar correlacdo entre dados clinicos e anatomopatologicos com plaquetas, e
identificar a presenga de NS3 em megacaridcitos pulmonares em casos de dengue grave e fatal.
Reazilizou-se um estudo observacional retrospectivo post-mortem, onde foram analisados
blocos de parafina de tecido pulmonar de 34 casos de dengue fatal ocorridos no Ceara e que
sofreram autopsia no Servico de Verificagio de Obito (SVO) entre 2011 ¢ 2013 com diagndstico
clinico e laboratorial de dengue devidamente notificados ao Nucleo de Vigilancia
Epidemiologica da Secretaria de Satde do estado do Ceard. Os tecidos pulmonares foram
preparados para identificagdo dos megacaridcitos na coloracdo HE, estudo imunohistoquimico
com anticorpos monoclonais anti-CD61 para confirmagdo da identificacdo e quantificagdo dos
megacaridcitos pulmonares, ¢ demonstracdo da presenga indireta da replicacdo viral nos
megacariocitos com anticorpos monoclonais anti-NS3. Foram capturadas imagens na
magnificagao de 400x do parénquima pulmonar marcadas com anticorpo anti-CD61 e anti-NS3.
Encontrou-se uma média maior de megacaridcitos pulmonares em pacientes com dengue do
que no grupo controle apresentando diferenca estatisticamente significante (5,32 +2,69 vs. 2,61
+ 1,97 respectivamente p < 0,001). A maioria dos pacientes apresentou sinais de alerta para
sangramento (55,88%) e sinais de hemorragia nas autdpsias (91,18%). Com relacdo aos eventos
tromboticos, ocorreram em 35,29% dos casos fatais de dengue e 58,33% dos eventos
tromboticos foram pulmonares. Os resultados também revelaram que 38,24% dos pacientes
com dengue apresentavam megacariocitos pulmonares marcados contra NS3 confirmando a
presenca de replicagdo do DENV nessas células. Em suma, demonstrou-se um aumento dos
megacaridcitos pulmonares, e a expressao, in vivo, de NS3 em megacaridcitos pulmonares de
pacientes com dengue grave, indicando que o DENV pode infectar essas células
comprometendo a producdo de plaquetas contribuindo, portanto, para um prognostico
desfavoravel.

Palavras-chave: Dengue grave; Megacariocitos; Pulmao; Imuno-Histoquimica; Arbovirose;



ABSTRACT

Dengue is a viral Dengue is a viral disease that has been worryingly expanding worldwide for
decades. In Brazil, dengue is endemic with epidemic peaks. There are some gaps in the
understanding of dengue pathogenesis, especially in severe cases leading to death, it continues
to be a significant health threat in the affected regions. /n vivo studies of human dengue fatal
cases can significantly contribute to identifying involved cells in DENV replication, which
contributes to thrombocytopenia associated with the severity of dengue. The objective was to
identify and quantify lung megakaryocytes, evaluate the correlation between clinical and
anatomopathological data with platelets, and identify the presence of NS3 in lung
megakaryocytes in cases of severe and fatal dengue fever. A retrospective postmortem
observational study was carried out using paraffin blocks of lung tissue from 34 dengue fatal
cases occurred in Ceara. All underwent autopsy at the Death Verification Service (SVO)
between 2011 and 2013, and all had clinical and laboratory diagnosis of dengue and were duly
notified to the Epidemiological Surveillance Center of the Ceard Department of Health. The
lung tissues were prepared for identification of megakaryocytes by HE stain,
immunohistochemistry with anti-CD61 monoclonal antibodies to confirm the identification and
quantification of lung megakaryocytes, and demonstration of the indirect presence of viral
replication in megakaryocytes with anti-NS3. Lung parenchymal images were captured at 400x
magnification, marked with anti-CD61 and anti-NS3 antibodies. A higher average of lung
megakaryocytes was found in dengue patients than the control group, presenting a statistically
significant difference (5.32 + 2.69 vs. 2.61 + 1.97 respectively, p < 0.001). The majority of
patients showed bleeding warning signs (55.88%) and hemorrhage signs at autopsies (91.18%).
Regarding thrombotic events, they occurred in 35.29% of fatal dengue cases and 58.33% of
thrombotic events were pulmonary. The results also revealed that 38.24% of dengue patients
had pulmonary megakaryocytes stained against NS3, confirming the presence of DENV
replication in these cells. In summary, it was demonstrated an increase in the number of lung
megakaryocytes and the in vivo NS3 expression in lung megakaryocytes from patients with
severe dengue fever, indicating that DENV can infect these cells, compromising platelet

production, therefore contributing to an unfavorable prognosis.

Keywords: Severe dengue; Megakaryocytes; Lungs; Immunohistochemistry; Arbovirus
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1. INTRODUCAO

Diante de inumeros desafios na satde publica, a dengue ¢ uma doenca infecciosa de
origem viral que desafia por décadas estudiosos mundialmente. Trata-se de uma doenca
transmitida por um mosquito, o Aedes aegypti (Figura 1) possui uma gama variada de
apresentacdes clinicas, que infelizmente nao possui tratamento especifico e pode, em alguns
casos evoluir para o desfecho mais ndo desejado: a morte!

Devido a essa imprevisibilidade de sua evolugdo, existe um esfor¢o de cientistas,
especialistas, autoridades e industria farmacéutica em desenvolver vacinas, medidas de controle
do vetor e sobretudo de entender a patogénese da dengue grave para que novos guidelines
clinicos sejam mais assertivos e efetivos pois € impossivel minimizar o problema e escamotear
os numeros alarmantes de boletins epidemioldgicos da dengue e de sua variante hemorragica.
Este ¢ um perigo real e que exige uma aten¢do muito cuidadosa e um olhar muito carinhoso

para este problema que aflige principalmente paises de zonas tropicais e subtropicais.

Figura 1 — Mosquito Aedes aegypti

Foto do acervo pessoal da autora cedida pelo amigo fotografo e bidlogo Vinicius de Souza

1.1 Epidemiologia

A dengue ¢ uma doenga viral que vem aumentando seu numero de casos de forma
alarmante nas ultimas décadas em todo o mundo, sendo 2019 o ano de maior nimero de registro
de casos até¢ o momento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2020). Este crescente aumento

de casos pode ser um indicio do continuo negligenciamento desta doenga mantendo-a como
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uma constante ameaga a saide publica mundial, especialmente em areas tropicais e subtropicais
(QL; ZHANG:; CHI, 2008; SANYAOLU, 2017). Nas Américas, ainda que tenha sido registrado
um aumento dos numeros de casos de dengue 2022, este nlimero ainda ndo superou 0os nimeros

de casos de 2019, como demonstrado na figura 2 abaixo (OPAS/OMS, 2023)

Figura 2 - Distribuicao dos casos de dengue, Chikungunya e Zika por ano de notificagcdo. Regido

das Américas, 2008-2023
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Fonte: Boletim de atualizacdo epidemioldgica da OPAS/OMS de junho 2023 (OPAS, 2023)

No século XVIII, curiosamente ha relatos de uma doenga febril com caracteristicas
muito similares ao que hoje denomina-se de dengue cujos primeiros surtos acometeram trés
continentes: Africa, Asia e América do Norte(FERREIRA, 2012; GUBLER; CLARK, 1995;
PACKARD, 2016; SANYAOLU, 2017) (Eerreira;, 2042:-Gubler;-Clark; 1995 Packard, 2016:
Sanyaehs; 2047. Ainda que, desde aquela época, ja existisse a ocorréncia de casos mais graves,
a dengue foi considerada uma doenca essencialmente benigna que acometia principalmente
aqueles que viajavam para as regioes tropicais.

Com a disseminagao da dengue apo6s a 2* guerra mundial, casos mais graves com
sintomas hemorragicos gradativamente foram emergindo nas regides das Américas e do oceano
Pacifico. Assim, a partir da década de 50, a dengue tornou-se um grande problema de satde
publica no continente americano, principalmente na regido central e sul, fazendo-a merecer uma
aten¢do especial da Organizacdo Pan-Americana de Satide (OPAS) que instituiu medidas de
prevenc¢ao para erradicagdo do Aedes aegypti (mosquito transmissor tanto da dengue quanto da

febre amarela nessas regides) (GUBLER; CLARK, 1995).-
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Mesmo com toda essa atengdo dispensada pela OPAS na erradicagdo do mosquito
A. aegypti, a dengue ainda ¢ uma das doengas virais mais impactantes transmitida por
mosquitos. Desde 1995 ela ja apresentava uma taxa de mortalidade de aproximadamente 5%
(GUBLER; CLARK, 1995). Talvez seja a doenga transmitida por mosquito de mais rapida taxa
de propagacdo; haja vista que até 1970 apenas 9 paises apresentavam epidemias com casos
graves de dengue e, atualmente, a dengue ¢ endémica em mais de 100 paises (FERREIRA,
2012; HOSANGADI, 2019; SANYAOLU, 2017). Por conseguinte, quase metade da populacao
mundial corre o risco de infecgdo, ja que, nos ultimos 50 anos, houve, aproximadamente, um
aumento de 30 vezes em sua incidéncia justificando a crescente preocupac¢do mundial com
relacdo a importancia dos impactos socioeconOmicos que esta doenca pode causar
(SANYAOLU, 2017).

Anualmente, estima-se que cerca de 400 milhdes de individuos sejam infectados
pelo virus da dengue (DENV) no mundo, 2 milhdes evoluam para forma mais grave e
aproximadamente 25 mil pessoas evoluam para o 6bito (BHATT ef al., 2013; DO CARMO et
al., 2020; FERREIRA, 2012; GUZMAN et al., 2016; HOSANGADI, 2019; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020; WORLD MOSQUITO PROGRAM, [s. d.]; ZENG et al., 2021). E,
para reforgar esta estimativa, os casos de dengue reportados para OMS desde o ano 2000, vém
sofrendo um aumento em torno de 8 vezes € o os Obitos 4 vezes mais do que nas ultimas 2
décadas (ZENG et al., 2021).

Entre as os anos de 2010 e 2019, o Brasil notificou aproximadamente 10 milhdes
de casos de dengue, representando mais da metade dos casos notificados em todo o continente
americano (DO CARMO et al., 2020). E, segundo a Fiocruz Minas, os anos com registro das
maiores epidemias de dengue no Brasil foram 1998, 2002, 2008, 2010 e¢ 2011 (FIOCRUZ
MINAS, [s. d.]). Ja 0 ano de 2016 foi caracterizado como um ano de grandes surtos de dengue
em todo o mundo, sendo o Brasil o responsavel por mais da metade dos casos registrados nas
Américas (CAMARA MUNICIPAL DE FORTALEZA, 2022; NACHER et al, 2020;
NASCIMENTO et al., 2021), seguido de dois anos de baixa incidéncia de casos (2017 e 2018),
sendo estes reportados como anos de menor incidéncia de dengue desde 2005, voltando a
aumentar de forma importante em 2019 (KE, 2018; LINDENBACH; RICE, 2003) Vale também
ressaltar que a epidemia de COVID de 2020 a 2022, pode ter afetado a transmissao e notificacado
dos casos de dengue durante esses anos (CODECO et al., 2022)

De acordo com o Boletim Epidemioldgico do Ministério da Saude de setembro de
2019, os casos de dengue no Brasil continuam crescendo e a regido Sudeste ¢ a que mostra o

maior aumento de casos mesmo com as medidas de combate ao Aedes aegypti. Além disso, as
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regides brasileiras do Nordeste (NE) e Sudeste (SE) sdo as que apresentam um maior registro
de casos graves e 6bitos por dengue (DE GOES CAVALCANTI et al., 2017; TEIXEIRA et al.,
2013).

Dentre os estados da regido nordeste, o Ceara ¢ o que registra anualmente o maior
numero de casos de dengue notificados (DE GOES CAVALCANTI et al., 2017; TEIXEIRA et
al., 2013), tendo este, registrado epidemias em 14 anos de uma série de 30 anos (entre 1986 ¢
2016), sendo que entre os anos de 2011 e 2016 ndo existiu nenhum ano livre de surtos
epidémicos. Além disso, desde o ano 2000 tem-se registrado nimeros crescentes de obitos por
dengue anualmente. Ou seja, o Ceard vive em um longo periodo de endemia com surtos
epidémicos da dengue como mostra na figura 4 (DE GOES CAVALCANTI et al., 2017; INFO
DENGUE CEARA, 2023; TEIXEIRA et al., 2013).

Durante o periodo da pandemia de COVID-19, no inicio do ano de 2021 foi
registrada uma queda de 66% de casos de dengue quando comparado com o mesmo periodo do
ano anterior (MONT’ALVERNE, 2021). Este fato deve-se a priorizacao dos atendimentos para
tratamento da COVID-19 e isto pode ter dado uma falsa impressdo de que houve uma
diminuic¢ao dos casos de dengue. Portanto, estes anos da pandemia de COVID-19 (2020 ¢ 2021)
foram atipicos e podem ndo representar a totalidade dos casos de dengue devido a uma
subnotificacdo causada pelo fechamento das unidades de saude e da restricdo do atendimento
para casos de COVID-19, além do medo da populacdo de procurar atendimento médico
(CAMARA MUNICIPAL DE FORTALEZA, 2022; NACHER et al., 2020; NASCIMENTO et
al.,2021)
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Figura 3 — Panorama epidemiologico da dengue no mundo
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Figura 4 - Situagdo epidemioldgica de casos de dengue no Ceara de 2010 a 2023
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Além disso, vale ressaltar que desde 2015 outros dois arbovirus, zika virus (ZIKV)
e chikungunya virus (CHIKV) passaram a circular no estado do Ceara (DE GOES
CAVALCANTI et al., 2017) exigindo, portanto, uma maior aten¢do para o diagndstico das

arboviroses e sua correta notificagdo, tratamento e monitoramento.
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Com a rapida propagacdo da dengue e seu crescente aumento em regioes
endémicas, ter um diagnostico laboratorial precoce € crucial tanto para otimizar o tratamento
como também priorizar a¢des de vigilancia dos doentes com maior risco de evoluir para formas
mais graves.

Vacinas contra a dengue vém sendo desenvolvidas mesmo com a continua incerteza
quanto a otimizag¢do de sua utilizacdo devido as caracteristicas epidemioldgicas tnicas da
dengue (HOSANGADI, 2019). Portanto ¢ fundamental saber o real impacto desta doenca para
que politicas de saude publica sejam desenvolvidas visando a minimizagdo de gastos com
saude, utilizacdo de recursos de forma mais eficiente através de medidas de controle do

mosquito, tratamento e prevencao da doenca (ZENG et al., 2021).

1.2 Manifestacoes clinicas e classificacdo da dengue

Embora na maioria das vezes a dengue seja uma doenca de curta duracao e autolimitada,
suas manifestagdes podem variar desde sintomas muito leves até quadros hemorragicos mais
graves e com repercussao sistémica (DE AZEREDO; MONTEIRO; DE-OLIVEIRA PINTO,
2015; LEI et al., 2001). Devido a este amplo espectro de apresentacgao clinica se faz essencial
um constante monitoramento; assim, agdes poderdo ser tomadas antecipadamente para que

obitos sejam minimizados ou até mesmo evitados.

A partir de 2014, foi adotada no Brasil uma nova classificacdo de dengue (recomendada
desde 2009 pela Organizacao Mundial de Saude em substituicao a anterior de 1997) distribuida
entre 3 classes de acordo com sua gravidade: dengue (D), dengue com sinais de alarme (DSA)
e dengue grave (DG) (MINISTERIO DA SAUDE BRASIL, 2016). J4 a classificagdo anterior
de 1997, e que foi utilizada no Brasil até 2013, seguia a seguinte categorizag¢do: dengue classica
(DC), febre hemorragica do dengue (FHD) e sindrome do choque da dengue (SCD)
(HORSTICK et al., 2015). E a partir de 2000 foi acrescentada a classificacdo de 1997 a
categoria dengue com complicagdes (DCC) que foi utilizada no Brasil como uma classificacao
intermedidria devido a dificuldade de classificagdo dos casos mais graves e fatais que nao
preenchiam todos os critérios para FHD (Figura 5) (BARROSO, 2017; MINISTERIO DA
SAUDE, 2010).

Figura 5 — Classificagdo clinica da dengue de 1997 e 2009 (OMS)
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Classificagdo Clinica da Dengue
Organizag¢éo Mundial de Sadde (OMS)

Classificagao OMS 2009

v

Dengue Classica

Dengue Hemorrdgica:
Grau | - febre + sangramento estimulado > Dengue sem sinais de Alarme
Grau Il - sangramento espontdneo + Grau | > Dengue com sinais de Alarme

Grau lll — Hipotensdo, faléncia circulatoria,

Grau IV — Choque hipovolémico, auséncia
de pressdo ou pulso

Todos os casos graves tiveram recuperagdo total com tratamento de rotina

A figura assinala as diferencas e modificagdes ocorridas entre as classificagdes dos referidos anos (1997
e 2009) Em 1997, havia a classificacao de dengue classica e hemorragica e em 2009 essa classificagido
foi substituida por dengue sem sinais de alarme e dengue com sinais de alarme onde sinais de
sangramento espontdneo sem repercussdes hemodinamica, ¢ dengue grave quando os sinais de
repercussdo hemodindmica se faziam presentes ¢ antes eram classificados em 1997 como dengue
hemorrégica grau Il e [V

Fontes: (GUIDACCI, 2021; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009).

De forma geral, dengue pode cursar com febre elevada e de inicio abrupto que pode
durar de 2 a 7 dias, cefaleia intensa, adinamia, dor retro-ocular, dor muscular e articular, e em
alguns casos exantema. Alguns casos de dengue podem evoluir para uma forma mais grave que
geralmente tem inicio entre o 3° e 7° dia, quando comeca a ocorrer uma melhora do quadro
febril. E nesse periodo que se faz necessario o monitoramento em busca dos sinais de alerta
como dores abdominais intensas, vOmitos persistentes, tontura, sangramento de mucosas,
irritabilidade, aumento progressivo do hematocrito e hepatomegalia. Caso algum sinal de alerta
esteja presente a classificagdo sera de dengue com sinais de alerta (DSA) (MINISTERIO DA
SAUDE BRASIL, 2016).

Os casos classificados como dengue grave (DG) cursam com trombocitopenia, aumento
da permeabilidade vascular com extravasamento de plasma causando aciimulo de liquidos e
sangramentos. A medida que ocorre a intensificagdo da perda de liquidos ou sangue para o
espago extravascular, aparecem os sinais de disfun¢do em varios 6érgaos como pulmao, coragao,
rins, figado e sistema nervoso central levando a um estado de choque hipovolémico podendo

ter o 0bito como desfecho (CHAKRAVARTI et al., 2006; CHAKRAVARTI; KUMARIA, 2006;
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CHEN et al., 2007; MINISTERIO DA SAUDE BRASIL, 2016; ROTHMAN; ENNIS, 1999).
Por isto, € crucial o monitoramento dos sinais de alerta e gravidade da dengue, pois o quadro

de choque ¢ de instalacdo rapida e, em alguns casos, o 6bito pode ocorrer em menos de 24h.

Superada essa fase clinica mais critica da dengue, havera uma reabsor¢ao do liquido
extravasado de forma gradual seguido da melhora clinica progressiva (fase de recuperacado).
Embora a melhora clinica seja evidente durante a fase de recuperacdo, ainda se faz necessario
0 acompanhamento com monitorizacdo débito urinario, controle do hemograma e atencdo a
alteragdes no eletrocardiograma para evitar, também, a instalacdo de complicagdes relacionadas

a uma hiper-hidratagio (MINISTERIO DA SAUDE BRASIL, 2016).

1.3 Agente etiologico

O DENV ¢ um Flavivirus esférico envolto por um capsideo que mede
aproximadamente 50 a 70nm de didmetro(KE, 2018; LINDENBACH; RICE, 2003). Seu
genoma ¢ constituido de RNA de fita simples de polaridade positiva, ou seja, contém uma unica
face aberta de leitura (GUZMAN et al., 2010; PINHO, 2013; STIASNY; HEINZ, 2006). Virus
ssSRNA (“sigle strand RNA” ou RNA de fita simples): sdo também conhecidos como virus RNA-
positivos, porque o0 RNA do genoma tem a mesma polaridade do mRNA. O genoma destes virus
funciona semelhante a0 mRNA e logo que o virus penetra na célula este se liga ao ribossomo e
¢ traduzido para proteinas. Como todo e qualquer virus, o DENV nao t€ém metabolismo préoprio
e por isto precisa das estruturas celulares de outros organismos vivos auxiliando no seu processo
de replicagdo (SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015).

O RNA do DENV ¢ encarregado por codificar 3 proteinas estruturais (capsideo,
precursor de membrana e glicoproteinas do envelope) responsaveis pela estrutura viral e 7
proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) que sdo incumbidas
de atividades de regulacao e expressao viral incluindo a replicacdo, viruléncia e patogenicidade
(Figura 6). De uma forma geral, as proteinas estruturais, capsideo (C), precursor de membrana
(prM) e envelope (E), sdo componentes essenciais e presentes nos virus maduros, enquanto as
proteinas ndo estruturais (NS) sdo expressas em células infectadas indicando a presenca da
replicagdo viral (APTE-SENGUPTA; SIROHI; KUHN, 2014; BACK; LUNDKVIST, 2013;
BRICKS, 2004; DE AZEREDO; MONTEIRO; DE-OLIVEIRA PINTO, 2015; GUZMAN et
al.,2010; PATRO et al., 2019; QI; ZHANG; CHI, 2008; SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015).
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Dentre as trés proteinas estruturais do DENV, a glicoproteina E presente na
membrana celular do DENYV, facilita sua ligacao com receptores celulares do hospedeiro. Ela ¢
crucial no processo de infeccdo, pois ¢ a responsavel por facilitar a ligagdo do virus da dengue
aos receptores celulares do hospedeiro permitindo a fusdo das membranas celulares com
posterior interiorizagdo do virus da célula do hospedeiro (BRICKS, 2004; ZHANG et al., 2003).

Além disso, as variacdes no epitopo da proteina E promovem as diferencas entre os
4 sorotipos do virus da dengue (DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4). Esta diferenca entre
esses antigenos virais de superficie, determinard a resposta imunologica e protecao contra o
DENYV no hospedeiro; conferindo, portanto, caracteristicas antigénicas distintas conforme o
sorotipo especifico (BRICKS, 2004; LINDENBACH; RICE, 2019; QI; ZHANG; CHI, 2008).
A inducdo da resposta imunologica protetora sera especifica permanente contra o mesmo
sorotipo e cruzada temporaria contra os demais sorotipos devidos a algumas similaridades
sorotipicas (PEELING et al., 2010; SANTOS; ROMANOS; WIGG, 2015; ST. JOHN;
RATHORE, 2019; WRAMMERT et al., 2012) (PEELING et al., 2010; SANTOS; ROMANOS;
WIGG, 2015; ST. JOHN; RATHORE, 2019; WRAMMERT et al., 2012).

As proteinas nao estruturais (NS) exercem um papel crucial na patogénese da
dengue por alterarem a produgdo de proteinas virais que ocorre no reticulo endoplasmatico do
hospedeiro, local onde ocorre a replicagdo do DENV (TARANTINO et al., 2016; WELSCH et
al., 2009). A proteina NS1 indica viremia e pode ser detectada durante fase aguda da doenga
(primeiros 7 dias de sintomas de dengue) tanto no sangue circulante como na membrana de
células infectadas. Nos casos de dengue grave (anteriormente classificados como FHD, DCC e
SCD) os niveis de NS1 mostram-se mais elevados do que a dengue classica (previamente
classificado como DC); sugerindo que a NS1 esteja envolvida no processo de maturagao viral
(GUZMAN; GARCIA; KOURI, 2008; LEONG et al., 2007; LIBRATY e al., 2002; NIELSEN,
2009).Click or tap here to enter text.A detec¢do de NS1 ndo ¢ recomendada apos o 7° dia da
doenca devido a sua baixa sensibilidade e detectabilidade apos a fase aguda da dengue. O teste
NSI positivo indica a confirmagao de infec¢ao pelo DENV, porém ndo determina o sorotipo.
Testes negativos ndo descartam infeccdo e por isto devem ser testados com IgM para dengue
para identificar uma possivel exposi¢ao recente ao virus (CENTER FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION, 2019).
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Figura 6 — Virus da dengue e sua estrutura gendmica.
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Fonte modificada: (NANAWARE et al., 2021)

Durante a infec¢ao pelo DENV, além de serem produzidos anticorpos contra a
glicoproteina E do envelope, ha produgdo de anticorpos contra NS1 (essa proteina tem um
componente soluvel que se liga ao complemento) sugerindo sua coparticipagdo na patogénese
da dengue (DE AZEREDO; MONTEIRO; DE-OLIVEIRA PINTO, 2015; LEONG et al., 2007).
Assim, a dosagem de NSI1 sérica livre ou ligada a anticorpos poderia ser utilizada para
complementar o diagnostico e, quem sabe, ser utilizada como um biomarcador preditor de
gravidade (GUZMAN; GARCIA; KOURI, 2008; LIBRATY e al., 2002; NIELSEN, 2009).

Diferentemente da NSI, que pode ser secretada ou ficar ligada a superficie da
membrana celular, a proteina ndo estrutural 3 (NS3) ¢ apenas encontrada no citoplasma das
células infectadas constituindo um indicativo de replica¢do viral no interior destas células
(BALSITIS et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2000; LEONG et al., 2007; MORAGAS, 2020;
NUNES et al., 2016). Fato descrito em literatura, quando células fagociticas do baco,
linfonodos, hepatocitos, células perivasculares cerebrais (BALSITIS et al., 2009), macréfagos

alveolares (POVOA et al., 2014) e em macrofagos placentérios e do corddo umbilical (NUNES
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et al., 2016) apresentaram-se marcadas pelo anticorpo anti-NS3 citoplasmatico em imuno-
histoquimica, sugerindo replicagdo viral no interior destas cé¢lulas.

Além disso, foi demonstrado que entre 20-50% das células de cultura in vitro com
expressao de NS3 sofreram a apoptose celular induzida pela ag¢ao proteolitica desta proteina na
via apoptdtica das caspases (SHAFEE; ABUBAKAR, 2003). Portanto, a presenca de NS3 em
células infectadas podem induzir a apoptose através da estimulagdo excessiva ou aberrante dos
linfocitos T citotoxicos (LEI ez al., 2001). Portanto, a NS3 ¢ uma protease responsavel por clivar
0 RNA genonico viral apos sua tradugdo pelo DNA do hospedeiro (DA COSTA, 2009)

Por fim, as demais proteinas nao estruturais estdo envolvidas com o empacotamento
do RNA e antagonismo do INF-I (NS2A); servirem de cofator para NS3 na formacao do
complexo de protease viral (NS2B); inibigao da sinalizagdo IFN (NS4A e NS4B) e por fim com
a produgdo de um antagonista para IFN-I (NS5) promovendo o processo de replicagdo viral
(DE AZEREDO; MONTEIRO; DE-OLIVEIRA PINTO, 2015).

Recentemente, trabalhos demonstraram, in vitro, que o receptor CCRS exerce um
papel crucial na replicagdo do DENV em macrofagos humanos uma vez que a expressao deste
receptor torna a célula mais resistente a infecgao viral. Com isto, ha uma redugdo da carga viral
nos orgaos alvo uma vez que diminui a entrada do DENV nas células alvo impedindo sua
replicagdo e, consequentemente, a evolugao clinica mais grave da doenca (CAHILL et al., 2018;
MARQUES et al., 2015). Assim, este receptor pode indicar um avango no desenvolvimento de
uma nova estratégia terapéutica para a doenga (MARQUES et al., 2015).

Outra atual descoberta relacionada a este receptor CCRS, ¢ que quando sofre a
muta¢do chamada CCRD5A32 hd uma piora da evolugao clinica das flaviviroses induzindo suas
formas mais graves. Esta variante genética impede a expressdo do receptor de superficie de
membrana CCRS alterando as respostas inflamatérias pode ele mediadas e que na dengue grave
estdo exacerbadas. Embora essa mutagdo seja associada a uma piora da gravidade das
arboviroses, ndo parece demonstrar que aqueles que sdo portadores desta mutagdo teriam um

risco maior de adquirir a doenga (BRESTOVAC et al., 2014; ELLWANGER et al., 2020).

1.4. Replicacio viral

De forma geral, os antigenos do virus da dengue (DENV) sdao abundantes durante
a fase mais grave da doenga e por isto sdo encontrados ndo sé na circulagdo sanguinea como
também em tecidos e em células infectadas (BALSITIS et al., 2009; MORAGAS, 2020). Esta

infeccdo de células ocorre no momento em que a proteina E do virion encontra com receptores
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da membrana (como o DC-SIGN, lectinas tipo C e receptores de manose) promovendo a fusdo
do envelope viral com a membrana celular do hospedeiro e, por fim, a endocitose do DENV
(DIAMOND; PIERSON, 2015; GANDINI, 2014; LAUGHLIN et al, 2012). Uma vez
ocorrendo esta fusdo de membranas, o RNA viral ¢ liberado diretamente no citoplasma celular
onde sera traduzido como uma cadeia poliproteica unica e, posteriormente, clivada por
proteases virais e do hospedeiro (APTE-SENGUPTA; SIROHI; KUHN, 2014; LAUGHLIN et
al., 2012; QI; ZHANG; CHI, 2008).

A jun¢ao das particulas virais traduzidas ocorre no reticulo endoplasmatico das
células hospedeiras, onde também recebem seu envelope para que sejam posteriormente
liberadas por exocitose através do complexo de Golgi (APTE-SENGUPTA; SIROHI; KUHN,
2014; LAUGHLIN et al., 2012; QI; ZHANG; CHI, 2008)(DIAMOND; PIERSON, 2015;
GANDINI, 2014; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007; TARANTINO et al., 2016; WELSCH
et al., 2009). As proteinas estruturais (C, E e prM) formardo o virion e as proteinas nao
estruturais (NS) serdo responsaveis por coordenar a replicagdo e montagem viral € modulacao
da resposta imune do hospedeiro (APTE-SENGUPTA; SIROHI; KUHN, 2014; SANTOS;
ROMANOS; WIGG, 2015).

Dada a importancia dessas proteinas nao estruturais, Kaptein e seus colaboradores
demonstraram que impedir a interacdo entre as proteinas NS3 e NS4B pode-se causar uma
atividade antiviral. Em seu estudo, foi utilizado o JNJ-A07 (um inibidor do DENV) que atua
justamente bloqueando a formac¢ao do complexo de replicagdo do DENV em camundongos
(KAPTEIN et al., 2021). Tal descoberta associada a importancia do estudo da patogénese da
dengue e suas células alvo podem resultar em medidas de tratamento precoce da dengue
reduzindo a carga viral e o pico da viremia, o que pode minimizar a evolugdo para a forma mais

grave da doenca.



31

Figura 7 — Ciclo de replicacao do virus da dengue.
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Representacdo do ciclo de replicacio do DENV apés a picada do mosquito Aedes aegypt que ocorre
primeiramente pela adesdo do DENV a membrana do hospedeiro por meio de receptores de membrana, seguido
pela entrada do virus na célula onde ocorrera a liberagdo do RNA viral que sera traduzido produzindo as proteinas
virais com posterior montagem de novos virions que s6 serdo liberados quando maduros produzindo a viremia e
consequente disseminagdo do virus por todo o organismo do hospedeiro infectado

Fonte adaptada: (SOTCHEFF; ROUTH, 2020).

1.5 Resposta Imune

Duas diferentes respostas imunes podem ser deflagradas na dengue (Figura 8):
aquela que envolve uma resposta celular direta iniciada pela primeira linha de defesa do
organismo, a resposta imune inata; e outra resposta que envolve uma agdo indireta com
producdo de anticorpos, a resposta imune adaptativa. Assim, de uma forma geral, o
desaparecimento da doenga acontece como uma resposta a atuagao efetiva do sistema imune do
hospedeiro.

A resposta imune inata, cujo importante papel € conter a dispersdo viral, se inicia
ainda no local da picada onde estdo localizadas as células dendriticas, macrofagos, mastécitos
e células de Langerhans (GANDINI, 2014; JESSIE et al, 2004; RODENHUIS-ZYBERT;
WILSCHUT; SMIT, 2010; ST. JOHN; RATHORE, 2019). A exposicao das células dendriticas
ao DENV promovera sua ativagao e maturacao, levando a producao de TNF (fator de necrose
tumoral) e INF-a (Interferon o). Ao mesmo tempo, a replicagdo do DENV desencadeara

respostas ao INF-a provendo uma rapida degranulagao dos mastocitos liberando TNF e retendo
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os linfocitos nos linfonodos da pele. Ademais, o aumento do TNF promove uma maior
expressao das moléculas de adesdo E-selectinas das células endoteliais vasculares aumentando
o recrutamento de monodcitos para a regido da pele, que posteriormente se diferenciardo em
células dendriticas (DC) (ST. JOHN; RATHORE, 2019). Essa ativagdo de novas DC e
recrutamento de outras células fagociticas ¢ de extrema importancia por terem um papel de

c€lulas citotoxicas, cuja caracteristica antiviral ¢ a producao de INF (GANDINI, 2014).

Figura 8 — Resposta imune nas infec¢des primarias e secundérias da dengue
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Representagdo da resposta primaria e secundaria da dengue. A resposta primaria se d4 quando o individuo nunca
teve contato prévio com o virus da dengue e o nivel de anticorpos se eleva lentamente pois ndo havia anticorpos
pré-existentes. Ja na infec¢@o secundaria, ela ocorre em individuos com infec¢do aguda por dengue, mas que
tiveram uma infecgdo/exposicdo prévia ao DENV. Nas infeccdes secundarias o titulo de anticorpos se eleva
rapidamente atingindo niveis mais altos. Se a infec¢do secundaria for do mesmo tipo sorologico da infecgdo previa
(homologa) os anticorpos pré-existentes neutralizardo a nova infec¢do pelo DENV sendo, portanto, uma infecgdo
autolimitada. No entanto, se a nova infec¢do pelo DENV for de um sorotipo diferente (heterologa), havera uma
neutralizagdo parcial do virus promovendo sua opsonizacdo facilitando sua “fagocitose” com uma replicagdo
intensificada e consequente importante liberagdo de citocinas pelas células infectadas acarretando uma ativagdo
mastocitaria e consequente aumento da permeabilidade vascular. Esta reacdo exacerbada ¢ chamada de
citotoxicidade celular dependente de anticorpos, que na dengue heterdloga foram fracamente neutralizados e
promoveram a maior entrada do DENV nas células do hospedeiro proporcionando sua replicacao ao invés de
neutralizagdo total.

Fonte adaptada: (ST. JOHN; RATHORE, 2019)
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Ainda que o DENV esteja internalizado no citoplasma celular das células
infectadas, ele também ¢ passivel de ser reconhecido através da apresentagao de seus antigenos
pelos receptores de reconhecimento de patdégenos (PRRs) que irfo ativar mais células
fagociticas (monocitos, macrofagos, DC e células NK) responsaveis por todo o efeito pro-
inflamatorio acarretando o aparecimento dos sintomas da fase inicial da dengue
(RODENHUIS-ZYBERT; WILSCHUT; SMIT, 2010). E justamente nesse periodo inicial de
infeccdo e atuagdo da resposta imune inata que ocorre a viremia, por volta do 2° a 7° dia apos a
infec¢do; muitas vezes coincide com o inicio dos primeiros sinais infeccdo pelo DENV. Esta
fase ¢ classificada como fase febril aguda da doenca (FIGUEIREDO, 1999).

A resposta imune adaptativa ocorre apos a infec¢ao primaria do DENV e tem um
papel importante na producdo de anticorpos (Ac) através da ativagdo dos linfocitos B (LB).
Estes anticorpos (Ac) produzidos irdo se ligar aos antigenos virais (em sua maioria a proteina
E) para formar imunocomplexos inativando o virus totalmente (quando sdo de mesmo sorotipo)
ou parcialmente (quando de sorotipos diferentes) chamada de reagdo cruzada (GUZMAN;
HARRIS, 2015; WRAMMERT et al., 2012).

Durante uma infec¢do primaria, a resposta adaptativa € um pouco mais lenta. Os
niveis de anticorpos IgM vao se elevando de forma gradativa tornando-se detectavel a partir do
5° dia poés infecgdo, enquanto a IgG s6 comega a ser detectada entre o 10° e 15° dia. Ja nas
infec¢des secundarias, a IgG de uma infeccdo pelo DENV anterior encontra-se presente e
rapidamente aumenta seus niveis. Por isto, nas infec¢des secundarias pelo DENV altos titulos
de IgG podem ser dectdveis ja na fase aguda. No entanto o mesmo nao acontece com a [gM que

tende a ter niveis mais baixos do que na infec¢do primaria (PEELING et al., 2010).

1.6 Patogenia da dengue

Ainda que haja uma tentativa de explicar os mecanismos da dengue na sua forma
grave, sua fisiopatologia ainda permanece desconhecida. Sendo assim, algumas hipoteses para
explicar a patogénese dos mecanismos da dengue grave vém sendo propostas; no entanto esses
mecanismos ainda nao estdo completamente compreendidos (HALSTEAD; COHEN, 2015;
LEI et al., 2001; SIMMONS et al., 2012; THEIN et al., 1997, ZUBAIR et al., 2016).

Como clinicamente a dengue tem um amplo espectro de apresentagdo, o retardo no
tratamento ou o tratamento inadequado pode ser letal. Por isso hd uma necessidade de um

melhor entendimento fisiopatoldogico da dengue, principalmente no que diz respeito as
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apresentacdes mais graves com sinais e sintomas hemorragicos (DE AZEREDO; MONTEIRO;
DE-OLIVEIRA PINTO, 2015; SERUFO et al., 2000).

Existem algumas teorias que tentam elucidar a evolugdo da gravidade da dengue
como a teoria anticorpo dependente (ADE), a teoria do “Pecado Original”, a do mimetismo
molecular, da viruléncia viral e a da multicausalidade.

Dentre estas teorias propostas para explicar a patogénese da dengue grave, esta a
teoria da infeccdo secundaria. Essa teoria baseia-se na deflagracdo de uma reacao cruzada entre
os diferentes sorotipos do virus da dengue o que provocaria uma reagao exacerbada do sistema
imunologico ou citotoxicidade anticorpo dependente (em inglés “antibody dependent
enhancement” ou ADE) que nada mais ¢ do que um fendmeno de facilitacdo dos anticorpos da
dengue (HALSTEAD, 1982). Apesar de toda essa reacdo exacerbada, a inativagdo contra um
sorotipo diferente do DENV ndo ocorre, acarretando num aumento da producio de mediadores
inflamatorios que por sua vez aumentara a permeabilidade vascular além de facilitar a entrada
do novo sorotipo viral nas células alvos promovendo a inducao da replicagdo viral (PATRO et
al.,2019; SIMMONS et al., 2012; TANG; GREWAL; SHRESTA, 2015). Por isto, essa reagao
cruzada sem uma efetiva neutraliza¢do do virus da dengue e com desencadeamento exacerbado
da resposta imune podem aumentar o risco de desenvolvimento de casos graves de dengue
(HALSTEAD et al., 2005; SIMMONS et al., 2012; TANG; GREWAL; SHRESTA, 2015).

J& na teoria do pecado original, sugere que células T (CD4+ e CD8+) e citocinas
como o TNF estariam envolvidas na evolucdo para as formas mais graves da dengue por
estimularem a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias que atuariam diretamente sobre o
endotélio vascular culminando com extravasamento de plasma e hemorragias caracteristicas
das fases mais graves da dengue (ELONG NGONO; SHRESTA, 2018; GRIFONI et al., 2017,
GUZMAN; HARRIS, 2015; MENTOR; KURANE, 1997; MONGKOLSAPAYA et al., 2003;
TISONCIK et al., 2012).

Na teoria do mimetismo molecular, a gravidade da dengue seria resultado da reagao
imune do hospedeiro que produziria anticorpos que causariam uma reacdo cruzada ao
plasminogénio (pré-enzima inativa que tem a funcdo de degradar a fibrina e ativar
metalproteinases da matriz celular) podendo levar a hemorragia devido ao aumento da
destruicdo plaquetaria ou da diminuicao de sua produgao (plaquetopenia) (ROTHMAN, 2004)

Na teoria da viruléncia viral relacionada a viruléncia do sorotipo viral chamada de
teoria de Rosen que determina sugere que as formas mais graves da dengue sdo resultantes de
sorotipos mais virulentos. E por fim a teoria da multicausalidade (mais aceita atualmente) que

sugere que fatores genéticos do hospedeiro, etnia, expressdo de moléculas HLA clasee I e II,
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nivel de resposta imune do hospedeiro, niveis de NS1 elevados, citocinas liberadas e outros
podem estar relacionados também com a maior ou menor gravidade da doenca devido ao
potencial de provocar agressdo no endotélio vascular induzindo uma cascata de reagdes
inflamatdrias que causam repercussdo hemodindmica e hemorragias e/ou coagulopatias
(AVIRUTNAN et al., 1998; BEATTY et al., 2015; CHUANG et al.,, 2013; GREEN;
ROTHMAN, 2006; GUZMAN et al., 2002; GUZMAN; KOURI, 2002; MALAVIGE, 2004;
MANOKARAN et al, 2015; POLIZEL et al, 2004; SCHNETTLER et al, 2012;
SRIKIATKHACHORN; KELLEY, 2014)

Por isto, apesar das varias teorias, considera-se, atualmente, que a ocorréncia de
casos graves seja multifatorial, incluindo fatores nutricionais e genéticos do hospedeiro, idade,
sexo, estado imunologico, sorotipo e genotipo viral infectantes atuem no desenvolvimento do
quadro.

Este aumento da permeabilidade das células endoteliais decorrente da liberagao de
citotocinas ou quimiciocinas (resposta inflamatoria) provocara um extravasamento de liquido
para o extravascular levando a repercussdes vasculares que podem culminar no choque
hipovolémico apresentado nas formas graves de dengue (CHAKRAVARTI et al, 2006;
CHAKRAVARTI; KUMARIA, 2006; CHEN et al., 2007). Esse mecanismo do aumento da
permeabilidade na dengue grave ainda ndo estd totalmente esclarecido. No entanto tem sido
identificada uma plaquetopenia associada a niveis mais elevados de VCAM-1 (molécula de
adesdo celular vascular-1) associado com o aumento dos niveis de IL-10 e diminui¢do de IFN
que com sua acao anti-inflamatoria predispde a instauracdo da FHD contribuindo com a
diminui¢do da resposta imune contra o virus da dengue (aumento da resposta TH2) (CHEN et
al., 2007).

Além da atuacdo de toda a cascata inflamatdria bastante pronunciada na dengue, a
lectina C codificada pelo gene CLECS5A (localizado no cromossoma 7 humano) exerce um
papel essencial na ativagdo das células da linhagem mieloide, como os granuldcitos, mondcitos,
macréofagos, células dendriticas, megacariocitos e plaquetas. No trabalho de Chen e seus
colaboradores foi demonstrado a existéncia de uma interagdo direta entre o receptor CLEC5A
e o DENV estimulando e desencadeando a liberagao de citocinas pro-inflamatorias embora nao
proporcione de forma direta na entrada do DENV nas células alvo. Um bloqueio deste receptor
pode ser fundamental para uma atenuagdo da producdo das citocinas pro-inflamatorias
protegendo os tecidos de um grande extravasamento de plasma e hemorragias aumentando a
sobrevivéncia dos pacientes que desenvolvem a forma mais grave da dengue e, portanto,

reduzindo a mortalidade da doenga (BAKKER et al., 1999; CHEN et al., 2008).
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Como o numero de plaquetas na dengue grave esta geralmente reduzido, a
quantidade de IFN produzida por estas células também diminui. Consequentemente, ha um
aumento da carga viral diminuindo a resisténcia celular a infec¢ao viral de tal modo a facilitar
a entrada do DENYV nas células alvo, inclusive nos megacariocitos e plaquetas, o que poderia
explicar em parte a patogénese dos sintomas hemorragicos da dengue at¢é o momento ndo
descrita in vivo em literatura (BOILARD; FLAMAND, 2019).

Recentemente foi descrito em literatura que o DENV2 € o sorotipo mais prevalente
dentre os casos de dengue grave e estao associados com alguns marcadores inflamatérios. Tais
marcadores sdo o interferon-gama (IFN-y), fator estimulante de granuldcitos e macrofagos
(GM-CSF), Interleucina 10 (IL-10) e proteina inflamatéria de macrofagos 1 (MIP-1p) e foram
apontados como possiveis biomarcadores de gravidade e de prognéstico da doenca em pacientes
com dengue. Além disso, os antagonistas desses marcadores inflamatorios poderiam ser
utilizados como agentes terapéuticos (PATRO et al., 2019). Ou seja, a utilizagdo das dosagens
desses mediadores inflamatorios poderia ser extremamente util para orientacdo € otimizagao
terapéutica nos casos de dengue.

Em literatura, tem-se ainda algumas hipoteses direcionadas em explicar os
fendomenos hemorragicos da dengue grave. Entre elas, estdo aquelas nas plaquetas dado ao seu
envolvimento direto em fendmenos hemorragicos. Uma destas hipoteses sugere que a
diminui¢do da contagem plaquetaria ¢ induzida pela supressdo de suas linhagens progenitoras,
os megacariocitos, oriundos da medula 6ssea. J4 outra hipdtese sugere a existéncia de
anticorpos com tropismo pelas plaquetas provocando sua “marcagao” e destruicao no sangue
periférico (DE AZEREDO; MONTEIRO; DE-OLIVEIRA PINTO, 2015). Ambas as hipoteses,
sugerem haver uma diminui¢ao da populagao plaquetaria associado ao processo inflamatério
alveolar levando a um possivel aumento do nimero de megacaridcitos no intersticio pulmonar.
Esta producao de plaquetas extramedular seria uma tentativa de compensar a plaquetopenia
induzida pela infec¢do viral pelo DENV (LEFRANCAIS et al., 2017).

Além disso, as lesdes alveolares provocadas pelo DENV nos casos grave estao
diretamente relacionadas com os 6bitos destes pacientes (ABADIE et al., 2005; HUGHES;
BEASLEY, 2017; LIMONTA et al., 2007; ST. JOHN, 2013; WIWANITKIT, 2015).

A explicagdo para este evento se daria por uma diminui¢do do nimero de plaquetas
associada a inflamag¢do alveolar aumentando a quantidade de MK no intersticio pulmonar e,
portanto, uma resposta da produgdo plaquetaria compensatdria associada a inflamagao alveolar
nos quadros de dengue grave. Esta forma de compensar o quadro hemorragico que se estabelece

na dengue grave atribuiria ao pulmado uma atividade hematopoiética, ato este reforgado pela
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identificacdo de megacaridcitos e fragmentos celulares semelhantes a plaquetas em alvéolos
pulmonares (BASILIO-DE-OLIVEIRA et al., 2005; POVOA et al., 2014).

Ainda que alguns pesquisadores tenham descrito particulas muito semelhantes as
do virus da dengue em cé¢lulas do endotélio pulmonar e macréfagos alveolares e o antigeno viral
detectado por imuno-histoquimica (ARAUJO et al., 2011; JESSIE et al., 2004; LIMONTA et
al., 2012; MIAGOSTOVICH et al., 1997, MORAGAS, 2020; OLIVEIRA et al., 2017), até o
momento ndo houve descricdo de replicagdo viral no interior dos megacaridcitos. A
identificacao da replicacao do DENV nos MK e em plaquetas poderia explicar a deflagragao de
um quadro hemorragico pois MK ndo seriam capazes de produzir plaquetas suficientes
causando maior sangramento. Como também, plaquetas produzidas e infectadas pelo DENV
podem apresentar em sua superficie antigenos facilitando a formacdo imunocomplexos
promovendo fendomenos tromboticos. Ambas as situagdes, hemorragicas ou trombdticas,
agravariam ainda mais os casos de dengue.

Assim, como reforcado por Povoa e seus colaboradores, ainda persistem lacunas no
conhecimento da fisiopatologia da dengue grave (POVOA et al., 2014). Portanto, estudos de
orgaos e células afetados durante o ciclo desta arbovirose sdo cruciais para que se traga uma
gama maior de informagdes minimizando as lacunas de conhecimento sobre sua patogénese da

dengue.

1.7 Diagnédstico laboratorial

Como a dengue tem um quadro amplo de manifestagdes clinicas com patogénese
ndo totalmente esclarecida e com grande potencial para uma evolucdo grave e letal, é crucial
que se faca o seu diagnostico antes que as manifestagcdes clinicas mais graves se estabelegam.
Por isso, devido a dificuldade de identificacdo clinica, principalmente em estdgios mais
precoces da doenga, ¢ toda essa lacuna de entendimento dos mecanismos patogénicos
envolvidos na deflagracdo da dengue grave, marcadores sorologicos seria de extrema valia pois
a dengue tem se mostrado uma doenca cada vez mais desafiadora do ponto de vista de satde
publica.

Fazer um diagnostico precoce ¢ essencial para que haja um monitoramento daqueles
casos potencialmente candidatos a evoluirem de forma mais grave e consequentemente
minimizar as chances de obito. Ou seja, o diagndstico laboratorial além de ser crucial para um
diagnostico e monitoramento se faz vital para vigilancia epidemioldgica com intuito de

investigar surtos epidémicos. Até porque a identificacdo da doenga em estdgios iniciais da
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doenga e antes mesmo que manifestagdes clinicas de gravidade se estabelecam pode ser de
grande valia para tomadas de decisdao no contexto clinico e de vigilancia epidemiolédgica
propiciando ferramentas para um melhor realocamento de recursos.

Dentre as possibilidades de diagndstico laboratorial da infecgdo viral existe a
pesquisa direta com a detec¢do de componentes virais no soro ou em tecidos e a pesquisa
indireta através da dosagem soroldgica de anticorpos IgM e IgG (PEELING et al., 2010;
SIMMONS et al., 2012; SINGH et al., 2021), ilustrado pela figura 9.

Figura 9 — Métodos de deteccdo laboratorial do virus da dengue
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Fonte adaptada: PEELING et al., 2010

Cada tipo de método possui vantagens e limitagdes (Tabela 1). Dentre as limitagdes
estao a possibilidade de termos casos falso-positivos devido a contaminagao com RNA viral, a
necessidade de equipamentos de laboratdrio caros de laboratorio e pessoal treinado. Dentre as
vantagens estao a rapidez de alguns métodos em confirmar o diagnostico, serem faceis de se

fazer e sua grande utilidade para vigilancia epidemiolégica.
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Tabela 1 — Vantagens e limitagcdes dos diferentes testes de diagndstico de dengue.

Teste de diagndstico Vantagens Limitacoes

Requer amostra na fase aguda (0-5° dias apés inicio)
Requer experiéncia e instalagdes apropriadas

Leva mais de 1 semana

Nio diferencia entre infecgéo primdria e secunddria

*  Confirmar a infecgdo
Identificagdo e Isolamento viral * Especifico
* Identificar sorotipos

Caro
» Infecgdo confirmada  Possiveis falsos positivos devido & contaminagio
- * Sensivel e especifico = Requer amostra aguda (0-5 dias apés o inicio)

Detecgio RNA » Identifica sorotipo e gendtipo * Requer experiéncia e equipamento laboratorial caro

* Resultados em 24-48 horas = Niio diferencia entre infecg@o primdria e secunddria
Detecgdo do antigeno

. * Infec¢do confirmada

BRI L. 6 (% cashiplo, sRage jsla * Fécil de executar * Nio € tdo sensivel quanto o isolamento de virus ou
ensaio com NS1) * Mais barato que isolamento viral ou detec¢io  detecgiio de RNA

do RNA
Tecidos de casos fatais (por exemplo, para i et * Nio é tdo sensivel quanto o isolamento de virus ou
imunohistoquimica) R detecgdo de RNA

* Requer experiéncia em patologia
Testes soroldgicos

* Os niveis de IgM podem ser baixos em infecgdes
secunddrias

* A confirmagdo requer duas ou mais amostras de soro
= Pode diferenciar entre infecgiio primaria e secundaria®

* Infecg@o confirmada
Soroconversio IgM ou IgG * Mais barato
» Ficil de executar

* Identifica provdveis casos de dengue
Detecgido de IgM (amostra tinica) = Util para vigilincia, rastreamento de surtos
e monitoramento da eficdcia das intervencgdes

* Os niveis de IgM podem ser baixos em infecgdes
secunddrias

*Infec¢do primaria: IgM-positivo e IgG-negativo (se as amostras forem coletadas antes do dia 8—10); infeccao
secundaria: IgG deve ser superior a 1.280 inibicdo da hemoaglutinacdo no soro convalescente.

Fonte adaptada: PEELING et al., 2010

A detecgao viral direta pode ser através do isolamento viral, isolamento do material
genético viral por meio de RT-PCR ou pela detecgao de antigenos virais como a proteina nao
estrutural soliivel 1 expressa pelo virus (NS1) por meio de ensaio de imunoabsor¢do enzimatica
(ELISA). As grandes vantagens de qualquer um desses métodos diretos € que confirmam a
infec¢do pelo DENV, porém exigem amostras na fase aguda da doenga (PEELING et al., 2010;
SIMMONS et al., 2012).

Os métodos indiretos, as sorologias, sdo muito utilizados por serem os mais
praticos, mais baratos e excelentes para monitoramento epidemiologico (PEELING et al.,
2010). Dentre as sorologias, a IgM ja pode ser detectada logo no inicio da infec¢ao pelo virus
da dentre a partir do 4° dia do inicio do quadro febril e a IgG ¢ detectavel a partir do 7° dia de
infeccdo (PEELING et al, 2010; SIMMONS et al, 2012). Hoje, dificultados pelo
acometimento da populacdo que evita procurar servicos médicos nas fases agudas de suas

afeccoes.
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A figura 10 mostra um resumo dos métodos diagnosticos € o periodo de melhor
deteccao. Uma vez detectado o genoma viral, a proteina ndo estrutural 1 (NS1) ou demonstrar
a soroconversdo com IgM pode-se dizer que estes sdo casos confirmados para dengue. A
dosagem de IgM ¢ muito utilizada na para monitoramento epidemioldgico e para monitorar e
avaliar a eficacia das intervengdes para evitar epidemias (PEELING et al., 2010; SIMMONS et
al., 2012).

Figura 10 — Opgodes de diagnostico laboratorial em pacientes com suspeita de dengue

m—
1gG (infecgdo b
priméria) 'L//
N
IgG (infecgdo secundaria) >
V
I\\
\
IgM >
s
V
NS1 (soro, Elisa ou teste rapido) >
\_\\. y
T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias de doenga

Fonte adaptado de SIMMONS, 2012

Assim, como os marcadores inflamatorios sugerem gravidade da dengue, a proteina
secretada na fase inicial da infeccdo pelo DENV, a NS1 pode se ligar a anticorpos formando
imunocomplexos e consequentemente induzir a ativacdo da cascata do complemento
contribuindo para um aumento da permeabilidade vascular nos casos de dengue grave
(CHUANG et al., 2013; SRIKIATKHACHORN; KELLEY, 2014). Desta forma, a NSI se
mostra como um fator viral que contribui tanto para o aumento da replicacdo viral como para
evasdo da resposta imune. Outra atuagdo importante da NS1 € que esta proteina ndo estrutural
do DENV se liga a protrombina (fator da coagulagdo que ao ser ativado converte o fibrinogénio
em fibrina e quando associado as plaquetas ajudam a impedir sangramentos) inibindo a sua
atuagdo o que consequentemente retarda a formagdo do tampao plaquetario refletindo no
prolongamento do tempo de tromboplastina parcial ativa (TTPA), exame importante de

avaliagdo da coagulagdo. A vantagem da dosagem de NS1 ¢ que ela ja pode ser detectada
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precocemente antes mesmo da producdo de anticorpos contra o DENYV, sendo, portanto, uma
proteina da fase aguda da infec¢do viral pelo DENV (CHUANG et al., 2013).-

1.8 Megacariocitos e plaquetas

Os megacariocitos (MK) sdo células precursoras da linhagem megacariocitica
produtoras das plaquetas (NOETZLI; FRENCH; MACHLUS, 2019). O tamanho destas células
varia de 30-100 um de diametro, sendo as formas mais maduras multinucleadas devido as
endomitoses tornando capaz de produzir cerca de 10.000/mm? plaquetas durante seu ciclo de
vida (CUNIN; NIGROVIC, 2019; NOETZLI; FRENCH; MACHLUS, 2019; SZALAI,
LARUE; WATSON, 2006). De uma forma geral, os megacariocitos sdao células gigantes
polinucleadas de caracteristicas morfolégicas tnicas com nucleo avermelhado, irregular,
grande de aspecto multilobulado com cromatina densa e sem nucléolos visiveis. Ja seu
citoplasma ¢ abundante e acidofilo com regides de granulos discretamente basofilos, como
mostra na figura 11 (PACHECO et al., 2003). E justamente nesta fase de abundéncia
citoplasmatica que havera a producao de plaquetas por meio de fragmentacao e seu nticleo sera
posteriormente metabolizado por macréfagos. Os MKs maduros localizam-se proximos aos

sinusodides para liberar as plaquetas direto na corrente sanguinea (SILVEIRA et al., 2011).

Figura 11 — Medula 6ssea de individuo normal com megacari()citos indicados pelas setas.
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Medula 6ssea em individuo normal mostrando os aspectos morfologicos dos megacariocitos. MK

acidofilos, em formas mais maduras, arredondados, multinucleado ¢ coeso com cromatina densa e



42

localizados proximos aos sinusoides. Figura mostra megacariocitos normais na medula 6ssea corados
com HE no aumento 1000x.

Fonte adaptada: (Silveira et al., 2011)

Em um individuo normal, os megacariocitos se diferenciam a partir de uma célula
progenitora da medula 6ssea (célula hematopoiética pluripotente) capazes de formar todas as
células sanguineas, dentre elas os MKs (figura 13). A medida em que essa célula pluripotente
se diferencia e prolifera o processo de maturagdo se inicia. Essa multiplicacdo e diferenciacao
clonal da linhagem megacariocitica ocorre sob a influéncia de reguladores, como unidades
formadoras de colonias, fatores estimuladores, trombopoietina (hormonio glicoprotéico
produzido pelo figado e rins e exclusivo para estimulacdo da megacariopoiese) € outras
citocinas, resultando na sua maturacdo. Com a maturagdo dos megacarioblastos durante a
megacariopoiese hd também uma mudanga na expressdo dos seus receptores de membrana
como representado na figura 12 (SZALAI; LARUE; WATSON, 2006).

Ao longo desse processo de maturagdo os megacarioblastos sofrem alteracdes
celulares e moleculares importantes que inclui multiplas endomitoses sem ocorrer divisdo
celular (figura 13). Por isto, os megacariocitos sdo células gigantes e multinucleadas. Ao
completar maturagdo, os megacariocitos passam a ser capazes de produzir as plaquetas que tém
uma vida média de 7 dias em humanos e expressam os mesmos marcadores de superficie de
membrana especificos de suas células progenitoras, os megacariocitos, representados na figura
12 (CECCHETTI et al., 2011; DEUTSCH; TOMER, 2006; KAUR et al., 2020, 2022; PATEL,;
HARTWIG; ITALIANO, 2005; SCHULZE; SHIVDASANI, 2004; SZALAI; LARUE;
WATSON, 2006).

Alguns autores sugerem que a diferenciacdo das células da linhagem mieldide em
MK ocorra ainda na medula 6ssea, enquanto outros sao liberados na corrente sanguinea ainda
imaturos até chegarem nos capilares pulmonares onde completariam sua diferenciagdo e
liberariam as plaquetas. Esta migracao e diferenciacao no sitio pulmonar sugere que os pulmdes
sejam o principal sitio extra medular de produgdo e liberagdo plaquetaria (NOETZLI;
FRENCH; MACHLUS, 2019; SZALAI; LARUE; WATSON, 2006; THACHIL, 2009). De
acordo com os estudos, os megacarioblastos sdo liberados na corrente sanguinea para os
capilares pulmonares, onde sofrem processos de divisdo, endocitose e diferenciagdo com a
liberacao das plaquetas, sugerindo que os pulmdes participam como um dos principais sitios
extra medular de produgdo e liberagdo plaquetaria (NOETZLI; FRENCH; MACHLUS, 2019;
SZALAI; LARUE; WATSON, 2006; THACHIL, 2009). Esse processo tem sido documentado
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através de metodologias como a imuno-histoquimica utilizando os marcadores CD61, CD41 e

CD42 da linhagem megacariocitica, nos precursores megacariociticos e as plaquetas (produto

final dos MK) (SZALAI; LARUE; WATSON, 2006) que sdo marcadores de superficie

mostrados nas figuras 12 e 14.

Figura 12 — Megacariopoiese com marcadores de superficie de cada estagio da diferenciacao

desde a célula pluripotente até¢ megacariocitos e plaquetas.
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Fonte Adaptada: (SZALAI; LAURE; WATSON, 2006)

Figura 13 — Hematopoiese e megacariopoiese na medula dssea
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Representacdo da megacariopoiese na medula dssea e quais tipos celulares percussores sdo capazes de
se diferenciar no megacariocito precursor (MKP).

Fonte Adaptada: (Noetzli; French; Machlus, 2019)

O potencial imune das plaquetas depende diretamente de suas células precursoras,
os MK e por isto os megacariocitos originados nos pulmdes (extramedulares) originariam
plaquetas com maior capacidade de gerar resposta imune. Isto deve-se ao fato dos MKs
pulmonares ficarem mais expostos a uma variedade e quantidade maior de patdégenos do que

aqueles da MO (ambiente mais estéril) (KOUPENOVA; LIVADA; MORRELL, 2022)-

Figura 14 — Ilustragdo das vias classica e de emergéncia da megacariopoiese € migracao dos

megacaridcitos da medula dssea para os pulmdes
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Fonte: (CUNIN; NIGROVIC, 2019)

Figura 15 — Ilustracao de Ludwin Aschoftf de 1893 demonstrando células gigantes nos capilares
pulmonares (atualmente descritos como megacariocitos pulmonares)
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Fonte: (BARCAT, 2017).

A busca por um melhor entendimento do papel dos megacaridcitos e seus
fragmentos (plaquetas) pode ser crucial na compreensao e dos fenomenos hemorragicos da
dengue grave pois estdo envolvidos nos processos de hemostasia e coagulagdo. Processos esses
que podem ser diretamente impactados pela infec¢do pelo virus da dengue. Além disto, o
megacaridcito vem sendo apontado como uma célula com um papel importante junto a resposta
do sistema imune contribuindo com a resposta inflamatéria em diversos orgaos, dentre eles o
pulmdo, ocasionando alteragdes funcionais (BOILARD; FLAMAND, 2019; CUNIN;
NIGROVIC, 2019; FRYDMAN et al., 2020, 2019).

As manifestacdes hemorragicas que ocorrem na dengue grave estdo intrinsecamente
relacionadas a fungdo vital das plaquetas: a manuten¢ao da homeostase vascular e prevengao
de eventos hemorragicos. Assim, os sinais de gravidade da dengue tém sido relacionados com
uma redugdo da contagem de plaquetas e outras células do sistema imunologico. Além disso,
esta deplecao celular ¢, também, apontada como uma consequéncia da supressao da medula

Ossea causada pela infecgdo viral (VOGT et al., 2019).
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Como os megacariocitos sao produtores das plaquetas, a identificacdo in vivo da
infecgao e replicacao do virus da dengue poderia explicar a queda da contagem plaquetaria bem
como funcionalidade inadequada em pacientes com dengue. No entanto, até o momento, s6 foi
identificado in vitro e em modelos animais que o DENV ¢ capaz de infectar megacaridcitos, e
consequentemente também as plaquetas (BOILARD; FLAMAND, 2019; VOGT et al., 2019).
Alguns estudos tém postulado que a elucidacdo dos mecanismos da infeccio do MK pelo
DENYV pode contribuir principalmente na conteng¢ao das manifestacdes hemorragicas da dengue
que sao potencialmente fatais (BOILARD; FLAMAND, 2019; VOGT et al., 2019). Destaca-se
ainda outro aspecto relevante, uma vez infectados os MK, seus produtos, as plaquetas, também
apresentarao condi¢des propicias para que a replicacdo viral ocorra. Tal fato ¢ reforgado pelo
indicio de que as plaquetas possuem todo o maquindrio necessdrio para proporcionar a
replicagio do DENV (PRYZDIAL; SUTHERLAND; SIMON, 2017; SIMON;
SUTHERLAND; PRYZDIAL, 2015).

Noisakran et al., identificaram no seu estudo in vitro que hd um declinio transitorio
da celularidade da medula 6ssea (MO) no inicio da infec¢do pelo virus da dengue, e comega a
gradualmente retornar aos niveis normais a partir da 2* semana pds-infec¢do. Ainda apontou
que as CD61+ que mais tiveram marcacdo positiva para antigenos do DENV demonstrando
uma infeccdo da linhagem megacariocitica, além de antigenos virais do dengue terem sido
identificados nas plaquetas. Estas por sua vez possuiam o virus com suas caracteristicas de
infectividade quando adicionado sangue de primatas ndo humanos ha culturas de células
(NOISAKRAN et al., 2012b).

Clark e colaboradores (2016) demonstram a replicagdo do DENV em
megacaridcitos in vitro, através do aumento da contagem de células marcadas com CD61+
(marcador para megacaridcitos) em pacientes com altos titulos de virus da dengue (DENV) no
sangue circulante. Tal observacdao, embora que in vitro, sugere que o DENV seja capaz de
replicar em megacariocitos e plaquetas (CLARK et al., 2016).

Uma explicagdo para os fendmenos hemorragicos da dengue seria uma disfuncao
das plaquetas decorrente da infec¢do direta dos megacariécitos pelo DENV (CLARK, 2016).
Embora recentemente tenha sido descrito a presenca in vitro do DENV em megacaridcitos, até
o momento ainda ndo foi possivel a demonstracdo da infec¢do e replicagdo do DENV em
megacariocitos in vivo.

Uma vez havendo a demonstracdo dos MK como células alvo e participantes do
ciclo do DENYV, isto poderia reforcar o papel destas células na deflagracdo de uma resposta

imunoldgica na dengue. Infelizmente, o papel dos MK no sistema imunoldgico ainda nao esta
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totalmente definido embora tenha sido observado que, diante de estimulos patogénicos, os MK
liberam plaquetas em casos de sepse, podendo inclusive liberar redes que contém material
genético de forma semelhante as NETs dos neutréfilos (FRYDMAN et al., 2019).

Isto ¢ corroborado pelo aumento da populacdo dos megacaridcitos no sangue
periférico dos pacientes sépticos (FRYDMAN et al., 2020). Como a dengue grave ¢ considerada
um quadro séptico, a observacdo do aumento desta populacdo celular poderia ajudar a
compreender melhor o papel dos megacaridcitos na patogénese do quadro hemorragico da
dengue.

Outros estudos mostram ainda que os megacariocitos permitem que outras células
da linhagem hematopoiética transitem pelo interior de seu citoplasma havendo a possibilidade
de troca de material, principalmente entre MK e neutréfilos (CUNIN; NIGROVIC, 2019;
THACHIL; LISMAN, 2020). Essa comunicagdo entre cé¢lulas do sistema imunologico pode
indicar que os megacaridcitos possam também funcionar como células apresentadoras de
antigenos com intuito de deflagrar uma resposta contra o agente invasor. Assim, além da
possibilidade de contribuir para a replicagdo viral, as plaquetas e os megacariocitos
contribuiriam com tentativa de remocgao do virus da dengue através da estimulagdo da resposta
imune inata como a apresentagdo de antigenos e liberacdo de citocinas, além de promover uma
resposta inflamatoria (PRYZDIAL; LIN; SUTHERLAND, 2017).

Como uma célula de linhagem hematopoiética, os megacaridcitos sdo produzidos e
¢ iniciado seu processo de diferenciagdo na medula dssea. No entanto, ja ha algumas décadas
descreve-se que os megacariocitos (MK) sao encontrados de forma frequente nos capilares
alveolares onde uma parte das plaquetas sdo liberadas na corrente sanguinea (KAUFMAN, R.
et al., 1965; KAUFMAN, R. M. et al., 1965; LEVINE et al., 1990).

Embora as plaquetas sejam facilmente encontradas na corrente sanguinea, 0 mesmo
ndo ocorre com suas cé¢lulas progenitoras, os megacariocitos, que ficam, em sua maioria,
sequestradas nos pulmdes (HOWELL; DONAHUE, 1937). Assim, os megacaridcitos estariam
estrategicamente posicionados no sitio pulmonar, pois os capilares alveolares sdo expostos a
uma grande variedade de patdgenos, proteinas e mediadores inflamatdrias liberadas pelo figado
na corrente sanguinea. Ou seja, os megacariocitos poderiam transferir material genético e se
comunicar com outras células do sistema imune (processo chamado de emperipolese), liberar
citocinas, ativar outras células do sistema imune e células endoteliais (CUNIN; NIGROVIC,
2019; PRYZDIAL; LIN; SUTHERLAND, 2017; THACHIL; LISMAN, 2020).

Sem duvida, os megacaridcitos formam uma classe peculiar de células e que nao

possuem uma fungdo especifica. Curiosamente, em 1890, pensou-se que estas células eram
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oriundas de pequenas c¢lulas linfoides que se multiplicavam tornando-se multinucleadas ou até
mesmo oriundas da fusdo atipica de linfocitos, leucdcitos e osteoblastos, além de serem capazes
de secretar materiais, hoje conhecidos como plaquetas (HOWELL, 1890).

Atualmente essa fusdo atipica do passado pode ser o fendmeno recentemente
descrito como engolfamento de outras células hematopoiéticas, principalmente neutréfilos
(CUNIN et al., 2019; CUNIN; NIGROVIC, 2019).

Os poucos megacariocitos encontrados no sangue circulante possuem um
citoplasma escasso, mostrando-se como células menores podendo ser até confundidas com
linfécitos, refor¢gando a hipotese de que teriam sido liberados na corrente sanguinea ainda
imaturos. Assim, os MK, que teriam a habilidade de atravessar o endotélio na medula 6ssea
aonde sdo originados, permaneceriam intactos e se dirigiriam até os capilares pulmonares onde
seriam sequestrados e entrariam em contato com uma gama maior de patdogenos e substancias
provenientes do meio externo (CUNIN; NIGROVIC, 2019; KAUFMAN, R. et al., 1965)

Com relacdo a quantidade de plaquetas, esta contagem tende a se manter constante
em condigdes fisioldgicas. Estima-se que um tnico megacariocito produza em média 3.000-
10.000 plaquetas com vida média de até 10 dias (KAUFMAN, R. et al., 1965).

Os MK sao células com tamanho de até dez vezes maior que um linfocito, o que
dificulta sua passagem pelos capilares pulmonares o que indica que estas células ficam, em sua
maioria, sequestradas nos pulmdes e liberam as plaquetas diretamente na corrente sanguinea.
Assim 0s megacariocitos estariam estrategicamente posicionados nos pulmoes pois ¢ um 6rgao
que entra em contato diariamente com uma grande variedade de patdgenos externos, além de
proteinas e mediadores inflamatorias liberadas pelo figado na corrente sanguinea.

Na presenca de infecgdes, onde ha um certo estimulo da megacariocitopoiese, pode
haver um aumento da populag¢do pulmonar de megacariécitos (KAUFMAN, R. M. et al., 1965).
Kaufman et al., em seus estudos datados de meados do século XX relatavam que os MK nao
eram produzidos nos pulmdes, mas sim carregados até o leito capilar alveolar através da
circulacdo venosa onde maturavam e liberavam na corrente sanguinea seus fragmentos
celulares que hoje chamamos de plaquetas (KAUFMAN, R. et al., 1965; KAUFMAN, R. M. et
al., 1965; SHARMA; TALBOT, 1986; TROWBRIDGE; SLATER; MARTIN, 1987). Isso pode
ser confirmado em achados de necropsia, quando o numero da populacdao de megacaridcitos
mostra-se aumentado em casos de doengas, pois sdo levados até os pulmdes que funcionam
como “filtros” reduzindo assim a quantidade desta populacdo celular no sangue periférico

(SHARMA; TALBOT, 1986; TROWBRIDGE; SLATER; MARTIN, 1987).
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Ha ainda um aumento da populagdo de megacaridcitos pulmonares em pacientes
com algumas infec¢des agudas, hemorragias, estados de choque e doengas pulmonares devido
a consumptiva (SHARMA; TALBOT, 1986). O aumento da populagdo megacariocitica pode
ser observada nos casos de dengue grave, onde manifestacdes hemorragicas com diminuigao
importante da volemia acontecem, podendo estar ou ndo associado a outras doengas pulmonares
como pneumonite, broncopneumonia, edema e hemorragia pulmonares (BARROSO, 2017;
BRAGA, 2014; POVOA et al., 2014).

Além disso, foi demonstrado que a replicagdo viral excessiva dentro das células
alvo leva a um aumento do estresse oxidativo (acumulacdo de ROS) e consequentemente pode
levar a apoptose destas células. No entanto, Kaur e seus colaboradores observaram que os
megacariocitos diferenciados e infectados pelo DENV mostravam uma redugdo dos niveis
desses ROS devido a ativagdo do fator de transcricio NFE2L2 promovendo, portanto, a
replicacdo viral pois parece interferir no processo de diferenciagdo e maturagdo dos
megacariocitos (KAUR et al., 2022). A figura 16 mostra os principais fatores de transcrigao e
citocinas envolvidas no processo de maturagdo da linhagem megacariocitica e a figura 17 o

potencial inflamatorio e fungdo dos megacaridcitos e plaquetas.

Figura 16 — Citocinas e fatores de transcrigao presentes na megacariopoiese
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Como até o momento nada foi descrito relagdo ao papel dos megacaridcitos e/ou

plaquetas na replicagdo viral da dengue, o presente estudo buscou identificar a presenca

aumentada de megacariocitos e identificar a replicacdo do DENV em megacariécitos do tecido

pulmonar in vivo. Assim, poderemos contribuir ampliando o rol de células infectadas pelo

DENYV, bem como trazer mais informagdes que possam contribuir para desvendar os

mecanismos fisiopatoldgicos da dengue grave e da plaquetopenia associada nestes casos.

Figura 17 — Mecanismos efetores e resposta imune dos megacariocitos como células

importantes nas repostas imunologicas.
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2. JUSTIFICATIVA

A dengue ¢ uma doenca que tem reemergido como um grande desafio para satde
publica mundial e os casos de maior gravidade vém aumentando em incidéncia, portanto
entender o mecanismo de infeccdo e recuperacdo das plaquetas para dar subsidio ao
desenvolvimento de terapias que contenham essas manifestagdes mais graves da doenca ¢ de
fundamental importancia. O estudo das células progenitoras das plaquetas, os megacariocitos,
e sua possivel infec¢do com replicacao pelo DENV pode contribuir com a elucidagdo de um
provavel mecanismo envolvido na plaquetopenia da dengue, bem como na evolugao para casos
de maior gravidade. Assim o presente trabalho podera contribuir demonstrando a infecg¢ao pelo
DENV nos megacaridcitos pulmonares e poderda ajudar a desvendar outros mecanismos
fisiopatoldgicos além de dar suporte ao desenvolvimento de tratamentos especificos que tenham
como alvo a protegdo dos megacaridcitos contra a infeccdo do virus da dengue e
consequentemente das plaquetas, além de manter a produgdo destas € minimizar os riscos de
sangramentos e/ou tromboses. Bem como identificar megacariocitos pulmonares marcados com

NS3 indicando infecgdo destas células pelo virus da dengue.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

Avaliagdo dos megacaridcitos pulmonares e sua relagdo com a clinica, a

anatomopatologia e histopatologia dos casos fatais por dengue. .

3.2 Objetivos especificos

— Avaliar a morfologia dos megacaridcitos dos casos fatais por dengue frente aos casos
controles

— Correlacionar as manifestagdes hemorragicas (clinica e anatomopatologica) com os
niveis de plaquetas e a populagdo dos megacariocitos pulmonares dos casos fatais por
dengue;

— Comparar sinais anatomopatologicos de trombose com os niveis de plaquetas e a
populagdo dos megacaridcitos pulmonares dos casos fatais por dengue;

— Identificar a presenga de NS3 em megacaridcitos do tecido pulmonar como indicio

indireto de replicagdo do DENV em pacientes com dengue grave e fatal.
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4. MATERAIS E METODOS

4.1. Aspectos Eticos

Este estudo foi realizado perante aprovagdo pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara, sob o parecer de n® 4.144.913
e CAAE com n° 34438320.8.0000.5054 (Anexo A), e seguiu as Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisa em Seres Humanos estabelecidas na
Resolucao 466/12 do Conselho Nacional de Saude/MS (BRASIL, 2012) e
respeitou os principios fundamentais de autonomia, beneficéncia, justica e

equidade.

4.2. Desenho do estudo

Foi realizado um estudo descritivo do tipo observacional transversal,
qualitativo, quantitativo e analitico a partir de uma amostra de 126 pacientes que foram a
obito com diagndstico clinico e laboratorial de dengue. Todos os casos tiveram o
diagnéstico laboratorial de dengue refeito e confirmado pelo SVO-CE. Para isto, foram
colhidas informagdes epidemioldgicas e materiais biologicos (sangue, liquor e amostras
teciduais) pelo SVO-CE e LACEN-CE para o devido diagnostico e confirmagdo da causa
das mortes. Apds esta investigacao, todos os 126 casos foram classificados como mortes
por dengue de acordo com os critérios de vigilancia epidemioldgica durante este periodo
de epidemia de dengue no estado do Ceard de 2011 a 2013. Além disso, todos esses 126
casos de dengue fatal foram autopsiados e os resultados foram também analisados pelo

Comité de Investigacdo de Obitos por Arboviroses do SVO-CE.

Foram incluidos no trinta e quatro (34) pacientes adultos que evoluiram para
0 Obito durante o periodo de janeiro/2011 a dezembro/2013 (periodo de epidemia de
dengue), no Estado do Ceara — Brasil e todos possuiam o diagndstico confirmado de
dengue devidamente notificados ao Nucleo de Vigildncia Epidemioldgica da Secretaria de

saude do Estado do Ceara (SESA-CE).

Inicialmente foram analisados os atestados de Obito dos pacientes adultos

submetidos a autopsias completas no Servigo de Verificagdo de Obitos da Secretaria de Satide
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do Ceara, com diagnoéstico de febre hemorragica da dengue e dengue com complicacio
(nomenclatura utilizada no periodo de 2011 a 2013 e atualmente classificados como dengue
grave), cuja confirmagdo diagnostica laboratorial foi efetuada pelo Laboratorio Central
(LACEN-CE), através de imunohistoquimica, pesquisa NS1, pesquisa IgM sérica, RT-PCR e/ou
isolamento viral a partir de amostras bioldgicas de sangue, liquor, efusdes e tecidos coletadas
pelo SVO-CE durante as autopsias.

A amostras estudadas se referem a casos de obitos de dengue fatal hemorragica no
periodo de janeiro/2011 a dezembro/2013, no Estado do Ceara — Brasil.

Foram coletadas 32 amostras para controle de tecido pulmonar humano normal de
adultos que foram a dbito por morte sibita sem comprometimento pulmonar e sem diagndstico
de dengue ou outra arbovirose.

Apos a selecao dos pacientes adultos, que fariam parte do estudo, foram solicitados
ao SVO-CE os blocos de parafina com tecido pulmonar para que fossem feito estudo
histopatologico com as laminas coradas com hematoxilina-eosina para identificacdo dos
megacariocitos e plaquetas, bem como a realizagdo de marcacdo pela imunohistoquimica com
anticorpo anti-CD61 (para confirmagdo e quantificagdo de megacariocitos) e anticorpo anti-
NS3 (para identificag¢do de replicagdo viral em megacaridcitos pulmonares).

Os dados de identificacdo, clinicos e anatomopatoldgicos foram obtidos através da
revisdo dos prontuérios e fichas de atendimentos fornecidas pelo SVOCE.

Com relagao a confirmagao do diagnostico laboratorial de dengue (Figura 18), segue-se
o fluxograma do SVO-CE de casos suspeitos de dengue no periodo de 2011 a 2013 e esta

representado na figura abaixo.
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Figura 18 — Esquema do fluxograma da sequéncia da obten¢do das amostras para confirmagao

do diagnostico dos casos suspeitos de dengue no SVO-CE durante o periodo de 2011 a 2013

Casos Fatais com Suspeita de Dengue (SVO)

Coleta de Dados Clinicos

Ficha de Atendimento

Fonte: (BRAGA, 2014).

Autdpsia

Sangue
Ligquor
Efusdes

Bolamento Viral
M5-1
fghA Innli-dm;u:l
RT-PLR

4.3. Critérios de inclusao

— Grupo Dengue: Adultos (>18 anos) com diagnostico clinico e laboratorial de dengue

confirmados e devidamente notificados ao Nucleo de Vigilancia Epidemiologica da

Tecidos

A freseo

Tecidos

lzolamenta viral
RT-PCR

Secretaria de Saude do estado do Ceara. (Figura 19).

Imunchistoguimica
{anti-dengue)

Histopatoldgico

— Grupo Controle: pacientes adultos (>18 anos) que foram a 6bito por morte subita sem

comprometimento pulmonar e sem diagnodstico de dengue ou outra arbovirose.

4.4. Critérios de exclusao

— Auséncia de dados (hemograma ou contagem de plaquetas) ou material insuficiente

para andlise (blocos de parafina com tecido pulmonar)
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Dos 126, utilizamos 34 casos fatais por dengue pois eram casos de pacientes adultos com exame
de contagem de plaquetas realizado em ate 24h antes do 60bito e que tinham material suficiente
para analise (confec¢do de blocos e laminas de TMA para coloragdo e imuno-histoquimica)

(Figura 19).

Figura 19 — Esquema do fluxograma da coleta de amostras de tecido pulmonar deste estudo em

casos confirmados de dengue em adultos do SVO-CE no periodo de 2011 a 2013

126 suspeitos de dengue

95 Adultos (>15 anos) |

52 sem plaquetas 43 com plaquetas

09 com material insuficiente

34 casos fatais de dengue com plaquetas

Fonte: Elaborado pelo autor

Foi instituido um grupo um grupo controle com 32 pacientes que foram a 6bito por
morte subita (em geral por acidentes vasculares cerebrais, infarto agudo do miocardio
fulminante, hemorragia gastrointestinal aguda ou arritmia cardiaca) e com autdpsia também
realizada pelo SVO-CE. Foram excluidos casos com sorologia positiva para outra
arbovirose, doengas cronicas como cancer, diabetes, HIV, autoimunes, doengas pulmonares
(infecciosas ou ndo) por gerarem um estado inflamatdrio pois poderiam influenciar na

representatividade da populacdo de megacariocitos em um individuo normal.
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4.5. Microarranjo de tecido pulmonar (tissue microarray ou TMA)

Microrranjo de DNA ou chip de DNA é composta por um conjunto de pontos (spots) em
um bloco de parafina preenchidos com o tecido a ser estudado, no caso pulmdo, contendo
sondas para determinadas moléculas alvo. Esta tecnologia de microarray permite investigar
centenas ou milhares de genes em uma amostra através de uma reacao de hibridizacao.

O protocolo utilizado pelo laboratoério foi constituido por 7 linhas e 10 colunas sendo os
2 primeiros spots do bloco sdo de tecido renal de rato para facilitar a leitura sequencial dos
casos. O bloco de dengue contém 34 casos e o controle 32 casos. (Figura 20)

Foram utilizados microarranjos de tecidos pulmonares (TMA) (Figura 21) para
quantificacdo da imunoexpressdo do biomarcador CD61 foi realizado no Laboratorio de
Patologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Cearda (UFC). O tecido
pulmonar foi inicialmente visualizado no HE para avaliar a preseng¢a de MK e sua morfologia,

no entanto, a escolha dos spots foi aleatéria nos blocos de parafina.

Figura 20 — Protocolo com o planejamento do bloco dos casos de dengue com as microsessoes
(spots) dos 34 casos distribuidos em 10 colunas e 7 linhas de TMA

Bloco de TMA - DENGUE

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 RIM RIM 0328/11 032811 0855/11 0855/11 0897/11 0897/11 119411 1194f11

Fonte: Elaborado pelo autor.



58

Figura 21 — Blocos e laminas do estudo.

A B C D

2 Blocos (A) e 2 laminas de HE confeccionadas no Laboratorio de Patologia da Faculdade de Odontologia da
Universidade Federal do Ceara (UFC) (B) 5 laminas com marcagdo com anticorpo anti-CD61 confeccionadas no
Laboratorio Biopse em Fortaleza/CE (C) ¢ 5 laminas de TMA confeccionadas no Laboratério Multiuso do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (FMUSP) e marcadas com
anticorpo anti-NS3 (D) contendo os 34 casos de dengue e os 32 casos controles, além dos controles positivo e
negativo.

Fonte: Arquivo da pesquisa e elaborada pelo autor.

4.6. Analises histopatologicas

Os blocos de parafina dos tecidos pulmonares foram cortados utilizando-se lamina
descartavel para corte histolégico da marca Leica (MR) de perfil alto 818 (80mm x 14mm x

0,35mm), no micrétomo Leica modelo RM.

As amostras de tecidos pulmonares das autopsias foram fixadas em formalina (10%) e
emblocadas em resina de parafina. Para a andlise histopatoldgica foram feitos cortes
adicionais a na espessura de 4 um, seguindo-se a sequéncia de desparafinizagdo em xileno,
reidratacdo com dlcool, fixacdo com hematoxilina/eosina (HE) e utilizado para fixagdo das

laminulas 6leo do Canada sintético QEEL para micrétomo.

Foram confeccionadas ldminas, com dois spots com didmetro de 2mm por paciente
para ambos os grupos, dengue e controle (Figura 21), sendo uma lamina de cada grupo corada
com hematoxilina e eosina e 5 laminas silanizadas que foram identificadas e estocadas a 5°C
para preservacao até a realizacdo da marcagao com as imunohistoquimicas (com anticorpos

anti-CD61 e anti-NS3).
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4.7. Estudo morfométrico

A andlise dos megacaridcitos foi realizada sob microscopia Optica com objetiva de 40x
em microscopio Zeiss (MR) Scope Al e ocular de 10x (aumento de 400x) e realizada captura
de imagens do parénquima pulmonar com a camera Axiocam ERc¢ 5s anexada ao microscopio.
A morfometria computadorizada foi realizada através do software Zen 2.3 (MR) através da

contagem dos megacaridcitos e das imunomarcagdes tanto para CD61 quanto para NS3.

Foi utilizada andlise da relagdo histomorfométrica dos megacariocitos para ambos os
grupos (dengue e controle) coradas com hematoxilina e eosina (HE). Aqui foi observado
presenga e auséncia dos megacariocitos pela coloracao no HE e posteriormente confirmada
pela imunoexpressao com CD61 com a sua quantificacao para posterior analise em ambos 0s

grupos (dengue e controle).

A marcagao com NS3 foi utilizada para identificagdo dos megacariécitos infectados
pelo DENV pois células NS3+ identificas confirmam a presenga de replicagdo do DENV no

interior destas células dos tecidos pulmonares estudados.

4.8. Estudo Imunohistoquimico para identificacao e quantificacio do marcador CD61 e

identificacao do marcador NS3

4.8.1 Marcacgdo com anticorpo anti-CD61

A técnica aplicada no presente estudo para identificagdo e quantificacdo dos
megacaridcitos foi realizada no Laboratério Biopse em Fortaleza-CE da seguinte forma:
utilizou-se cortes de 3um de espessura dos TMA dos grupos dengue e controle (de que estavam
previamente fixados em formalina), bem como seu respectivo controle positivo (medula 6ssea)
e fixados em laminas de vidro silanizadas (3-aminopropiltrietoxilano). Em seguida, as ldminas
foram levadas a estufa a 60°C por sessenta minutos para secagem e fixagao do tecido. Todas as
reacdes foram realizadas por automagao pelo método da imunoperoxidase indireta com técnica
e deteccdo pelo sistema XT Ulltraview DAB v3, revelados com diaminobenzidina (DAB)
utilizando-se o equipamento Benchmark Ultra Ventana da ROCHE que segue as seguintes
etapas: recuperacao antigénica, bloqueio das enzimas endogenas com peroxidase, incubagao
com anticorpos primarios (antigeno CD61), e incubacdo dos anticorpos secundarios (reagentes

para revelagcdo do complexo antigeno-anticorpo).
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Na imunohistoquimica para deteccdo da expressdo do antigeno CD61 foi utilizado um
anticorpo monoclonal de camundongo que tem marcacao citoplasmatica ¢ que quando
marcados com o complexo enzimdatico avidina-biotina-cromdgeno, cuja substancia
cromogénica ¢ diaminobenzidina, confere a reagdo positiva uma coloragdo marrom-

acastanhada.

No estudo em questdo, o anticorpo anti CD61 utilizado foi do fabricante Cell Marque
Corporation USA, clone 2f2, pronto para uso e nao precisou diluir (0,28 pg/mL). Além da
marcagdo foi realizado um teste de background sem a incubacdo com o anticorpo primario,

apenas com a contracolora¢do (a hematoxilina).

4.8.2. Marcagdo com anticorpo anti-NS3

A técnica de imunohistoquimica foi utilizada para identificar a presenca de antigenos
virais de proteinas ndo estruturais, NS3, viral nos megacaridcitos das amostras de tecidos
pulmonares. O protocolo utilizado foi o do Laboratorio de Imunologia viral no Instituto

Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ).

A recuperacdo antigénica foi realizada por aquecimento do tecido na presenca de
solugdo de recuperacao de alvo EnVision Flex pH alto (Dako, CA, EUA). Os tecidos foram
bloqueados para peroxidase endogena com 3% de peroxidase de hidrogénio em metanol e
lavados em Tris-HCI (pH 7,4). Para reduzir a ligagdo nao especifica, os cortes foram incubados
por 30 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram entdo incubadas durante a noite a
4 ° C com anticorpo recombinante anti-DENV NS3 (POVOA et al., 2014). No dia seguinte, as
secdes foram incubadas com anticorpo secunddrio REVEAL COMPLEMENT (Spring
Bioscience, CA, EUA) por 10 min e um conjugado de anticorpo secundario REVEAL-HRP
(Spring Bioscience , CA, EUA) por 15 minutos em temperatura ambiente. A reacdo foi revelada
com diaminobenzidina (Spring Bioscience, CA, EUA) como cromogénio e os cortes foram

contrastados com hematoxilina de Harris (Dako, CA, EUA).

A identificacdo da replicagdo do DENV deu-se por meio da identificagdo morfologica
dos megacariocitos pulmonares marcados com o anticorpo anti-NS3. Os controles negativo e

positivo foram adicionados a reagdo conforme orientagcdo do fabricante.
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4.9. Analise dos dados

Os dados da amostra foram inicialmente incluidos em tabelas utilizando o programa
Microsoft Excel®. Os dados foram: a identifica¢do dos pacientes, idade, sexo, diagndstico
laboratorial da dengue, tempo de evolucdo da doenga, sinais clinicos de hemorragia, sinais de
hemorragia e trombose na necropsia, contagem de plaquetas, contagem dos megacariocitos
pulmonares, avaliagcdo de presenca da marcagdo com o anticorpo anti-NS3 (indicativo de

replicacdo viral) nos megacaridcitos pulmonares.

Os dados foram digitados em planilha eletronica e utilizado o Microsoft Excel® e os
softwares GraphPad Prism® ver 5.00 e Jamovi ver 1.6 (2021) para andlise estatistica. Foram
consideradas variaveis qualitativas e quantitativas e realizados os seguintes testes: teste exato
de Fisher para as varidveis categoricas, e o teste T de Student e teste de Mann-Whitney para
as variaveis continuas condicionados a adesao a distribuicdo normal Shapiro Wilks. Feito teste
de correlagcdo Spearman entre as variaveis estudadas. Foram consideradas diferengas

estatisticamente significantes quando o p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Descricao da amostra

Esta amostra representada pelos 34 casos de dengue confirmada foi constituida de
19 casos (55,88%) em pacientes do sexo masculino e 15 (44,12%) do sexo feminino com média
de idade de 47,71 + 17,22 anos conforme apresentado na Tabela 02 Ja o grupo controle,
representado na Tabela 02, foi constituido por 32 pacientes que foram a 6bito por morte subita,
com faixa etdria semelhante ao grupo dengue, autopsiados pelo Servico de Verificagdo de
Obitos da Secretaria de Satde do Ceara entre janeiro/2015 e margo/2020 sem alteragdes
anatomohistopatologicas pulmonares descritas em atestado de 6bito. Dentre estes, 25 (78.12%)

eram do sexo masculino e 7 (21.88%) do sexo feminino com média de idade de 57.14 anos.

Tabela 2 — Dados demograficos de idade e sexos dos grupos dengue e controle

Género Idade (anos)
N° casos % Média  Desvio padrio

Grupo de Dengue (n=34)

Feminino 15 44.12% 45,87 17,89
Masculino 19 55,88% 49,16 17,03
Total 34 100,00% 47,71 17,22
Grupo Controle (n=32)

Feminino 7 21,88% 56,00 19,05
Masculino 25 78,12% 53,36 23,37
Total 32 100,00% 53,94 22,23

N° = ntimero; % percentual em relagdo ao total de casos da amostra
Fonte: Elaborada pelo autor

Todos os casos de dengue analisados tiveram confirmacao laboratorial em pelo
menos um método de diagndstico e estdo representados na tabela 03. Dentre os métodos
utilizados pelo SVO para confirmacao laboratorial da dengue a Imuno-histoquimica do tecido
hepatico foi a que mais confirmou a presenca do DENV tendo resultado positivo em 29 casos
(85,29%) seguida pela deteccao de NS1 em tecido pulmonar em 24 dos casos (70,59%), 8 casos

(23,53%) foram IgM positivos e em apenas 3 casos (8,82%) conseguiu-se isolamento viral.
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Tabela 3 - Frequéncia do método diagnostico laboratorial de dengue nos 34 casos da amostra.

Método Diagnostico N° casos dengue % total das observacdes
ITHQ tecido hepatico 29 85,29%
NSI1 IHQ tecido pulmonar 24 70,59%
IHQ tecido pulmonar 10 29,41%
IgM sérico (ELISA) 8 23,53%
NS1 sérico (ELISA) 6 17,65%
RT-PCR sérico 6 17,65%
Isolamento Viral 6 17,65%
Sorotipos do DENV 6 17,65%
RT-PCR sérico 3 8,82%
Isolamento Viral 3 8,82%

N° = niimero;
% percentual em relagdo ao total de casos da amostra
Fonte: Elaborada pelo autor

Foi possivel determinar apenas o sortipo de 06 dos 34 casos estudados (17,8%), sendo
03 casos do sorotipo DENV-1 e 03 do sorotipo DENV-4.

Com relacdo ao tempo de evolucao da doenca, a média de evolucdo da doenca até o
obito foi de 5,41 + 3,89 dias, sendo 20 dias a evolu¢ao mais longa e 1 dias a mais curta.

Com relagao tempo de evolugdo da dengue, desde o inicio dos sintomas até o dbito,
foi de 5.41 (o= + 3.89) dias (sendo 5,87 dias para sexo feminino e¢ 5,05 dias para sexo
masculino).

Quando observamos a amostra no que se refere a frequéncia das comorbidades,
encontramos 19 casos com comorbidades (55,88%) ¢ 15 (44,12%) sem nenhuma comorbidade
descrita. A frequéncia das comorbidade identificadas esta representada na Tabela 04, sendo as
doengas cardiovasculares as mais prevalentes: hipertensdo arterial sistémica (HAS) em 8 dos
casos (23,53%), cardiomiopatia em 7 (20,59%), dislipidemia em 1 (2,94%). Etilismo,
tabagismo e diabetes em seguida com os maiores percentuais de frequéncia, 23,53%, 11,76% e
8,82% respectivamente. As demais doengas (asma, doenca renal, doenga falciforme e cirrose

hepatica) tiveram uma frequéncia de um caso em cada comorbidade (2,94%)
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Tabela 4 — Frequéncia de comorbidades dos casos de dengue (n=34).

Comorbidade N° casos dengue % Total das observacoes
HAS 8 23,53%
Etilismo 8 23,53%
Cardiomiopatia 7 20,59%
Tabagismo 4 11,76%
Diabetes 3 8,82%
Obesidade 1 2,94%
Dislipidemia 1 2,94%
Asma 1 2,94%
Doenca renal 1 2,94%
Doenca Falciforme 1 2,94%
Cirrose hepatica 1 2,94%

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2. Dados Clinicos

Com relacdo aos dados clinicos do grupo de dengue (Tabela 05), os sinais de
hemorragia (sintoma de alerta da dengue) foram encontrados em 55,88% (19/34 dos casos),
sendo relatado hematémese em 20,59% (7/34), melena em 11,76% (4/34), gengivorragia 8,82%
(3/34), hemoptise 5,88% (2/34), hemorragia vaginal 5,88% (2/34) e sangramento no local da
puncao 2,94% (1/34).
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Tabela 5 — Sinais clinicos de alerta para sangramentos e a frequéncia dos tipos de sangramento

n = 34 casos.

Sinais Clinicos de alerta N % das observacoes
Sem sinais de Sangramento 15 44,12%
Com sinais de Sangramento 19 55,88%
Tipos de Sangramento 19 100,00%
Hematémese 7 36,84%
Melena 4 21,05%
Petéquia 4 21,05%
Equimose 3 15,79%
Hematoma 3 15,79%
Gengivorragia 3 15,79%
Hemoptise 2 10,53%
Hemorragia vaginal 2 10,53%
Sangramento no local da puncdo 1 5,26%

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.3. Dados anatomopatoldégicos de hemorragia e trombose

Foram também descritos sinais de hemorragia nas necropsias em 91,18% (31/34)
pacientes foram encontrados sinais de hemorragia cuja localizagdes mais frequentes foram:
sistema respiratorio 58,06% (18/34) seguido de 25,81% (8/34) para sistema digestivo, 25,81%
(8/34) cavidades, 16,13% (5/34) sistema circulatério, 12,90% (4/34) sistema urinario, 12,90%
(4/34) pele, 9,68% (3/34) SNC, 6,45% (2/34) sistema reprodutor, 3,23% (1/34) enddcrino e

3,23% (1/34) sistema musculo-esquelético, representados na tabela 06 abaixo.



66

Tabela 6 — Localizacdo das hemorragias descritas nas necropsias estratificadas por sistemas

em 31 dos 34 casos de dengue estudados.

Localizacdo das Hemorragias em necropsia N %

Sistema Respiratorio 18 58,06%
Sistema Digestivo 8 25,81%
Cavidade 8 25.81%
Sistema Circulatorio 5 16,13%
Pele 4 12,90%
Sistema Urinario 4 12,90%
Outros 4 12,90%
SNC 3 9,68%
Sistema Reprodutor 2 6,45%
Sistema Endécrino 1 3,23%
Sistema Muscular 1 3,23%

Fonte: Elaborada pelo autor.

J& com relagdo aos sinais de trombose nas necropsias (tabela 07), foram descritos
em 12 pacientes do total dos casos de dengue (35,29%) cuja localizagdes mais frequentes desses
casos com sinais de tromboses foram: pulmao (58,33%), coracdo (41,67%), rim (16,67%), bago

(8,33%) e intestino delgado (8,33%).

Tabela 7 — Sinais de trombose na necropsia estratificada por 6rgaos (12 de 34 casos de dengue

apresentaram sinais de trombose).

Sinais de trombose na necropsia N %o

Pulmao 7 58.,33%
Coragao 5 41,67%
Rim 2 16,67%
Baco 1 8,33%
Intestino 1 8,33%

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.4. Dados das plaquetas

A contagem de plaquetas do grupo dengue foi dividida em 2 subgrupos segundo os
critérios de plaquetopenia na dengue plaquetas < 100.000/mm> e plaquetas > 100.000/mm?
(Ministérios da Saude, 2016). Foi observado que 24 casos (70,59%) possuiam plaquetas <
100.000/mm> e 10 possuiam (29,41%) possuiam plaquetas > 100.000/mm>. A média das

plaquetas do grupo de dengue foi de 92.324 mm?

, sendo a média para o sexo feminino de
116.848 mm? e para o sexo masculino de 72.963 mm? (Tabela 08). Os dados de plaquetas
utilizados foi os tltimos exames de plaquetas nas 24h que antecederam o 6bito dos pacientes

com diagnostico de dengue.

Tabela 8 — Ntumero de casos de dengue com plaquetopenia (< 100.000/mm?)

Plaquetas N %

<100.000/mm’ 24 70,59%
>100.000/mm’ 10 29,41%
Total de casos de dengue 34 100%

Fonte: Elaborada pelo autor

Com relacdo aos dados clinicos de hemorragia, dados de hemorragia e trombose na
necropsia foi realizado teste de associacdo entre essas variaveis com contagem de plaquetas
<100.000 (plaquetopenia na dengue) e plaquetas >100.000 ndo foram encontradas associagdes
estatisticamente significativas para nenhuma dessas variaveis (p=1, p=0,549 ¢ p=0,113

respectivamente) (Tabela 09).

Tabela 9 — Teste de associacdo entre plaquetas e dados de hemorragia e trombose.

Sinais Clinicos de Sinais de Hemorragia |Sinais Trombose na
Plaquetas Hemorragia na Necropsia Necropsia
PLAQUETAS n % Média n % n % n %
<100.000 * 24 71% 51.626 21 87,5% 21 61,76% 9 26,47%
>100.000 10 29% 190.000 9 90,0% 10 29,41% 3 8,82%
Teste de Fisher p=1,0 p=0,549 p=0,113

* Para plaquetopenia: PLAQUETAS <100.000/mm3

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.5. Quantificacdo dos megacariocitos

Quando observamos a amostra com relagdo aos megacariécitos, identificamos pela
morfologia estas células em 32,35% dos casos com a coloracdo de hematoxilina e eosina.
Quando fizemos a imunohistoquimica marcando com o anticorpo anti-CD61 os megacariocitos
foram visualizados em 100% dos casos.

A partir da marcagdo com o anticorpo anti-CD61, foram feitas as contagens dos
megacaridcitos em 25 campos selecionados aleatoriamente com um aumento de 400x. A média
(1) da densidade dos megacaridcitos pulmonares da amostra foi de 5,32 por campo no aumento
de 400x (o =+2,69), sendo a média para o sexo feminino de 5,81/campo e para sexo masculino
de 4,94/campo no grupo de dengue. No grupo controle, a média (1) dos megacaridcitos
pulmonares foi de 2,61 por campo no aumento de 400x (o == 1,97).

Nao houve diferenga estatisticamente significativa da quantidade média dos
megacaridcitos entre os sexos masculino e feminino (p=0,369). Quando comparado os grupos
de dengue e controle com relacdo aos megacaridcitos, o aumento da populacdo dos
megacaridcitos do grupo de dengue mostrou uma diferenca estatisticamente significativa com
relacdo ao grupo controle (p < 0,001) (Grafico 01). A densidade de megacaridcitos entre os
grupos dengue e controle mostrou uma diferenga estatisticamente significativa (p < 0,001) com

um intervalo de confianca de 95%.

Grafico 01 — Comparagao entre populacao média de megacaridcitos dos grupos dengue

e controle.
Megacariécitos pulmonares: Dengue x Controle
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Legenda: MK: megacariocitos; hpf: high power field (campos de alta poténcia) Vermelho: casos do grupo controle
Azul: casos do grupo de dengue.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Quando fazemos a correlagdo entre as variaveis plaquetas, megacariocitos e idade
ndo encontramos correlacao significativa para nenhuma das correlagdes. Plaquetas e
megacariocitos (p=0,477), plaquetas e idade (p=0,325) e megacariocitos e idade (p=0,415).

Com relacdo a hemorragia e trombose nos casos de dengue, 88,24% (30/34) dos
casos que possuiam sinais clinicos de hemorragia também apresentavam contagem MK
aumentada, 85,29% (29/34) dos casos que possuiam sinais de hemorragia na necropsia também
apresentavam contagem MK aumentada e 91,18% (31/34) dos casos que possuiam sinais de
trombose na necropsia também apresentavam contagem MK aumentada. Foi realizado teste de
associagdo entre essas variaveis com aumento de megacaridcitos pulmonares (até em média 2
megacaridcitos/campo sao considerados normais) (VALDIVIA-MAZEYRA et al., 2021)
também ndo foram encontradas associacdes estatisticamente significativas para nenhuma

dessas variaveis (p=0,850, p=0,453 e p=0,641 respectivamente) (Tabela 10).

Tabela 10 — Teste de associag@o entre média de MK e dados de hemorragia e trombose.

Sinais Clinicos os de | Sinais de Hemorragia | Sinais Trombose na
MK Hemorragia na Necropsia Necropsia
Megacaridcitos N 9% Média N % N 9% N %
Normal* 6 17,6% 1,40 4 11,76% 5 14,71% 3 8,82%
Aumentado 28 82,4% 6,16 30 88,24% 29 85,29% 31 91,18%
Teste de Fisher p=0,850 p=0,453 p=0,651

Fonte: Elaborada pelo autor.

Com relacdo a contagem de plaquetas e média de MK pulmonares, 71% (24/34)
dos casos de dengue tinham em média de contagem plaquetas de 51.626 mm? e 29% (10/34)
tinham média de contagem de plaquetas de 190.000 mm?* N3o foi observada correlagio entre a
contagem de plaquetas ¢ a média de megacariocitos pulmonares dos casos de dengue (p=0,46)

mostrado no grafico 02 abaixo.
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Grafico 02 — Correlagdo entre a contagem de plaquetas x megacariocitos pulmonares.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.6. Identificacdo de megacariocitos pulmonares marcados com anticorpo anti-NS3

Detectamos a NS3 em 55,88% ( 19/34) dos casos fatais de dengue analisados, no
tecido pulmonar. No entanto analisando as laminas em busca de MK pulmonares marcados,
apenas 13 dos 34 casos (38,24%) tiveram mais de 01 megacariocito identificado pela
morfologia que estavam marcados com anticorpo anti-NS3 na imuno-histoquimica do tecido
pulmonar, porém nao foram quantificados. Ou seja, 68,42% dos casos com confirmado o
antigeno viral NS3 no tecido pulmonar tiveram megacaridcitos que expressavam este antigeno

viral (Figura 22).
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Figura 22 — Fotografias em microscopio eletronico de megacariocitos em tecido pulmonar e

medula ossea.

Fotomicrografias de medula 6ssea e megacariocitos pulmonares (MK). (A) Controle positivo de megacariocito
de medula 6ssea humana (400x): corado com anticorpo anti-CD61 usando conjugado de peroxidase e cromogeno
DAB. Observe que o citoplasma estd corado de marrom e o nucleo azulado devido a contracoloragdo da
hematoxilina. Essas células da medula 6ssea tém citoplasma abundante. (B)* Tecido pulmonar de pacientes fatais
com dengue corado com hematoxilina e eosina (HE), 400x, e uma seta mostrando um megacariécito pulmonar. E
uma célula multinucleada gigante e, ao contrario do megacariocito da medula 6ssea, 0 megacariocito pulmonar
apresenta morfologia alongada e citoplasma escasso. (C) * Tecido pulmonar de dengue corado com anticorpo anti-
CD61 usando conjugado de peroxidase e DAB cromogeno. A seta mostra um megacariocito pulmonar expressando
CD61, aumento de 400x. (D*) Detecgdo da proteina NS3 por imunohistoquimica em tecido pulmonar de paciente
com dengue indicando replicagdo viral nestas células.

*As amostras de tecido pulmonar sdo do mesmo paciente com dengue

Fotos do arquivo do projeto.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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6. DISCUSSAO

A dengue ¢ uma arbovirose transmitida por mosquito e com alta prevaléncia em
regides tropicais e subtropicais. A dengue possui um amplo espectro sintomatico, desde
assintomatico a formas mais graves. Seu diagnostico pode ser realizado por meio de isolamento
viral, isolamento do seu material genético (RNA), deteccao de antigenos virais ou através de
testes sorologicos (FATIMA; WANG, 2015; GUZMAN et al., 2010; PEELING et al., 2010;
SIMMONS et al., 2012).

Geralmente o curso da dengue ¢ de prognoéstico bastante favoravel durante a fase
aguda, que dura em média de 2 a 7 dias. Na fase de defervecéncia ¢ quando as vezes os sinais
de gravidade comegam a aparecer. Caso a dengue com sinais de gravidade (dengue hemorragica
ou choque da dengue) sejam detectados de forma precoce o tratamento para sinais de choque
poderdo sem iniciados precocemente, pois uma vez instalados a taxa de mortalidade ¢ muito
elevada variando dentre 12 a 44% (ALEJANDRIA, 2015). No Brasil, a dengue tem afetado
mais adultos diferentemente do continente Asiatico e dos outros paises das Américas e 0s casos
de dengue grave com complicagdes hemorragicas vem aumentando drasticamente
(BHAMARAPRAVATI; TUCHINDA; BOONYAPAKNAVIK, 1967; BURKE, 1968;
GUILARDE et al., 2008; GUZMAN; GARCIA; KOURI, 2008).

Neste estudo, a confirmagdo do diagnostico por RT-PCR foi de apenas 6 (17,65%)
dos casos e isso pode ter ocorrido devido a conservagdo das amostras em formol nao
tamponado. A imuno-histoquimica no tecido hepético foi positiva em 29 (85,29%) e no tecido
pulmonar 24 (70,59%) dos casos demonstrando que o pulmio também é um 6rgdo muito
acometido pelo virus da dengue e seu ciclo de replicacdo e, conforme Pdvoa e seu
colaboradores, o pulmao foi um dos 6rgdos com maior nimero de células que apresentaram
particulas virais o que mostra a importincia deste orgdo na patogénese da doenca,
especialmente naqueles casos mais graves (POVOA et al., 2014).

Os pacientes do grupo controle eram em sua maioria do sexo masculino, com
média de faixa etdria de 59 anos o que € compativel por serem pacientes que tiveram morte
subita autopsiados no SVO-CE. Ja no grupo de dengue, a média de idade foi de 48 anos ¢ a
frequéncia do sexo masculino discretamente maior. Com relagdo a média de idade, o presente
estudo teve uma média de idade de 48 + 17,22 anos e foi muito proxima a encontrada na
literatura 42,6 + 20,3 anos (AMANCIO et al., 2015).

Ja com relagdo ao sexo na literatura, Torres refere em seu livro que, mesmo que

sem significancia estatistica, o sexo feminino teria mais propensao as formas graves da dengue
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(TORRES, 2005) divergindo do encontrado do presente estudo. Ja o estudo de Limonta e seus
colaboradores obtiveram mais mortes no sexo masculino que do sexo feminino (2:1) e o 6bito
ocorreu aproximadamente 6,3 dias apos o inicio da febre, muito proximo da encontrada na
amostra deste estudo que foi de 5,41 dias desde o inicio dos sintomas. Todos os pacientes
apresentaram febre e plaquetopenia muito precocemente. No presente estudo 70,6% dos
pacientes tiveram plaquetas < 100.000/mm? e 85,3% tinham febre seguindo um padrio muito
parecido com o encontrado por Limonta e seus colaboradores (LIMONTA et al., 2007).

Neste estudo, 19 (55,88%) pacientes apresentaram sinais clinicos de sangramento,
sendo a hematémese (36,84%), melena (21,05%) e petéquias (21,05%) os mais frequente entre
os sinais de sangramento. De acordo com Amancio e seus colaboradores, os sinais de
sangramento ocorreram em 73,2% de seus casos sendo petéquias o sangramento mais frequente
(23,7%) (AMANCIO et al., 2015). Guilarde et al encontraram aproximadamente em 70% dos
pacientes com algum sinal de hemorragia e plaquetas < 50.000/mm?® uma correlagdo negativa
com a contagem de plaquetas (p<0,001) (GUILARDE et al., 2008). No presente trabalho ndo
foi encontrada nenhuma associagdo entre essas duas varidveis (p=1,00) e uma correlagdo muito
fraca e ligeiramente inversa (p = - 0,12).

Como ja demonstrado em alguns trabalhos, o virus da dengue (DENV) infecta
células da linhagem megacariocitica através da ligacdo com a glicoproteina Ib (GPIb), mas até
o momento s6 foi visto in vitro ou em modelos animais de macaco Rhesus, sugerindo que o
DENV pode infectar os megacaridcitos maduros prejudicando, portanto, a produgdo
plaquetaria. Além disso, foi demonstrado in vitro que a sobrevivéncia do DENV se da através
de sua replicacdo nessas células, mas ainda ndo confirmado in vivo (ATTATIPPAHOLKUN et
al., 2018; RAADSEN et al., 2021; NOISAKRAN et al., 2012a, 2012b).

A queda do nivel plaquetario ¢ explicada pela destruicdo dos megacariécitos (MK)
maduros que comega a ocorrer a partir do 1-2° dia, pois o DENV ndo infecta os MK
indiferenciados. Como o processo de diferenciacdo e maturagdo dos megacariocitos leva em
torno de 3-5 dias os niveis plasmaticos de plaquetas volta a aumentar rapidamente a partir do
6° dia de doenca (ATTATIPPAHOLKUN et al., 2018). No presente estudo 24 (70,59%)
possuiam plaquetas abaixo de 100.000/mm?> sendo dentre estes 10 (41,67%) com plaquetas
abaixo de 50.000/mm? e a menor contagem de plaquetas de 4.700/mm>.

Os megacaridcitos foram visualizados na coloracdo de hematoxilina e eosina (HE)
e com a marcagdo com o anticorpo anti-CD61 nas amostras pulmonares. Assim como Carsana
e seu colaboradores, ao HE identificamos os megacariocitos como grandes células com

citoplasma mais escasso do que aquelas visualizadas na medula 6ssea, nicleo bem alongado
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para que esta célula pudesse se adaptar ao pequeno didmetro dos capilares pulmonares
(CARSANA et al., 2020). No entanto, mesmo que o HE permita o reconhecimento dos MK,
sua identificacdo foi facilitada com a realizagdo de imuno-histoquimica através da expressao
do CD61, também expresso em plaquetas e trombos ricos em plaquetas (BURKE et al., 2005).
Essa marcacao ajudou a localizarmos um ntimero maior de células pois como elas tem tamanho
variados e dependem do corte histologico.

A quantidade de megacariocitos pulmonares no grupo dengue foi
significativamente superior ao grupo controle (Grafico 01), porém, até o presente momento,
ndo existem trabalhos que demonstrem megacaridcitos pulmonares na dengue. No entanto, foi
demonstrado que o COVID, doenga também viral que acomete os pulmdes, teve um aumento
dos MK pulmonares (7,61 + 5,59 nos casos COVID e 1,14 =+ 0,86 nos pulmdes normais). e
mostrou diferencas estatisticamente significativas dos megacaridcitos pulmonares entre o
grupo com COVID e o grupo controle com pulmao normal (p<0,05) (VALDIVIA-
MAZEYRA et al., 2021). O desvio padrao grande dessas células pode ser explicado pela
distribuicao heterogénea dos megacariocitos que trafegam livremente no pulmao.

Outro ponto muito importante a ser ressaltado € que os pulmdes t€m sido cada vez
mais considerados um local de megacariopoiese extramedular e como os megacariocitos sao
as células precursoras das plaquetas alguns eventos trombdticos também podem estar
associados. Uma vez as plaquetas sendo ativadas toda uma cascata de resposta inflamatoria
sera iniciada causando agregacdo e consumo das plaquetas, o que também pode explicar a
plaquetopenia na dengue e os eventos trombdticos tanto pulmonares como também em outros
orgaos que sejam afetados pelo DENV.

A morfometria da imuno-marcagao dos megacariocitos pulmonares dos casos de
exibiu uma média quase que o dobro (5,32 £ 2,73) que os casos controle (2,61 = 1,97) e
demonstrou uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,001) (Grafico 01).

Em alguns estudos foram detectados antigenos do virus da dengue, NS3, em uma
variedade de células indicando sua replicacao nestas células. Foram descritas expressdes do
antigeno viral NS3 em macrofagos alveolares, hepatocitos, pneumocitos tipo II,
cardiomiocitos e células endoteliais (AYE et al., 2014; BALSITIS et al., 2009; JESSIE et al.,
2004; MORAGAS, 2020; POVOA et al., 2014; SOUSA, 2017).

Embora Povoa e seus colaboradores tenham isolado megacaridcitos e plaquetas em
seus casos fatais de dengue, estes ndo expressavam o antigeno viral NS3 ficando
imunomarcadas. As particulas virais (NS3) s6 foram identificadas no tecido pulmonar em

células endoteliais, pneumocitos tipo 11, e macrofagos (POVOA et al., 2014). Mais
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recentemente Vogt e seus colaboradores demonstraram a infec¢do e replicacdo do DENV em
células de linhagem megacariocitica em 3 tipos de modelos: in vitro utilizando células
megacariocitica humanas, ex vivo com células megacariocitica humanas e modelo animal com
camundongos humanizados (VOGT et al., 2019). No entanto, at¢ 0 momento nao ha registros
de identificacdo de infeccao e replicacdo do DENV em megacariocitos pulmonares isolados
de amostras in vivo de pulmao humano embora ja tenha sido descrito que as plaquetas
(fragmentos de células derivadas dos megacariocitos) servem de centro de replicagdo viral
(ASSINGER, 2014; CLARK et al., 2012; HOTTZ et al., 2014; NOISAKRAN et al., 2009;
PRYZDIAL; SUTHERLAND; SIMON, 2017; SIMON; SUTHERLAND; PRYZDIAL, 2015)
piorando a trombocitopenia em pacientes com dengue pois a ativagao plaquetaria induz a
apoptose (HOTTZ et al., 2013; OJHA et al., 2017).

Hsu demonstrou que células CD61+ da medula ¢ssea oriundas de pacientes com
dengue e em macacos Rhesus demonstraram vesiculas que sugeriam ser o virus da dengue
(HSU et al., 2015). O mesmo demonstrado por Noisakran que identificou células marcadas
tanto para antigenos virais do DENV como para anti-CD41 que sugeriu que megacariocitos
imaturos sdo jogados na corrente sanguinea em resultado da infecgdo viral pelo DENV
(NOISAKRAN et al., 2012a).

Como demonstrado em alguns artigos, os megacariocitos e as plaquetas possuem
receptores que permitem a internalizagdo de alguns virus facilitando a sua replicagdo como no
caso dos lentivirus (BOUKOUR et al., 2006).

Como Noisakran reforcou, as células de linhagem megacariocitica e plaquetas sdo
vitais para manter a hemostasia. Seu defeito poderia explicar os achados clinicos de
sangramento e trombose estando envolvidas no processo de infec¢ao e replicagao viral que foi
demonstrado em seus estudos in vitro de células megacariocitica da medula 6ssea
(NOISAKRAN et al., 2010).

No presente trabalho, identificamos a expressao do antigeno NS3 (38,24% dos casos
de dengue), que indica replicacao viral intracelular em megacariocitos pulmonares, pois 0s
pulmdes sdo uns dos principais sitios de megacariopoiese extramedular (figura 22). Como os
megacaridcitos sao células de distribuicao muito heterogénea devido serem raras e de baixa
densidade e alta mobilidade explicaria ndo ter sido encontrada em todos os casos. No entanto,
ainda sugere sua importancia na doenca e indica que o pulmao como possivel 6érgao para

suprir a megacariopoiese da medula 6ssea durante a infec¢do aguda pelo DENV.
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7. CONCLUSAO

O presente trabalho teve o objetivo de avaliar os megacariocitos pulmonares em
casos graves e fatais de dengue em pacientes adultos, comparar as manifestagdes clinicas e
anatomopatologicas de hemorragia e sinais anatomopatolégicos de trombose com a contagem
de plaquetas das ultimas 24h que antecedeu o 6bito e a média dos megacaridcitos pulmonares.
Além disso, demonstrou a identificacdo da presenga de NS3 em megacariocitos pulmonares in
vitro, pela primeira vez em literatura, como sinal indireto da replicacdo do DENV nessas células
que sdo importantes para o processo de homeostase sanguinea.

Para isso foram utilizadas imunomarcacdes dos tecidos pulmonares com CD61 para
identicag@o dos megacarocitos por serem células de rara identificagdo fora da medula dssea, e
NS3 (proteina nao estrutural do DENV) que nao ¢ liberada na corrente sanguinea, mas se faz
presente nas células infectadas pelo virus da dengue. A identificag@o e quantificacdo das células
marcadas com imunohistoquimica com anticorpo anti-CD61 e anti-NS3 foi realizada por
microscopia eletronica com captura de imagens dos parénquimas pulmonares realizadas na
magnificag¢do de 400x.

Foi observado que a dengue grave e fatal em adultos acomete principalmente a faixa
etaria entre 3-59 anos, com uma discreta predominancia entre o sexo masculino e tem um tempo
médio de evolugdo para o 6bito de 5-6dias.

Dentre os 6rgdos mais acometidos pela doenga esta o pulmao sendo acometido e
mais de 70% dos casos fatais sendo o desconforto respiratorio o principal sintoma descrito e a
febre presente em mais de 85% dos casos.

A infec¢ao da dengue grave e fatal envolve distirbios da homeostase (hemorragia
e trombose) e a plaquetopenia (contagem de plaquetas < 100.000mm?) esta presente em 70%
dos casos graves que evoluiram para o 6bito demonstrando a importancia das plaquetas e dos
megacaridcitos na patogénese da dengue grave. Dentre os achados clinico-anatomopatoldgicos
de hemorragia o pulmao foi o 6rgdo mais afetado (58% dos casos) e também mostrou ser o sitio
com mais sinais de trombose nas necropsias. Portanto, o envolvimento pulmonar nas formas
graves de dengue ¢ importante para o desfecho fatal desta doenca e muitas vezes a
sintomatologia clinica descrita de desconforto respiratdrio se correlaciona com achados
anatomopatologicos de sinais de hemorragia e extravasamento vascular pulmonar e trombose
com as alteragdes encontradas entre a contagem de plaquetas e aumento de megacaridcitos

pulmonares.
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A identificacdo de megacaridcitos pulmonares marcados com NS3 pela 1 vez em
humanos ¢ importante por apontar um indicio indireto de que o DENV também replica nestas
células tdo importantes na producdo de plaquetas, que por sua vez sdo de fundamental
importancia para garantir a homeostase.

Com isso o presente trabalho além de trazer uma importante contribuicao
identificando a replicacio do DENV nos megacaridcitos (células tdo importantes para
homeostase), tem também o objetivo de fornecer subsidios para que outros estudos sejam
realizados com objetivo de buscar a melhoria de diagnostico, seguimento e tratamento dos
pacientes com dengue para minimizar a evolugao para o desfecho mais temido, o 6bito.

Embora nao tenha encontrada, neste estudo, uma correlacao significativa entre os
dados clinicos de hemorragia e dados anatomopatoldgicos de hemorragia e trombose e a
contagem megacaridcitos, sugere-se que outros estudos sejam realizados e testados com uma
amostra maior.

Até o presente momento, ndo nada foi descrito sobre quantificacdo de
megacariocitos pulmonares in vivo em casos de dengue nem a demonstracao da presenga de
NS3 em megacariocitos pulmonares como demonstrado e descrito neste trabalho. Portanto, os
megacariocitos podem ser uma célula-alvo para a replicacdo do DENV, contribuindo para a
trombocitopenia.

No entanto, até agora, este estudo pode ser o primeiro estudo de autdpsia que
quantifica megacariocitos pulmonares em casos fatais de dengue ¢ mostra megacariocitos em
tecido pulmonar humano expressando o antigeno NS3 do virus DENV in vivo, indicando sua
replicacdo no interior destas células, antes apenas documentadas em macréfagos, células
endoteliais, células linfoides reativas no bago, pneumocitos tipo II, tubulos renais, hepatdcitos,

cardiomiocitos e plaquetas.
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