Linfécitos atipicos em pacientes com dengue: valor clinico e diagnéstico
Atypical lymphocyte in dengue fever patients: clinical and diagnostic value
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RESUMO: Dengue ¢é a arbovirose de maior prevaléncia em humanos no mundo, considerada de alta
morbidade e mortalidade em criancas e adultos, tem alta prevaléncia em paises tropicais. O quadro
epidemiolégico caracteriza-se como epidemias recorrentes, mais frequentes nos grandes centros urbanos,
levando milhares de pessoas a quadros sintomatolégicos que variam de leve a grave. Os achados
laboratoriais hematolégicos mais frequentemente encontrados sdo hemoconcentracdo, plaquetopenia,
leucopenia, linfocitose com presenca de linfécitos atipicos. Esta revisdo tem como objetivo avaliar o papel dos
linfocitos atipicos no diagnostico e prognéstico da dengue.
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ABSTRACT: Dengue is the most prevalent arboviral disease in humans in the world, considered high
morbidity and mortality in children and adults and has high prevalence in tropical countries. Epidemiologically
is characterized by recurrent epidemics, more frequent in large urban centers, causing symptoms ranging from
mild to severe. Haematologic parameters most commonly found are hemoconcentration, thrombocytopenia,
leukopenia, lymphocytosis with atypical lymphocytes. The aim of this review is to evaluate the role of atypical
lymphocytes in the diagnosis and prognosis of dengue.
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INTRODUCAO

Considerada atualmente uma das principais endemias no Brasil e no mundo, a dengue vem se
destacando nas Ultimas décadas como um problema reemergente de saude publica, tanto pelo nimero de
casos e 0Obitos, como pelo expressivo contingente de pessoas expostas ao risco de contrai-la (1).

A prevaléncia mundial da dengue cresceu dramaticamente nas ultimas décadas e, por isso, vem
trazendo preocupagado com a frequencia com que tem causado epidemias, levando milhares de pessoas a
quadros sintomatolégicos que variam de leve a grave (1,6). A doenca tornou-se endémica em 112 paises da
Africa, das Américas, da Regido Leste do Mediterraneo, do Sudeste Asiatico e do Pacifico Ocidental (1,2).
Todos os anos, cerca de 50 a 100 milhdes de casos de dengue, 500.000 casos de dengue hemorragica e no
minimo 12.000 mortes sao relatados no mundo (2).

A dengue é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de etiologia viral, causada por um arbovirus do
género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae, o qual possui um nucleocapsideo icosaédrico
envolvendo seu RNA viral de fita simples, complexado com multiplas cépias da proteina C (2,4). O virus da
dengue (DENV) é transmitido ao homem pela picada de fémeas de mosquitos hematéfagos, principalmente o
Aedes aegypti, presentes nas areas tropicais e subtropicais mais povoadas do mundo (8). Outros mosquitos
do género Aedes como o Aedes albopictus e Aedes africanus tém sido relacionados como transmissores
secundarios na Asia e na Africa, respectivamente (5).

Com base em testes de neutralizacdo, foram descritos quatro sorotipos virais, imunologicamente
distintos, classificados como DEN-1, DEN-2, DEN-3 E DEN-4, distribuidos em todos os continentes (2,3). A
infeccao natural por um dos quatro sorotipos produz uma imunidade duradoura contra uma reinfecgao pelo

sorotipo especifico, mas a protecao estereotipica € temporaria e parcial, resultando em infeccdes



sequenciais. O estabelecimento dos quatro sorotipos nas Américas levou ao ressurgimento da febre classica
e da febre hemorragica da dengue nessa regiao (7).

Clinicamente, a dengue pode cursar de forma assintomética ou apresentar quadros clinicos como:
doenga febril indiferenciada, febre classica da dengue e dengue hemorrdgica com ou sem choque. A doenca
classica apresenta-se como uma enfermidade aguda, febril, autolimitada, que perdura por aproximadamente
4 a 5 dias (9). A doenca comecga abruptamente, com febre elevada, dor retro-orbitaria, cefaléia de grau
variavel, erupgcdo maculopapular, mialgias, artralgias, astenia e prostagdo. Também sdo observados
manifestagdes gastrointestinais, linfoadenopatias, plaquetopenia e fenémenos hemorragicos de grau
moderado (9,10).

Na dengue hemorragica, além dos sintomas inicias da doenga classica, nota-se uma intensificagao
dos fendmenos hemorragicos e plaquetopenia (11). Também observa-se hepatomegalia e insuficiéncia
circulatéria. Um achado importante que determina a gravidade da dengue hemorragica, diferenciando-a da
dengue classica, é o extravasamento plasmatico, seguido de choque hipovolémico e 6bito (12).

Alteragdes hematologicas também sdo comumente observadas em pacientes com dengue, como por
exemplo: hemoconcentragdo, leucopenia, plaguetopenia e alteragcbes de hemostasia sanguinea com
presenca frequente de manifesta¢cdes hemorragicas (13). Outro achado importante é a presenca de linfocitos
atipicos, definidos como formas intermediarias de ativacdo dos linfécitos T em decorréncia de estimulos
antigénicos virais, representando, portanto, um bom marcador celular para diagnéstico desta infeccdo. O
objetivo desta revisdo é descrever a etiopatologia dos linfocitos atipicos presentes nos hemogramas de

pacientes com dengue.

CARACTERISTICAS E ESTRUTURA VIRAL

Os virus da dengue séo esféricos, envelopados, medem entre 40-60 nm de diametro. O genoma ¢é
constituido por uma fita simples de RNA de polaridade positiva, de aproximadamente 11.000 nucleotideos
(14). Seu capsideo icosaédrico € circundado por uma bicamada lipidica com pequenas projegdes na
superficie, nas quais estdo ancoradas as glicoproteinas de superficie.

O genoma viral consiste de uma Unica fase aberta de leitura (open reading frame, ORF), codificando
uma longa poliproteina que, apds clivagem por proteases celulares e virais, gera sete proteinas nao-
estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5) e trés proteinas estruturais: a proteina C ou
proteina nuclear, localizada no nucleocapsideo; a proteina M, que esta associada a membrana; e a proteina
E, do envelope viral, considerada a principal proteina estrutural, estando diretamente relacionada com a
imunidade e viruléncia (15,16). A glicoproteina E é responsavel por atividades bioldgicas do ciclo viral, tais
como: montagem da particula viral, interagdo com receptores celulares e fusdo de membrana, além de ser o
principal alvo de anticorpos neutralizantes e possuir atividade hemaglutinante (15). A interagéo entre C, M e E
resulta na prépria conformagao estrutural do virus.

A sequéncia de aminoacidos entre as varias proteinas € altamente conservada entre os DENV e
estas regides podem corresponder aos dominios envolvidos em fungdes bioldgicas determinantes para o ciclo
biol6gico do virus. Em contraste, algumas regibes sdo altamente variaveis, possivelmente refletindo uma

rapida evolugao, forte selecao imune de epitopos ou mesmo restrigdes na estrutura secundaria do RNA (17).



Os quatro sorotipos do virus dengue sa@o antigenicamente diferentes, porém existem evidéncias de
que pode existir subcomplexo soroldégicos em cada grupo. Atualmente estes virus tém sido analisados
através dos estudos moleculares, por sequenciamento dos virus que permite uma visualizagdo maior das
relagbes genéticas, permitindo reuni-los em grupos genémicos ou em subgrupos (17,18). A técnica de
sequenciamento possibilita uma melhor analise das relagbes genéticas entre as amostras virais.
InvestigacOes realizadas na década de 90 sobre a evolucdo filogenética dos diversos sorotipos do virus
dengue identificaram subtipos e genoétipos, por meio de sequenciamento de fragmentos do RNA viral,
demonstrando a evolugdo molecular ocorrida dentro de um mesmo sorotipo (17). Essas diferencas
genotipicas parecem estar associadas com a diferenca de viruléncia (19).

Embora todos os sorotipos possam estimular a formag¢do de anticorpos especificos, a imunidade
induzida por um sorotipo é apenas parcialmente protetora contra outros sorotipos (imunidade heter6loga ou
cruzada) e desaparece rapidamente. Por outro lado, a imunidade conferida pela infecgéo do virus (homdéloga)

€ permanente para o sorotipo que causou a infecgao (20).

ASPECTOS CLINICOS E FISIOPATOLOGICOS

O ciclo de replicagao viral inicia-se ap6s a introducédo de particulas virais no hospedeiro através da
picada de fémeas de mosquitos hemato6fagos. Este consiste no desencadeamento de uma série de eventos
ao nivel da célula hospedeira permissiva, os quais sdo: adsor¢ao, penetragdo, desnudamento, transcricao,
traducao, replicacdo, montagem, e brotamento das particulas virais. Estudos mostram que o DENV tem a
capacidade de infectar numerosas células humanas, incluindo células dendriticas, monécitos, macréfagos,
linfocitos B, linfécitos T, células endoteliais, hepatocitos e células neuronais, assim como algumas linhagens
celulares usadas para propagacao viral (21).

A dengue pode ocorrer de forma assintomatica ou sintomatica. Ela se apresenta com uma grande
variedade de sintomas, que vao desde a forma leve, a dengue classica (DC), até a febre hemorragica da
dengue (FHD) (22). A dengue em sua forma classica € uma doenca febril, ndo fatal, com duracdo de 5 a 7
dias. Os principais sinais e sintomas consistem de febre subita, dor retro-orbitaria associada com o
movimento dos olhos e congestdo conjuntival, cefaléia, artralgia, mialgia, prostragdo, exantema
maculopapular generalizado, prurido, astenia, nduseas, vOmitos, dor abdominal, sabor metalico nos
alimentos, mudanca no estado psicolégico, podendo ocorrer depressao pos-doenga (23).

A grande maioria dos pacientes apresenta a forma leve da doenca, a dengue classica que tem uma
evolugédo benigna. Em uma propor¢do menor dos casos, entre 1 a 2%, a doenga apresenta evolugdo muito
mais grave, como a FHD (24). A fisiopatologia primaria encontrada na FHD é um aumento abrupto da
permeabilidade vascular, que leva ao extravasamento do plasma para o espaco extravascular, resultando em
hemoconcentrag¢édo e diminuigao da pressdo sanguinea (25).

Durante a fase inicial da infecgdo ocorre uma trombocitopenia como resultado da hipocelularidade da
medula éssea, resultante da infecgdo direta do virus sobre as células estaminais hematopoiéticas e células
do estroma. Quando a febre se instala, ocorre a hipercelularidade da medula éssea e o aumento da
destruicdo imuno-mediada das plaquetas, (diminuicAdo da contagem plaquetaria no sangue periférico pela
producgéo de anticorpos antiplaquetérios) levando assim a trombocitopenia (25).



Existem fortes evidéncias de que a forma clinica da dengue hemorragica esteja correlacionada a uma
infeccao secundaria por um sorotipo diferente da infecgédo anterior. Esta correlagdo sugere o envolvimento do
sistema imune no aumento da gravidade da dengue e patogenia da FHD (26). Estas evidéncias se baseiam
no fato de que a meméria imunolégica induzida pela infec¢do primaria do dengue por um sorotipo, ndo seria
capaz de controlar a infeccdo por outro sorotipo. Isto se deveria a presenca de varios epitopos nao
protetores, reconhecidos pelos linfécitos B e T, que reagiriam de forma cruzada entre os sorotipos. A
presenga de epitopos similares, porém n&o idénticos, com afinidades alteradas pelos anticorpos e linfécitos T,
seriam os determinantes de uma resposta imunoldgica anormal e deletéria (26). Deste modo, a participacao
dos linfécitos T de meméria ativados em uma infecgdo secundéria com sorotipos heterdlogos pode contribuir
para o desenvolvimento da FHD.

Durante uma infec¢do secundaria, as células T em contacto com macroéfagos infectados tornam-se
ativadas. Os linfocitos T ativados apresentam uma resposta imune inapropriada para um sorotipo heterdlogo,
devido a expansao clonal de células T, que apresentam reacado cruzada a uma infecgédo prévia. Estas células
possuem baixa afinidade para o sorotipo do virus causador da infecgdo, producdo alterada de citocinas,
tornando-se ineficientes a eliminar o virus, aumentando assim a viremia e contribuindo para o
desenvolvimento da FHD (27).

Foi demonstrado que em muitos pacientes com infecgdo secundaria heteréloga aguda pelo DENV, os
linfocitos T CD8+ gerados ligam-se fracamente ao complexo major de histocompatibilidade (MHC) que
apresentam epitopos do virus causador da infec¢do. Ao contrério, estes linfocitos ligam-se mais fortemente
aos epitopos do virus causador da infeccdo primaria, além de, apresentarem um fenétipo apoptético que
parece destinar estas células a morte celular programada antes de exercerem sua funcdo antiviral e
controlarem a infecgédo (28,29). Uma das consequéncias da infecgdo secundaria e ativacao de células T é a
producéo de citocinas pré-inflamatérias como IFN-vy, IL1- B, IL-8 e FNT-a,, e citocinas anti-inflamatérias como
IL-6 e IL-10 (30).

Estudos revelaram que citocinas como FNT-o de origem macrofagica e linfocitaria encontram-se em
niveis séricos elevados no caso de FHD. O FNT-a estimula as células do endotélio vascular e monécitos a
libertar fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e Oxido nitrico (ON) o que contribui para o aumento da
permeabilidade vascular e extravasamento do plasma. Estimula ainda a trombocitopenia e a libertacdo de
histamina pelos basoéfilos. O FNT-atambém tem a capacidade de regular a expressao de fator tecidual em
mondcitos e diminui a expressao de trombomodulina no endotélio, possui um efeito direto na produgéo de IL-
6 e um efeito indireto na coagulagéo e fibrindlise (31,32,33).

A IL-6 sérica elevada é observada em alguns pacientes com FHD, atua como um pir6geno enddgeno
aumentando a hipertermia e juntamente com outros mediadores promove inicialmente a coagulacao
intravascular, induzindo monécitos sanguineos e as células endoteliais vasculares a expressarem fator
tecidual, o que resulta na ativagdo de ambas as vias de coagulacao, extrinseca e intrinseca, culminando na
geracao de fibrina e no aumento da destruicdo das plaquetas o que leva a trombocitopenia (32,14).

A IL-8, juntamente com a elastase secretada por neutréfilos ativados facilita o dano endotelial, ativa o
complemento, coagulagdo e a cascata fibrinolitica. Encontra-se elevado na efusdo pleural de doentes que
apresentam FHD (32,35,36). A IL-10 é produzida por mondécitos e, esta associada a diminuigdo dos niveis

das plaquetas, a regulagé@o da resposta inflamatéria e inibe a expressao de fator tecidual (32,34).



Deste modo, a participagdo de linfécitos T, juntamente com produgdo de citocinas e mediadores
quimicos, apresentam efeito sinérgico que acabam por aumentar a permeabilidade vascular, a indugéo de

trombocitopenia e a ocorréncia de hemorragia o que contribui para o desenvolvimento de FHD/SCD (32).

LINFOCITOS ATIPICOS

Os linfécitos atipicos sao variantes morfolégicas benignas de linfécitos circulantes presentes no
sangue periférico que desempenham um papel importante na resposta imune, sendo definidos como formas
intermedidrias de ativagdo dos linfécitos T em decorréncia a estimulos antigénicos virais. Estas células
apresentam variagbes nos detalhes morfolégicos e nas caracteristicas dos marcadores de superficie,
mostrando constituir uma mistura heterogénea de tipos celulares, principalmente linfocitos T e B (37).

As células atipicas foram descritas em 1907, por Tirk, em pacientes com mononucleose infecciosa.
Posteriormente, varios autores descreveram essas células em condi¢gdes variaveis, sendo que o termo
células mononucleares atipicas foi introduzido para descrever essas atipias, devido a natureza incerta das
mesmas. Assim, observou-se que linfocitos atipicos também estavam presentes em outras infecgdes virais e
em infecgdes por protozoarios (38). Em infecgbes virais, como por exemplo, na dengue, essas células séo
facilmente identificadas sendo consideradas intermediarias entre os linfocitos e plasmécitos, podendo ser
denominados de linfécito plasmocitéide ou plasmacito linfocitéide. O achado dessas células no hemograma
de pacientes com suspeita de dengue é uma informagao Util que direciona e auxilia o diagnostico clinico, uma
vez que os sintomas e achados laboratoriais da doenca ndo sado patognomOnicos e a comprovacao
sorolégica geralmente é demorada.

Morfologicamente sdo descritos como células de tamanho aumentado (12-40 um) em relacdo aos
linfécitos tipicos (10-12um), de formato poliédrico e bordas citoplasmaticas irregulares, citoplasma abundante,
basofilico, contendo zonas claras perinucleares e eventual microvacuolizagdo. O nulcleo apresenta-se
excéntrico, lobulado, com carioteca irregular e cromatina fina e ndo condensada, o que ocasionalmente nos
permite observar a presenga de nucléolos. Estudos recentes sugerem que estes linfécitos atipicos séo
linfécitos T ativados, produzidos em resposta a linfécitos B (FIGURA 1). A imunohistoquimica mostra que os
linfécitos atipicos apresentam concentragdes elevadas de fosfatase acida, fosforilase quinase, estearase néo

especifica e glicogénio citoplasmatico (37).
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Estudos baseados em microscopia eletrénica revelam que algumas organelas citoplasmaticas dos
linfocitos atipicos como reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi mostram diferentes graus de
desenvolvimento. O reticulo endoplasmatico é escasso, a cromatina nuclear é finamente distribuida, as
mitocdndrias sdo arredondadas com cristas finas e alongadas, o aparelho de Golgi é bem desenvolvido e os
ribossomos sdo abundantes, dispostos liviemente no citoplasma ou agrupados em rosetas (37). Algumas
células apresentam intenso conteldo de RNA citoplasmatico, o que as confere intensa basofilia
citoplasmatica, situacdo esta frequentemente observada em esfregacos sanguineos de pacientes com
dengue.

Em adultos saudaveis o achado dessas células no sangue periférico pode ocorrer numa frequéncia
de 1 a 5%. Em criangas esta porcentagem pode ser um pouco maior, 0 que ndo significa necessariamente
uma condi¢cdo patoldgica. Entretanto, o aumento no ndmero dessas células no curso da infec¢do, esta
fortemente associado a uma resposta celular aguda inespecifica a estimulos antigénicos (39,40).

No caso particular da infeccao por dengue, a presenca de linfocitos atipicos tem sido relatada ha mais
de trés décadas no sangue periférico de pacientes portadores desta infeccdo (40). Sabe-se que estes
comecam a predominar no hemograma a partir do 5° dia de curso da infecgdo e que sua presenca é mais
frequente em casos de FHD do que na DC. Observa-se também uma de inverséo da razdo CD4/CD8 (13).

Quando se compara o dengue com outras patologias infecciosas virais, de quadro clinico semelhante,
constata-se que a presenga de no minimo 10% de linfécitos atipicos no sangue periférico € bom indicador
para diagndstico de dengue. Esses resultados sdo consistentes com andlises de marcadores celulares que
demonstraram predominio de linfcitos atipicos na febre hemorragica do dengue através da citometria de
fluxo. Esses linfdcitos atipicos sdo, na maioria, linfécitos CD 19 positivos, além disso, sdo mais frequentes no
dia da alta do que na admissdo do paciente, relacionando-se com o inicio da fase de convalescenga da
doencga (13,41).

CONSIDERACOES FINAIS

Em concluséo, as principais altera¢gdes hematoldgicas encontradas no sangue periférico de pacientes
com dengue sdo leucopenia, plaquetopenia e linfocitose com presenca de linfocitos atipicos. Sabe-se que a
presenca de linfécitos atipicos, apesar de ndo apresentar um achado patognoménico da infecgdo por dengue,
auxilia no prognostico da doencga, pois sua presencga pode ser correlacionada ao tempo de curso da infecgao,
ja que estes predominam a partir do 5° dia da doenca e também pode ser um dos parametros para avaliar a
evolucdo da DC para FHD, ja que estas células predominam no hemograma de pacientes com FHD. Novos
estudos ao nivel molecular, envolvendo principalmente os linfécitos CD 19 devem ser feitos para novas
evidéncias cientificas, afim de que a contagem de CD 19, por citometria de fluxo também seja avaliada no

acompanhamento clinico e laboratorial dessa infec¢éo viral.
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