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1. INTRODUCAO
1.1 O VETOR E O VIRUS

A dengue é uma doenca infecciosa febril aguda, causada por um arbovirus, da
familia Flaviridae, cujo transmissor é o mosquito Aedes aegypti (SOBRE, 2016). Esse
inseto € um mosquito doméstico, antropofilico, com atividade hematofagica diurna e
utiliza-se preferencialmente de depdsitos artificiais de agua limpa para colocar os seus
ovos. Estes tém uma alta capacidade de resistir a dessecac¢ao, mantendo-se viaveis
na auséncia de agua por até 450 dias (TAUIL, 2002).

O Aedes aegypti adquire o virus ao picar uma pessoa infectada nos primeiros 5
dias ap6s o aparecimento dos sintomas, que constitui a fase aguda da doenca. O virus
passa do trato intestinal do mosquito para suas glandulas salivares depois de um
periodo de incubacgdo, que pode levar 10 dias e € mais rapido quanto maior for a
temperatura ambiente (GUZMAN et al, 2010).

Existem 4 tipos de virus: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4 (AZIN, 2010). O virus
é é formado por uma particula esférica de 40 a 50 nm de diametro, revestido por um
envelope lipopolissaridico. Possui material genético constituido de RNA que codifica
trés proteinas estruturais: as glicoproteinas que formam o capsideo (C), a membrana
(M) e o evelope (E). Além disso, ha outra proteinas nédo estruturais como NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4B e NS5. A proteina NS1 tem sido utilizada como um marcador de
infeccdo aguda em testes rapidos imunocromatograficos, o que agilizou

consideravelmente o tempo de diagndstico da doenca (GUZMAN, 2010).
1.2 SINTOMAS:

O virus da dengue produz uma sindrome que pode ser de leve a intensa
conforme a idade ou condi¢do imunoldgica do paciente. Pode ser de curso benigno

como dengue classica (DC) ou grave como dengue hemorragica(DH). O dengue



classico é usualmente benigno. Inicia-se, apés um periodo de incubacéo de 2 a 7 dias,
com febre alta, podendo apresentar cefaleia, prostracdo, mialgia, dor retro-orbital,
nausea, vomito, dor abdominal, exantema maculo-papular (TURCO, 2002). Néo é
possivel prever se o paciente evoluir4 para um quadro clinico benigno apds essa fase
ou se desenvolvera a DH (GUZMAN, 2010).

Depois da fase febril, podem ocorrer sintomas como sangramentos,
trombocitopenia (inferior a 100.000 plaquetas/mm?), ascite, efuséo pleural, hematocrito
superior a 40%, que constituem os sinais de alarme, bem como dor abdominal aguda,
sonoléncia, vomito persistente e temperaturas inferiores a 36°C. Esses sintomas
podem indicar extravasamento de plasma e iminéncia de choque. Neste ponto, os
pacientes devem receber hidratacdo com ringer-lactato para evitar uma instabilidade
hemodindmica (GUZMAN, 2010).

Alguns autores sugerem que a incidéncia de dengue hemorragica aumenta em
uma populagdo quanto esta ja foi exposta a um subtipo do virus da dengue. A
exposi¢cado sequencial a um segundo subtipo pode favorecer o desenvolvimento da DH.
Para outros, a DH depende da maior viruléncia de determinadas cepas do virus
(TURCO, 2002). A chance de complicacfes é maior em pacientes com asma, diabetes
e outras doengas cronicas (GUZMAN et al, 2010).

Na DH, os sintomas iniciais sdo semelhantes aos do DC, porém ha um
agravamento do quadro no terceiro ou quarto dias de evolucdo, com aparecimento de
manifestacdes hemorragicas e colapso circulatério. A fragilidade capilar é evidenciada
pela positividade da prova do laco. Outras manifestacbes hemorragicas incluem
petéquias, equimoses, epistaxe, gengivorragia, hemorragia em diversos 06rgdos
(gastrintestinal, intracraniana, etc.) e hemorragia espontanea pelos locais de puncao
venosa. Nos casos graves de FHD, o choque geralmente ocorre entre 0 3° e 7° dias de
doenca, geralmente precedido por dor abdominal. O choque é decorrente do aumento
de permeabilidade vascular, seguida de hemoconcentracdo e faléncia circulatéria. E
de curta duracao e pode levar a 6bito em 12 a 24 horas ou a recuperacao rapida, apos
terapia antichoque apropriada. Caracteriza-se por pulso rapido e fraco, com diminuigdo
da pressao de pulso e arterial, extremidades frias, pele pegajosa e agitacdo. Alguns
pacientes podem ainda apresentar manifestagdes neurolégicas, como convulsdes e
irritabilidade (ASPECTOS, 2016).

A Organizagdo Mundial da Saude definiu um critério de classificacdo das
formas de DH, em 4 categorias, de acordo com o grau de gravidade, conforme quadro
1.



GRAU | Febre acompanhada de sintomas inespecificos, em que a Unica

manifestacdo hemorragica é a prova do laco positiva.

GRAU I Além das manifestacdes constantes do Grau |, somam-se hemorragias
espontaneas (sangramentos de pele, petéquias, epistaxe, gengivorragia
e outras);

GRAU IlIl | Colapso circulatério com pulso fraco e rapido, diminuicdo da presséo

arterial ou hipotensao, pele pegajosa e fria e inquietacao;

GRAU IV | Choque profundo, com presséo arterial e pulso imperceptiveis (sindrome

do choque da dengue).

Quadro 1 — Critérios de classificacdo da DH conforme Organizacdo Mundial da Salde. Fonte
(ASPECTOS, 2016)

1.3 FISIOPATOLOGIA DA DOENCA:

Na pele, o virus da dengue infecta as células dendriticas que migram para 0s
linfonodos e apresentam os antigenos virais para os linfécitos T, iniciando assim a
resposta imune. O virus também é capaz de se replicar no tecido hepético e em
macréfagos dos linfonodos, figado e bago, bem como em mondcitos do sangue
periférico (GUZMAN et al, 2010).

Estudos in vitro demonstraram que a infeccdo dos mondcitos e das células
dendriticas resulta em um aumento da replicagdo do virus como resultado da
supressao do sistema interferon. Consequentemente o nimero aumentado de células
infectadas apresentando alvos para as células T CD4+ e CD8+, resultam em liberacao
de uma grande quantidade de interleucinas, interferon e TNF (fator de necrose
tumoral), que isoladamente ou combinados, podem contribuir para o dano endotelial e

hemostasia alterada

Durante a DH, o sistema complemento pode ser ativado pelo antigeno NS1 e
0s niveis de citocinas C3a e C5a pode ser relacionado a severidade da infecgcao, bem

como a concentracdo plasmatica do antigeno (GUZMAN et al, 2010).

A resposta imune a infec¢do pelo dengue consiste na producdo de anticorpos
direcionados primariamente contra as proteinas do envelope do virus. Essa resposta
varia se é a primeira ou a segunda infeccdo do individuo. Uma resposta primaria é
vista em individuos que ndo sdo imunes a algum subtipo do virus e uma resposta

secundaria ocorre nos paciente que ja tiveram dengue (GUZMAN et al, 2010).




Uma infeccdo priméria é caracterizada por uma resposta lenta e pequena
titulacao de anticorpos. As imunoglobulinas M (IgM) sao as primeiras a aparecer, apos
0 inicio da febre, do 3 ao 5 dia em 50% dos pacientes e a partir do 6° dia em 93 a 99%
dos pacientes. Essas IgM permanecem no sangue por até 15 dias e depois de 60 dias
desaparecem completamente. Imunoglobulinas do tipo IgG sé@o detectadas em baixa
titulacbes a partir do 7° dia da doenca e sua concentragdo no sangue aumenta
progressivamente. Numa infec¢cdo secundéria, essas IgG’s também reagem com o
virus mesmo na fase aguda da doenca e a quantidade de IgM formada é
consideravelmente menor, podendo resultar até mesmo em testes falso negativos para
IgM. Como essas IgGs permanecerdo por toda a vida, o diagndéstico a partir da
segunda infecgdo é mais dificil (GUZMAN et al, 2010).

Essa capacidade do virus em ativar ou ndo o sistema complemento pode ser a
diferenca entre o desenvolvimento da DC ou da DH. Outra hip6tese sobre a
fisiopatogenia do virus da dengue é que a resposta secundaria do linfocito T ao virus é
enfraquecida e a estimulacdo da célula T de memoria produz linfécitos CD4+ e CD8+
com menor capacidade destruidora mas nado altera a capacidade dessas células em
liberar citocinas inflamatérias, o que contribui para a severidade da infecgéo
(GUZMAN et al, 2010)

1.5 ACHADOS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS:

A confirmacdo laboratorial das infeccdes pelo virus da dengue é realizada
através de exames especificos, como isolamento viral ou métodos sorolégicos, que
demonstram a presenca de anticorpos da classe IgM, em Unica amostra de soro, ou 0

aumento do titulo de anticorpos IgG (converséo soroldgica) (ASPECTOS, 2016)

O isolamento viral é considerado o método padrdo e para isso deve-se ser
realizado em amostras colhidas até o 5 dia do inicio dos sintomas, durante o periodo
de viremia. O isolamento é feito através de técnicos de inoculacdo em culturas de
células de Aedes albopicuts e confirmadas por imunofluorescéncia direto com
conjugado anti-flavivirus. O subtipo viral é determinado por imunofluorescéncia direta

com anticorpos monoclonais de tipos especificos (AZIN, 2008).

J& as técnicas soroldgicas consistem baseiam-se na deteccdo de anticorpos
IgM especificos aos quatro sorotipos do virus da dengue como a técnica de ELISA de
captura de IgM (Mac-Elisa). Outras técnicas consistem na detec¢do de antifenos virais

e/ou acido nucléico viral, reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa



(RT-PCR), imunofluorescéncia, imunohistoquimica, hibridizacdo in situ ou diagnostico
histopatologico (AZIN, 2008).

1.5.1 Hemograma:

O hemograma de um paciente com dengue tem como caracteristica principal a
leucopenia, que pode chegar a menos de 2000 leucécitos por mms3. Existem relatos de
discreta leucocitose no inicio da doenca. No inicio da doenca o hemograma pode
apresentar-se com discreta neutrofilia, seguida de linfocitose com presenca de
linfécitos atipicos (AZIN, 2008).

O hematécrito do paciente pode aumentar em até 20% no caso de
complicacdes e € um parametro importante a ser monitorado. Ocorre também, com

frequéncia, a trombocitopenia com contagens inferiores a 100.000/mm3 (AZIN, 2008)
2. METODOS:

Para este estudo foram considerados os pacientes com diagnostico de dengue
que compareceram ao laboratério de Andlises Clinicas Della Bianca, na cidade de
Ipiranga-PR. As amostras dos pacientes foram colhidas e os exames foram realizados
conforme pedido médico. Em alguns paciente foi realizado o teste rapido para
deteccdo de anticorpos IgM/IgG ou deteccdo do antigeno NS1. Todos os pacientes
com suspeita tiveram amostras encaminhadas através do setor de epidemiologia do
municipio ao Laboratério Central do Estado (LACEN-PR) para confirmagdo do

diagndstico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

Foram estudados 61 pacientes sem distingdo de sexo ou faixa etaria, durante
0s meses de marco a maio de 2016. Todos eles tiveram diagnostico de dengue,
inicialmente no teste rapido imunocromatografico com pesquisa de anticorpos IgG ou
IgM ou pesquisa de antigeno NS1, com confirmagé&o posterior pelo Laboratério Central
do Estado do PR — LACEN-PR.

Foram excluidos os pacientes que apesar de apresentarem sintomas e alteracdes
hematolégicas compativeis com dengue, ndo tiveram confirmagdo sorologica pelo

teste rapido ou pela metodologia realizada no laboratério de referéncia (LACEN-PR).



N&o houve uma padronizacdo do dia do curso da doenca em que o sangue foi
coletado, uma vez que os dados foram obtidos no momento em que 0s pacientes
procuraram atendimento nos postos de saude ou no hospital do municipio. Entretanto,
dois pacientes foram voluntarios na pesquisa, e houveram coletas diarias por quinze
dias desde o primeiro dia dos sintomas até o final do curso da doenga, apés quinze
dias.

Grafico 1 — Alteragc6es hematoldgicas encontradas nos pacientes.
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Fonte: o autor (2016)

O valor de referéncia considerado para este trabalho esta colocado no quadro

Quadro 2 — Valores de referéncia considerados para o estudo

Leucocitos 4300 — 10000 /mm3
Plaguetas 135 — 450000/ mm3
Linfécitos Atipicos Até 2%

Neutrofilos 1075 — 7300 /mm?3
Linfécitos 860 — 5200 /mm3
AST 20 — 40 mg/dL

ALT 20 — 40 mg/dL




No grafico podemos observar que 69% dos pacientes apresentaram leucopenia
e 38% apresentaram trombocitopenia em algum periodo do curso da doenca. E sabido
que doencas virais podem induzir uma leucopenia (ABCMED, 2014). As citocinas
produzidas e liberadas por macréfagos, como a interleucina-2, e seu receptor soltvel
CD4, a interleucina-1-beta, bem como o interferon-gama e interferon-alfa, o fator de
ativacdo plaquetaria desempenham papel importante na defesa contra infeccdes
virais, inibindo a replicacéo viral direta ou indiretamente e a fase de viremia da dengue

e sdo responsaveis pela leucopenia e trombocitopenia (AZIN, 2008).

Dados semelhantes foram encontrados por Oliveira e colaboradores (2009),
que estudou 543 pacientes, com ocorréncia de em leucopenia em 67,8% dos
pacientes. Ayyub e colaboradores também evidenciaram a ocorréncia de 79,5% de
plaguetopenia e de 48,73% de leucopenial. Ao contrario, diferem daqueles
encontrados em 2008 no Para, no qual a presenca de leucopenia foi de 25,2%, de
plaguetopenia foi de 24,3% e de ambos foi de 13,3%3.

Apesar de haverem relatos na literatura de leucocitose no inicio da doenca,

nenhum caso de leucocitose foi observado nos pacientes estudados.

Para os dois pacientes que foram voluntarios para as coletas diarias, 0s

resultados seguem no quadro 3:

Quadro 3 — Hemograma com as intercorréncias diaria dos pacientes que foram voluntarios na
pesquisa

1°dia | Hemograma com contagem normal de leucOcitos e sem alteragcbes

significativas.

2° dia | Hemograma com contagem de leuc6citos diminuida em relagéo ao primeiro
dia, mas ainda dentro dos valores normais de referéncia. Inicia-se um

guadro de neutrofilia relativa e o nimero de bastonetes aumenta.

3°, 4°, | Hemograma com contagem de leucdcitos diminuida em relacdo ao segundo
5° e 6° | dia ja apresentando leucopenia. Presenca de linfécitos atipicos chegando a
dia 10% dos linfécitos. Neutrofilia relativa aumenta e o nimero de bastonetes
aumenta significativamente. Neutrofilos apresentam-se hipossegmentados.
Alguns pacientes apresentaram metamieldcitos. Houve um aumento de 10%

no hematocrito de um dos pacientes.

7° e 8° | Aumenta a contagem relativa dos linfécitos. Os linfécitos atipicos
dia permanecem em torno de 10%. Neutrofilos comecam a apresentar nicleos

mais segmentados. Bastonetes ainda continuam aumentados.

9° dia | Pacientes nao apresentaram mais leucopenia. Neutrofilos estdo com




segmentacdo normal. Ainda h& presenca de bastonetes, mas dentro dos
valores de referéncia absolutos. Presenca de linfécitos atipicos diminui para

8% aproximadamente. Hematdcrito normal.

10° e | Leucograma com valores absolutos normais. Ainda ha presenca de linfécitos
11° dia | atipicos, neutrdéfilos normais, bastonetes em torno de 1%.

12 a | Hemograma com caracteristicas normais. Presenca ainda de 3% de

15° dia | linfécitos atipicos.

16° Hemograma com caracteristicas normais. Presenca de 1% de linfécitos

atipicos, considerado normal.

Fonte: o autor

Os linfocitos atipicos forma observados em 46% dos pacientes. A morfologia
predominantemente observada foi de linfocitos com citoplasma variando de basdfilico
a normal com contorno irregular, podendo apresentar vacuolos, ndcleo condensado
mas algumas células apresentavam cromatina mais frouxa. A contagem relativa
variou entre 3 a 25% dos leucdcitos totais. Os achados de Oliveira e colaboradores
corroboram com essa pesquisa, pois 66,9% dos pacientes estudados por estes
pesquisadores apresentaram linfécitos atipicos e a porcentagem de linfécitos no

sangue periférico variou de 1% a 35%.

Uma grande quantidade de pacientes (30%) apresentaram linfopenia. Em
alguns casos de viremia aguda, os linfocitos podem sofrer destruicdo acelerada pelo
aumento da captura pelo baco ou linfonodos (MANUAL MERCK, 2016).

Oliveira e colaboradores encontraram linfopenia em 67,8%. Conforme estudo
de Liu e colaboradores, a maioria dos pacientes com linfopenia apresenta reducao no
namero de linfocitos T, principalmente CD4, sabendo-se que 80% dos linfocitos

circulantes sao linfécitos T e destes, 2/3 sdo linfocitos CD4.
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