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AVALIAC.AO DA EXPRESSAO DE MARCADORES IMUNOLOGICOS NA FEBRE
HEMORRAGICA DA DENGUE

DENGUE HEMORRHAGIC FEVER: IMMUNOHISTOCHEMICAL ASPECTS

Luis Filipe Roriz Jacomossi de Oliveira', Guilherme Augusto Moreira Silva', Rafael de Souza Bueno', Vitor Afonso Pereira Nunes', Marcos Mota da Silva’, Annah
Rachel Graciano'

Resumo

Introducao: A dengue é uma arbovirose pandémica de carater sazonal, com evolucdao predominantemente benigna, embora
complicacdes possam ocorrer. As complicacoes da dengue sdo: Sindrome do Choque da Dengue e Febre Hemorragica da Den-
gue. Os parametros da fisiopatologia da dengue nao sdo totalmente conhecidos, havendo discordancia entre os estudiosos
quanto as varias hipoéteses relacionadas a fisiopatologia da Febre Hemorragica da Dengue. Objetivo: Avaliar a expressdo de
marcadores imunolégicos (CD8,CD20, CD56 e CD38) no baco e pulmao de pacientes com Febre Hemorragica da Dengue. Méto-
dos: Foi realizado um estudo observacional, descritivo, do tipo série de casos, durante os anos 2014 e 2016. Foram avaliados 7
casos através de blocos de parafina de derivados necropsiados. Resultados: Foram encontradas células CD8" no pulmao, dessa
forma explicitando seu papel na fisiopatologia da FHD. O mesmo nao se aplica para as células CD56" no baco considerando que
os achados foram inconclusivos. No que se refere ao CD38, ressaltou-se a variacdo de expressdao do marcador de acordo com
idade e morbidades concomitantes. Conclusao: Foram encontrados diversos marcadores no baco e pulmao dos pacientes com
Febre Hemorragica da Dengue (CD8, CD20, CD56 e CD38). A maioria destes marcadores estiveram presentes com mais fre-
quéncia no baco do que no pulmao.

Palavras-chave: Imuno-histoquimica. Febre Hemorragica da Dengue. Fisiopatologia.

Abstract

Introduction: Dengue is a pandemic arboviral disease with seasonal character, with predominantly benign evolution, although
complications can occur. The dengue complications are Dengue Shock Syndrome and Dengue Hemorrhagic Fever. The parame-
ters of dengue's pathophysiology are not completely understood, having disagreement among experts as various hypotheses
related to the pathophysiology of Dengue Hemorrhagic Fever. Objective: This study aimed to evaluate the expression of immu-
nological markers (CD8, CD20, CD56 and CD38) in the spleen and lung of patients with Dengue Hemorrhagic Fever. Method: It
was performed an observational and descriptive study of case series, during the years 2014 and 2016. The 7 cases were evalu-
ated by paraffin blocks of necropsied derivatives. Results: Were found CD8 + cells in the lung, explaining their role in the
pathophysiology of DHF. The same does not apply to CD56 + cells in the spleen whereas the findings were inconclusive. Regard-
ing CD38, the variation of marker expression according to age and concomitant morbidities was emphasized. Conclusion:
Several markers were found in the spleen and lung of patients with DHF (CD8, CD20, CD56 and CD38). Most of these markers
were presenton alarger scale in the spleen than in the lung.
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Introducao

A dengue é a mais prevalente doenca viral trans-
mitida por artropode do mundo. O virus da dengue
integra-se a familia flaviviridae e consiste em quatro
sorotipos distintos (DENV 1, DENV 2, DENV 3 e DENV
4). A infeccdo pode resultar em um amplo espectro de
efeitos, incluindo o acometimento febril, a Dengue
Febril (DF), e formas mais severas como a Febre
Hemorragica da Dengue (FHD) e a Sindrome do Choque
da Dengue (SCD)".

Estima-se que 2.5 bilhdes de pessoas no mundo
estejam sob risco de infecdo por dengue, onde destas,
cerca de 100 milhdes adquirem a doenca e 500 mil
desenvolvem as formas complicadas (Febre Hemorra-
gica da Dengue ou Sindrome do Choque da Dengue) °.

No Brasil, onde ha circulacdo de multiplos soro-
tipos, a dengue é bastante expressiva. Nao obstante,
tamanha variedade de cepas conduz ao aumento dos
casos de dengue severa. Logo, torna-se de grande
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importancia compreender os mecanismos fisiopatolo-
gicos dadengue’.

Para melhor compreender a fisiopatologia, é
fundamental conhecer a morfologia e o ciclo de vida
do virus da dengue (DENV). O mesmo é envelopado e
pertence a familia Flaviridae. Sua particula esférica, de
aproximadamente 50nm, é composta de trés protei-
nas estruturais: C (capsideo), prM / M (pré-membrana
/ membrana) e E (envelope)®. Além disso, possui sete
proteinas nao estruturais NS (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B e NS5). Tudo isso é codificado por RNA
viral de fita simples senso positivo, sendo o genoma
de 11kb. O material genético é traduzido em uma
Unica e longa proteina, que posteriormente é clivada
pela NS3 e proteases do hospedeiro, formando as
estruturas ja descritas®.

Nas células infectadas os antigenos do DENV
expressos na membrana celular induzem fenémenos
de eliminacdo imune por linfécitos T CD8". Os macrofa-
gos, ativados ou lisados pelas células citotéxicas, libe-
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ram tromboplastina (iniciando fendmenos da coagula-
cao) e proteases ativadoras do complemento (respon-

saveis pela lise celular e pelo choque). O TNF-x (Fator

de Necrose Tumoral-alfa), de origem macrofagica e
linfocitaria, se encontra em niveis séricos elevados em
casos graves de FHD/SCD. Células inflamatérias e
endoteliais sdo alvos dessa citocina, contribuindo para
a trombocitopenia. O favorecimento ao consumo de
plaquetas da-se através dainducao de IL-8, estimulo da
liberacdo de histamina pelos basofilos e aumento da
permeabilidade vascular®”®.

Sugere-se existir relacdo entre a infeccao por
DENV e o aumento da ativacdo de células T CD8+’.
Atualmente, tem sido evidenciado que os CTLs podem
possuir um papel intimamente ligado aos danos provo-
cados pelo DENV, o que é evidenciado em modelos
murinos de infeccdo'®. O baco, 6rgdo presente na andli-
se deste trabalho, é um 6rgao acometido na Febre
Hemorragica da Dengue chegando a ser afetado em
77% dos casos em que, comumente, ocorre congestao
e hemorragia''.

Na FHD, os linfocitos B estdo nitidamente
aumentados, fundamentalmente em fase aguda. Isso
enfatiza ainda mais a atuacdo dessas células na elimi-
na¢do humoral direta (via neutralizacdo dos comple-
xos de antigenos virais)''. Na comparacdo das infec-
¢Oes que causam dengue classico com as que precipi-
tam Febre Hemorragica da Dengue, pode-se dizer que
as NK aparecem mais cedo em FHD e, também, desapa-
recem mais rapidamente'.

De forma geral, ha aumento da expressdao de
CD38 nos linfécitos T CD8 e CD4" durante a resposta
ao DENV, em qualquer apresentacdo de dengue ',
Células T CD4" produzem uma citocina denominado
fator toxico, que se encontra em altas quantidades na
FHD °. Também produzem citocinas cujo aumento, ja
descrito em topico especifico, esta relacionado com a
FHD (IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10) °. Assim, o estu-
do objetivou avaliar a expressdao de marcadores imu-
nologicos (CD8, CD20, CD56 e CD38) no baco e pul-
mao de pacientes com Febre Hemorragica da Dengue.

Métodos

Trata-se de um estudo do tipo série de casos. A
populacdo do estudo consiste em 7 casos de 6bito por
Febre Hemorragica da Dengue, dos quais foram extrai-
dos 5000 cortes de laminas para analise imuno-
histoquimica. Paraainvestigacdo foi utilizadablocos de
parafina dos derivados necropsiados, de baco e pul-
mao. Os fragmentos estavam fixados em formol 10%
tamponado e incluidos em 126 blocos de parafina, de
modo que havia 56 blocos de baco e 70 blocos de pul-
mao. Dos 56 blocos de baco, haviaem igualdade 8 para
cada um dos 7 casos. Da mesma forma, dos 70 blocos
de pulmao, haviaemigualdade 10 paracadacaso.

Foram incluidos no estudo casos diagnostica-
dos com Febre Hemorragica da Dengue e cujo material
necropsiado estiva disponivel no Laboratério de Pato-
logia o qual forneceu as ferramentas para o estudo.
Foram excluidos casos cujos blocos estavam com via-
bilidade comprometida, seja de qualquer natureza o
vicio do preparado anatomopatoldgico (preparo, manu-
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seio, processamento, etc). Aplicados os critérios, nao
houve perda de material, sendo aproveitados todos os
casos e seus blocos.

A partir dos blocos de parafina (sete casos)
foram obtidas 40 laminas de baco e 50 de pulmao. Para
a analise imuno-histoquimica, utilizou-se o método da
estreptoavidina-biotina-imunoperoxidase (Super ABC,
KIT universal, NovoCastra), para a deteccdo dos marca-
dores imunoldgicos de células NK (CD56), de Linfoti-
cos T Citotoxicos (CD8), de Linfocitos B (CD20), de
toda linhagem linfocitica (CD38).

Para o marcador de cada 6rgao, utilizou-se como
referéncia a correlacao adotada entre o percentual de
marcacao por campo microscépico em uma escala de
imunomarcacdo. Onde o ultimo dado, por exemplo,
revela por meio de umapontuacdo devalor 1 que o mar-
cador analisado esta presente no maximo de 25% do
campo microscédpico da lamina do 6rgao, ao passo que
umamarcacao 4 indicaque acimade 75%até 100% esta
imunomarcado. Desse modo, evidencia quais células
de defesaestdo predominandono érgdo (Quadrol).

Quadro 1 - Correlagao adotada entre o percentual de marcagao por
campo microscépico em uma escala de imunomarcacao.

Pontuacao da escala de Percentual de marcacao por
imunomarcacao campo microscopico

0 Ausente

1 > 00 a 25% inclusive

2 > 25 a 50% inclusive

3 > 50 a 75% inclusive

4 > 75 a 100%

Fonte: Spizzo, G.etal.(2011).

Os registros dos marcadores imuno-histoqui-
micos analisados foram tabulados no software Micro-
soft Excel 2013 e analisadas as frequéncias relativas e
percentuais.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa da Unievangélica, com o Parecer n°.
1.413.783.

Resultados

Os marcadores CD8,CD20,CD56 e CD38 estive-
ram presentes em todos os bacos e pulmdes analisados
dos pacientes acometidos por febre hemorragica da
dengue. Os marcadores CD8, CD56 e CD38 estiveram
presentes em maior quantidade em cortes do baco do
que do pulmao. Quanto ao marcador CD20, nao houve
grande diferenca entre o percentual de marcacao por
campo microscépico entre o baco ou pulmao, sendo
que emambos os 6rgaos a equivalénciadeste marcador
foi de 25% a 50%. Na maioria dos casos, o CD38 apre-
sentou percentual maiorque 50% no baco (Tabela 1).

Quando avaliados por escala deimunomarcacao,
cujas graduacdes seguem o percentual de marcacdo por
campo microscopico, apenas o CD38 correspondeu a
escala 4, significando percentual de 75% a 100% de fre-
quéncia desse marcador em cortes do baco, embora a
pontuacao na escala de imunomarcacao na escala 4
tenha sido minima (14,3%). A maioria dos marcadores
situaram-se na escala 2 (frequéncia de 25% a 50% dos
marcadores nos cortes histologicos) (Tabela 2).
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Tabela 1 - Expressédo dos marcadores de superficie de acordo com
cada caso e respectivo 6rgao analisado em Anapolis (2014 - 2016).

Marcador Marcador Marcador Marcador

Caso CcD8 CD20 CD56 CD38

P B P B P B P B
1 1 2 2 2 1 2 1 4
2 1 2 2 2 1 1 1 2
3 2 2 1 1 1 2 1 3
4 1 2 2 2 2 1 2 2
5 1 3 2 2 2 2 1 2
6 1 1 2 1 2 2 2 3
7 1 2 2 2 1 2 1 2

*Nota: Percentual de marcagao por campo microscopico: 0 = Ausente; 1> Oa
25%;2> 25a50%;32> 50a75%;4> 75a100%.P =Pulm&o.B=Baco

Tabela 2 - Frequéncia relativa do percentual em escala dos marca-
dores imuno-histoquimicos dos casos para o bagco em Anapolis
(2014 -2016).

Marcadores Pontuacao da escala de imunomarcacao
estudados Escala 0 Escala 1 Escala 2 Escala 3 Escala 4
Marcador CD8 - 14,3% 71,4% 14,3% -
Marcador CD20 - 28,6% 71,4% - -
Marcador CD56 - 28,6% 71,4% - -
Marcador CD38 - - 57,1% 28,6% 14,3%

*Nota: Percentual de marcag&o por campo microscépico: Escala 0 = Ausente; Escala
12 0a25%,;Escala2 225 a50%; Escala 3> 50 a 75%; Escala 4 > 75 a 100%.

Quanto ao pulmao, a expressao dos marcadores
foi relativamente menor, sendo que a maioria dos mar-
cadores se encontravam na escala 1 (entre 0 e 25%).
Essa afirmacao foi positiva especialmente para os mar-
cadores CD8,CD56 e CD38 (Tabela 3).

Tabela 3 - Frequéncia relativa do percentual em escala dos marca-
dores imuno-histoquimicos dos casos para o pulmdo em Anapolis
(2014 -2016).

Marcadores Pontuacao da escala de imunomarcacao
estudados Escala 0 Escala 1 Escala 2 Escala 3 Escala 4
Marcador CD8 - 85,7% 14,3% - -
Marcador CD20 - 14,3% 85,7% - -
Marcador CD56 - 571% 42,9% - -
Marcador CD38 - 71,4%  28,6% - -

*Nota: Percentual de marcagéo por campo microscopico: Escala 0 = Ausente; Escala
1=>0a25%;Escala2=>25a50%; Escala 3=>50a75%;Escala4 =>75a 100%.

Discussao

Emrelacdo as células CD8" os resultados mostra-
ram maior frequéncia encontradas no baco. Sendo que
0 CD8,CD56 e CD38 sao encontrados em maior quanti-
dade no baco. No baco a participacao dos linfocitos
citotoxicos na fisiopatologia da FHD nao consiste na
infeccdo da célula pelo DENV mas em sua reacao as
células ali presentes'®. Tal reacdo da-se por morte indu-
zida diretamente (via citélise) e indiretamente (via cito-
cinas). A destruicao das células endoteliais infectadas,
provocando desnudamento endotelial, contribui com a
congestdo e hemorragia tipicas do baco''. Este estudo
revelou quanto aos resultados para CD8, no baco, que
este marcardor esta presente entre os portadores de
FHD, firmando afisiopatologiaaele relacionada.

No que se refere as células CD8" no pulmado de
portador de FHD tem-se processo fisiopatolégico

muito similar ao esplénico - com citotoxicidade direta
e indireta’. A destruicdo das células endoteliais,
desencadeia: Sindrome da Angustia Respiratoria Agu-
da, hemorragia pulmonar, pneumonia, edema pulmo-
nar e derrame pleural'®.

Neste estudo, nos resultados para CD8, no pul-
mao, foram encontradas na escala de imunomarcacao,
quantidades razoaveis do marcador, dessa forma
explicitando seu papel nafisiopatologia da FHD.

As células que portam o marcador CD20 sdo os
linfocitos B. No baco as APCs e células do estroma
esplénico, quando infectadas por DENV, mediante
secrecdo de CXCL-13 atraem as células B até esse sitio'.
Ademais aisso, o 6rgao aporta - até mesmo em estado
fisiolégico - grande quantidade do linfocito B, por se
tratar de tecido linféide secundario "°.

Como a célula B ndo possui carater citolitico dire-
to, predicado presente nas CTLs, causa morte celular de
duas formas indiretas. A primeira a ser descrita, ocorre
através da citotoxicidade das citocinas (IL-6 e TNF-x) por

ela produzidas. A segunda, é devido a sintese de auto-
anticorpos - por mimetismo molecular do antigeno e do
self ou por ativacdo policlonal - dirigidos as células
humanas. Esses dois mecanismos atingem plaquetas e
células endoteliais, comprometendo processos hemos-
taticos e contencdo do conteddo vascular no baco”.
Processos estes, quando comprometidos, contribuem
para congestdo e hemorragia esplénica. Nos resultados
para CD20, no baco, foram encontradas na escala de
imunomarcacao: pontuacao 1 para 28,6% dos casos e
pontuacao 2 para 71,4% dos casos. Conclui-se que as
células estdo, de fato, presentes no baco, reafirmando
assim sua contribuicdo nafisiopatologiada FHD.

Em relacdo as células CD20" no pulmao, além
dos macroéfagos, os pneumaocitos do tipo Il e as células
endoteliais apresentam abundancia de particulas virais
'. De modo analogo a fisiopatologia da FHD no baco, os
linfocitos sdo recrutados para o pulmao e promovem a
morte celularendotelial nesse sitio e destruicao plaque-
taria®. Este estudo constatou que os marcadores CD20
estdo presentes no pulmao, estabelecendo suarelevan-
cia no processo fisiopatolégico da FHD. No ambito das
células CD56" no baco os achados foram inconclusivos.
Na FHD, as natural killer (CD56") aparecem mais cedo e
desaparecem, também, mais rapidamente”.

A presenca de NK no baco é referida como natu-
ral sendo esse o 6rgdao em que é mais abundante, e
esta mais pronunciada na FHD'"??'. A presenca da célula
de forma expressiva, na fase inicial da dengue, favore-
ce desenvolvimento de padrao classico (e ndao de FHD).
Processos fisiopatolégicos especificos para cada
6rgao ndo sao bem descritos na literatura, sendo esse
tipo de abordagem, porisso, excluida deste trabalho.

Nos resultados para CD56, no baco, foram
encontradas na escala de imunomarcacdo valores sig-
nificativos, conforme apresentados nos resultados.
Constata-se que as células estdo presentes no baco.
Todavia, em razao de se ter somente, proveniente da
populacdo do estudo, blocos de parafina de casos de
FHD - ndo possuindo prontudrios, tampouco blocos de
dengue classico, de pessoas saudaveis ou qualquer
outro referencial comparativo - ndo é possivel afirmar
hipotese fisiopatologica relacionada. Uma vez que a
fisiopatologia em questao é a de que as NK sdo ativa-

78

Rev Pesq Saude, 18(2): 76-80, mai-ago, 2017



das em menor nimero, mais precocemente e desapa-
recem mais rapido na FHD.

Para células CD56" pulmonares nao foi possivel,
também, chegar a confirmacao da hipotese deste estu-
do. Apesar de as NK estarem sempre presentes no
pulmao, de forma quiescente, a fisiopatologia especifi-
ca paraas células no 6rgio é ainda pouco esclarecida®.
A participacdo da NK a ser considerada na fisiopatolo-
gia para compara¢do com a imuno-histoquimica, leva-
ria em conta para o pulmao os mesmos fatores dos
quais ndo foram destacados neste estudo para o baco
(tempo de infeccao e seguimento temporal).

No que diz respeito ao marcador CD38, deve-se
ressaltar a variacdo de expressdao do mesmo de acordo
com idade, morbidades concomitantes, bem como sua
inespecificidade celular. Quanto ao baco, percebe-se a
intima relacao entre este marcador e processos inflama-
torios, visto que o mesmo esta presente em leucocitos
diversos (NK, linfécito T e célula B***. Logo, sua presen-
caeminflamacdo esplénica é esperada'**’. No baco (teci-
do linféide secundario), sua presenca é patente, todavia
é mais representativa em casos de infeccdo por DENV
(por aumento da expressdo de quimiocinas esplénicas)'.

Neste estudo os resultados para CD38, no baco,
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