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RESUMO

CASTILHO, B. M. Fatores associados a plaguetopenia em pacientes com dengue:
estudo de caso-controle. 2017. 62f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas -
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho”, Araraquara - SP. 2017.

INTRODUCAO: Alguns pacientes com dengue tendem a desenvolver plaquetopenia
durante a infeccdo ficando vulnerdveis as manifestacbes hemorragicas e outras
complicacOes. Fatores associados ao desenvolvimento de plaquetopenia séo
desconhecidos.

OBJETIVO: Identificar os fatores associados ao aumento do risco de plaguetopenia em
casos confirmados de dengue.

DELINEAMENTO: Estudo de caso-controle.

CONTEXTO: O sistema de Informacéao de Agravos de Notificacdes (SINAN) foi a base
de dados utilizada para identificacdo dos pacientes com dengue da regido metropolitana
de Campinas, Brasil. Todas as informacGes desta base de dados foram cruzadas com as
informacgdes fornecidas pela Secretaria Municipal de Saude de Campinas para
confirmacéo sorologica e hemograma dos pacientes.

METODO: Este estudo identificou 48.290 notificagdes no SINAN das quais 7.873
pacientes tinham dengue confirmada por sorologia. Excluindo-se aqueles com plaquetose
e com dados incompletos e aqueles sem hemograma disponivel, a amostra foi composta
por 387 pacientes (156 casos e 231 controles). Considerou-se como caso a contagem de
plaquetas abaixo de 150.000/ mm3 (plaquetopenia) e como controle os resultados normais
(de 150.000/mm3 a 400.000/mm3). As seguintes variaveis foram investigadas quanto
associacdo com plaquetopenia: sexo, idade, etnia, escolaridade e alteracOes
hematoldgicas. Calculou-se o odds ratio (OR) como medida de associacdo, o qual foi
ajustado por sexo, idade e dia da coleta em regressdo logistica. Procedeu-se analise de
sensibilidade por reamostragem (bootstrap).

RESULTADOS: A idade média dos participantes foi 35,7 + 19,0 os quais eram
compostos por 168 homens, 31,7% por pretos/pardos/indigenas e 71,4 % ndo
completaram o ensino médio. A prevaléncia de plaquetopenia foi 40,3% (IC 95% 35,5 -
45,3%). Os seguintes fatores indicaram associacdo com plaquetopenia: sexo masculino,
OR 1,77 (IC 95% 1,16-2,71, p = 0,001); idade entre 46 - 54 anos, OR 2,20 (IC 95% 1,15
- 4,21, p=0,001); idade > 65 anos, OR 3,02 (IC 95% 1,40-6,50, p=0,001). Os fatores etnia
e escolaridade ndo foram estatisticamente significante. Os resultados mostraram
associacdo importante em pacientes com leucopenia OR 6,85 (IC 95% 4,27 - 10,99;
p<0,001) e com Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) elevado OR 2,00 (IC 95% 1,29
- 3,12; p=0,001). Os resultados permaneceram significantes apds analise de sensibilidade.
CONCLUSAO: O desenvolvimento da plaguetopenia esta associado ao sexo masculino
e aos idosos. Pacientes com leucopenia e HCM elevado apresentam maior chance de
desenvolvimento da plaquetopenia.

PALAVRAS-CHAVE: Aedes aegypti, trombocitopenia, satde publica.



ABSTRACT

CASTILHO, B. M. Factors associated to thrombocytopenia in patients with dengue: a
case-control study. 2017. 62f. Dissertation (Master in Pharmaceutical - School of
Pharmaceutical Science, Sdo Paulo State University “Jalio de Mesquita Filho”,
Araraquara - SP. 2017.

BACKGROUND: Some patients with dengue tend to develop thrombocytopenia during
an infection and are vulnerable to hemorrhagic manifestations and other complications.
Factors associated with the development of thrombocytopenia are unknown.
OBJECTIVE: To identify the factors associated with the increased risk of
thrombocytopenia in confirmed cases of dengue.

DESIGN: Case-control study.

SETTINGS: The Notification of Injury Information System (SINAN) was the database
used to identify patients with dengue in the metropolitan region of Campinas, Brazil. All
the information in this database was cross-checked with the information provided by the
Municipal Health Department of Campinas for serological confirmation and hemogram
of the patients.

METHOD: This study identified 48,290 reports in SINAN of which 7,873 patients had
confirmed serology. Excluding those with platelet count and incomplete data and those
with no available blood count, the sample consisted of 387 patients (156 cases and 231
controls). Platelet counts below 150,000 / mm? (thrombocytopenia) and control of normal
results (from 150,000 / mm3 to 400,000 / mm3) were considered as the case. The
following variables were investigated regarding the association with thrombocytopenia:
sex, age, ethnicity, schooling and hematological alterations. The odds ratio (OR) was
calculated as a measure of association, which was adjusted for sex and age in a logistic
regression. Sensitivity analysis was performed by resampling (bootstrap).

RESULTS: The mean age of the participants was 35.7 = 19.0, which was composed by
168 men, 31.7% by blacks / browns / indigenous people and 71.4% were not in high
school. The prevalence of thrombocytopenia was 40.3% (95% CI 35.5 - 45.3%). The
ensuing factors indicated association with thrombocytopenia: male, OR 1.77 (95% ClI,
1.16-2.71, p = 0.001); Age between 46-54 years, OR 2.20 (95% CI1 1.15-4.21, p = 0.001);
Age > 65 years, OR 3.02 (95% CI 1.40-6.50, p = 0.001). Ethnicity factors and schooling
are not statistically significant. The results showed an important association in patients
with leukopenia OR 6.85 (95% CI 4.27 - 10.99, p <0.001) and with high Corpuscular
Hemoglobin (HCM) OR 2.00 (95% CI 1.29 - 3,12, p = 0.001). The results become
significant after sensitivity analysis.

CONCLUSION: The development of thrombocytopenia is associated with males and
the elderly. Patients with leukopenia and high HCM, greater chance of developing
thrombocytopenia.

KEY WORDS: Aedes aegypti, thrombocytopenia, public health.
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1. INTRODUCAO

A Infeccdo por dengue ocorre por meio da transmissao de um dos sorotipos
do virus (DENV 1-4) pelo mosquito Aedes aegypti. Qualquer dos quatros sorotipos
podem causar infec¢do assintomatica ou com sintomas cléssicos da dengue, como febre
associada a dores, até manifestacGes mais graves, com alteracdo da permeabilidade do
endotélio vascular, extravasamento de plasma, diminuicdo dos niveis de plaquetas,
hemorragias, diminuicdo da pressao arterial a niveis perigosamente baixos, choque e
obito (WHITEHORN, 2010; CHEN, WILSON, 2010).

As plaquetas sdo importantes componentes sanguineos conhecidas pela sua
atuacdo na coagulacdo. Pacientes com dengue tendem a desenvolver a plaguetopenia
durante a infeccdo, ficando vulneraveis as manifestacbes hemorragicas e outras
complicacdes graves da dengue (RANJIT, KISSON, 2011; VITA et al., 2009).

Sabe-se que 0 DENV pode causar depressao da medula dssea, diminuindo a
producdo de plaquetas, infectar diretamente os megacariocitos ou liberar anticorpos que
atacam plaquetas, destruindo-as (LIN et al., 1989; GOMBER et al., 2001; GARCIA,
MORALES, HUNTER, 1995; LIN et al.,2001).

Vaérios estudos identificam alteracBes hematoldgicas em pacientes com
dengue. As principais alteracdes relatadas incluem plaquetopenia, variando entre 40 —
79% (AYYUB et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009; ARAGAO et al., 2013) dos pacientes
com dengue, leucopenia, entre 30 — 69% (OLIVEIRA et al. 2009; WICHMANN et al.,
2016) e alteracGes em linfécitos, variando entre linfocitose (ARAGAO et al., 2013) a
linfocitopenia (OLIVEIRA et al., 2009).

A relacdo entre plaguetopenia e outras alteracbes hematologicas ainda nédo
estdo completamente estudadas. Alguns autores (VITA et al., 2009; LIN et al., 1989;
GOMBER et al.,, 2001; GARCIA, MORALES, HUNTER, 1995; LIN et al.,2001;
OLIVEIRA et al., 2009; ARAGAO et al., 2013; WICHMANN et al., 2016; LEE et al.,
2008; CHADWICK et al., 2006; GREGORY et al., 2010; BIWAS et al., 2012; PONE et
al., 2016; SOSOTHIKULL; THISYAKORN; THISYAKORN, 2015; SANTOS et al.,
2016), apontam para um padrdo de comportamento clinico laboratorial mas néo

estabelecem claramente esta relacéo.
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Esta dissertacdo se prop0s verificar se existe relacdo entre plaquetopenia e
alteracdes hematologicas e outros fatores como idade, sexo e raca em pacientes com

dengue.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Histoérico

O principal mosquito transmissor da dengue, o Aedes aegypti, é originario do
Egito, na Africa, e se espalhou para outras partes do mundo durante os séculos XV a XIX,
periodo das grandes navegacdes, que aumentou o comércio de escravos (BRASIL,
2017a).

As primeiras epidemias de dengue foram descritas em 1979-1980 na Asia, na
Africa e na América do Norte. Na América do Sul, a primeira epidemia foi relatada na
mesma época, no Peru (GUBLER, 2002).

Séo conhecidos quatros sorotipos do virus da dengue (DENV): DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4. O DENV-1 foi isolado em 1944, no Havai, Estados
Unidos; O DENV-2, foi isolado na Nova Guiné também em 1944 e 0 DENV-3 e DENV-
4 foram isolados em 1957, ambos na Filipinas (GOULD e SOLOMON, 2008).

No Brasil, os primeiros relatos de dengue foram no fim do século XIX, em
Curitiba (PR) e inicio do século XX, em Sdo Paulo (SP) e Niterdi (RJ). Os primeiros
registros clinicos da ocorréncia do virus no pais, com confirmacéo laboratorial aconteceu
em 1981-1982 em Boa Vista (RR), quando foram isolados os sorotipos DENV-1 e
DENV- 4 (BRASIL, 2017a).

Em 1986, ocorreu epidemia no Rio de Janeiro e em algumas capitais do
nordeste, e desde entdo a dengue vem ocorrendo de forma continua no Brasil
(NOGUEIRA, et al., 2001).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considera a dengue como o
problema de satde coletiva mais importante dos ultimos anos (WHO, 2009).

Atualmente, a doenca é endémica em mais de 141 paises, apresentando-se
predominantemente em paises de clima tropical, subtropical e temperado (SHEPARD et
al., 2016).

2.2 Contexto atual e dados epidemiolégicos da dengue

Estima-se que aproximadamente entre 2,5 a 3,6 bilhdes de pessoas viva em

regides endémicas, com risco de ser infectadas pela doenca. Em todo 0 mundo, cerca de
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390 milhdes de infeccbes ocorrem todos os anos (Figura 1), e desses, 96 milhdes
apresentam manifestacdes clinicas, dos quais 500 mil evoluem para dengue grave e 24
mil vdo a obito (SHEPARD et al., 2016; BHATT et al., 2013).

Das infec¢Bes que ocorrem no mundo, as Américas contribuem com 14%,

dos quais mais da metade ocorrem no Brasil e no México (BHATT et al., 2013).

.. Annual infections *

> Il

- [ <150,000
150,000-275,000
[1275,000-500,000
[10.5-1 million :
[]1-1.5 million ) = : 7 .
1.5-2.75 million ’
B 2.75-7.5 million
B 7.5-32.5 million

Figura 1: Mapa da populacdo sob risco de transmissdo de dengue e com areas de
atividade epidémica. O mapa demonstra o nimero de infecges por ano por area nacional.

Fonte: Adaptado de BHATT et al., 2013

A populacdo no Brasil € de aproximadamente 204 milhGes de habitantes
(BRASIL, 2015a), em 2014 foram notificados 589.107 casos suspeitos de dengue e 475
6bitos (BRASIL, 2015b).

A regido sudeste € onde se concentra 0 maior nimero de casos notificados.
Sdo Paulo registrou o maior nimero de casos no pais em 2014, no total foram 226.866
casos de dengue registrados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo
(SINAN), com destaque para municipios de Onde Verde/SP, Rio Claro/SP, Sorocaba/SP
e Campinas/SP (BRASIL, 2015b).

A incidéncia da doenca no pais € maior durante 0os meses mais quentes do
ano. As temperaturas mais elevadas e o aumento das chuvas aumenta a oferta de
criadouros, favorecendo o desenvolvimento e a proliferacdo do Aedes aegypti (CAMARA
etal., 2007).
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2.3 Aspectos do virus

O virus da dengue € um arbovirus que pertence a familia Flaviviridae, do
género Flavivirus (FIGUEIREDO, 2012).

Pertencem ao género Flavivirus, cujo o protétipo € o virus da febre amarela
(YFV), cerca de 70 espécies de virus, dos quais muitos sao patdgenos humanos, sendo a
maior parte transmitidas por artropodes, como o virus da encefalite de Saint Louis
(SLEV), o virus Oeste do Nilo (WNV) e o virus da Zika (ZIKV) (MACKENZIE,
GUBLER e PETERSEN, 2004; TSAI, 2000; PETERSEN et al., 2016).

O virus da dengue é um virus esférico e envelopado, tém entre 40 - 50 nm de
diametro, o RNA € de fita simples e polaridade positiva, 0 genoma possui 11 kb e codifica
trés proteinas estruturais e sete proteinas nao-estruturais (GREEN e ROTHMAN 2006).

As proteinas estruturais que compdem o virus da dengue séo: o capsideo (C),
que constitui o nucleocapsideo, a proteina de membrana (M), que é uma fragmento
proteolitico de sua percussora (a prM - proteina percussora de membrana) e a
glicoproteina do envelope (E), envolvida na ligacdo ao receptor e na ativacdo dos
anticorpos (GUZMAN et al., 2010).

No estagio de montagem final, quando h&a amadurecimento do virus, a prM ¢
clivada resultando em um rearranjo das proteinas M e E, que ficardo ancoradas na
bicamada lipidica do envelope viral (GUZMAN et al., 2010; KUHN et al., 2002).

As proteinas ndo-estruturais sdo: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5,
e estdo relacionadas a replicacdo e infecgdo viral (GREEN e ROTHMAN, 2006;
SANTOS, ROMANOS e WIGG, 2000).

As propriedades antigénicas distinguem entre si nos quatro sorotipos do virus
da dengue. Cada um compartilha cerca de 65% do genoma, e apesar da diferenca genética,
todos causam sintomas semelhantes (NOGUEIRA, MIAGOSTOVICH e
SCHATZAMAYR, 2000).

A imunidade para um mesmo sorotipo é permanente (homologa). Contudo, a
imunidade cruzada (heteréloga), existe temporariamente, por dois ou trés meses
(GUZMAN et al., 2010).

A fisiopatogenia da resposta imunolégica a infeccdo por dengue aguda pode
ser primaria, ocorrendo em pessoas ndo expostas ao flavivirus, onde os anticorpos

Imunoglobulinas G (IgG) e Imunoglobulinas M (IgM) se elevam lentamente, ou
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secundaria, que acontece em pessoas com infeccdo aguda por dengue, mas que tiveram
infeccdo prévia por flavivirus no qual o titulo de anticorpos 1gG se eleva rapidamente,

com aumento menos marcado de anticorpos IgM (HIEN et al., 2010; AYE et al., 2014).
2.4 Interacdo do virus com o vetor

O principal vetor da dengue no Brasil € 0 mosquito Aedes aegypti, no entanto,
existem outros vetores do género Aedes, como o Aedes albopictus, o Aedes polynesiensis
e 0 Aedes scutellaris (GUBLER, 1998).

O ciclo de vida do Aedes aegypti compreende quatro fases: ovo, larva, pupa
e adulto, Figura 2.

O Aedes aegypti € um mosquito pequeno de aproximadamente 0,5 cm de

comprimento, possui cor preta e listras brancas nas pernas, dorso e cabeca.

Aedes aegypti

It takes about 7-10 days for an egg to develop into an adult mosquito.

Female mosquitoes lay &ags In
contalrers that hokd water.

Pupae live In the water. They A

develop Into adult, I1'|"Irl e 1

miesguitoes In 2-3 days. y
g

,f

Egigs hatch within a few
ﬂiﬁtl:l mranths when
covenesd with water,

Larvae live In water
They develop Inta

puUpae In a5 few as 5 days.

Figura 2: Ciclo de vida do Aedes aegypti.
Fonte: USA, 2016a

Vive em dreas urbanas e a infestacdo € mais intensa em areas de alta

densidade populacional, principalmente em espacos urbanos com ocupagoes
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desordenadas, ndo planejadas, devido as facilidades de reproducao, pois a fémea deposita
seus ovos na parede de reservatorios artificiais com agua limpa e parada como as que sdo

encontradas em vasos de flores, pneus, baldes, garrafas, beirais de telhado, caixas d’agua

abertas (TSAI, VAUGHEN e SOLOMON, 2005).

O ciclo de transmissdo da dengue inicia-se quando a fémea do mosquito
Aedes aegypti faz repasto de sangue infectado. Como ocorre com a maioria dos
mosquitos, apenas a fémea é hematdfaga. O virus se multiplica no intestino médio do
vetor e infecta outros tecidos chegando as glandulas salivares, estando o0 mosquito apto a
transmitir o virus depois de oito a 12 dias de incubacdo extrinseca, sendo capaz de
transmitir a doenca até o fim de sua vida, cerca de 30 a 45 dias (BRASIL, 2017a; BRASIL,
2017c).

Os Aedes possuem susceptibilidade e capacidade de veicular horizontalmente
e de transmitir verticalmente os quatro sorotipos DENV (MONCAYO et al., 2004).

2.5 Interacdo do virus com humanos

Ap0s o0 contato com o humano, os virus penetram na pele por endocitose,
circulam pela corrente sanguinea, infectando os leucdcitos (responsaveis pela defesa do
organismo e producdo de leucdcitos), sendo o alvo priméario da dengue os macréfagos e
monacitos, além de infectarem as células do endotélio (ALHOOT, WANG e SEKARAN,
2011; BRASIL, 2017c; GUBLER, 1998; GUZMAN e KOURI, 2002; WHITEHORN e
SIMMONS, 2011).

No segundo ou terceiro dia ap6s a inoculacdo dos virus pelo mosquito, 0s
virus replicam-se nos linfonodos, e depois disseminam-se por via hematica, no interior
das células mononucleares, nas células dendriticas (células de Langerhans) ou livre pelo
plasma (TSAI, 2005; WU et al., 2010).

Quando infectadas, as células mononucleares liberam citocinas, que sao as
responsaveis por causar a febre e o mal-estar (TSAI, VAUGHN e SOLOMON, 2005). A
mialgia é resultante da infecgdo dos midcitos pelo DENV. Os danos endoteliais causados
pelos virus geram pequenos focos hemorragicos, por exemplo, petéquias (WU et al.,
2000).

O periodo de incubacédo do virus varia entre trés a 14 dias, sendo, em média
de trés a sete dias, Figura 3 (BRASIL, 2016b).
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Intrinsic Incubation Period

Extrinsic Incubation Period Infected mosquito bites

another person and
Mosquito Ingests DENV  transmits DENV. DENV
in blood meal. DENV n:_np"cates in person

replicates in mosquito 3-14 days before
DENV Infected viremic g_13 days before able to Y

symptom onset
person gets bitten by  transmit DENV to person
mosquito
0 7 14 21 28

DAYS
Figura 3: Periodo de incubacéo extrinseco e intrinseco do DENV.
Fonte: USA, 2017a

2.6 Classificacao clinica da Dengue

Em 1997, a OMS instituiu os termos febre da dengue, febre hemorragica da
dengue e sindrome do choque da dengue para classificar a doenca quanto aos seus sinais,
sintomas e gravidade (WHO, 2012). Contudo, tais termos foram substituidos em 2009, e
anova classificacdo, adotada pelo Brasil em 2014, passou a ser dengue, dengue com sinais

de alarme e dengue grave, Figura 4 (WHO, 2009).

2.7 Fases da Dengue

As infeccBes pelo DENV podem ser assintomaética (cerca de 80%) ou
sintomatica (WHITEHORN e FARRAR, 2010). As infeccBes sintomaticas possuem
amplo espectro clinico, variando desde uma doenga febril indiferenciada & manifestagdes
graves, sem ou com hemorragias, que podem levar a 6bito (BRASIL, 2016b). Trés fases
clinicas podem ocorrer: febril, critica e de recuperacéo.

O primeiro sintoma da dengue € a febre (39 °C a 40 °C) de inicio subito com
duracdo média de sete dias, normalmente associada a cefaleia, as mialgias, as artralgias,
a dor retroorbitaria e a petéquias com prova do lago positiva (TOLLE, 2009; SINGHI,
KISSOON e BANSAL, 2007).
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O exantema maculopapular esta presente em 50% dos casos. Atinge face, tronco e
membros, inclusive plantas dos pés e palmas de méos, podendo apresentar-se sob outras
formas com ou sem prurido, ap6s o desaparecimento da febre (BRASIL, 2016b).

A infeccéo pelo virus da dengue resulta em uma variedade de sintomas que
podem ser confundidas outras com doencas exantematicas, dificultando o diagnostico de
doencas infecciosas virais e consequentemente, sendo mal conduzidas (FIGUEIREDO,
2004).

DENGUE SEM E COM SINAIS DE ALARME DENGUE GRAVE

1. Extravasamento de plasma
grave

COM SINAIS DE ALARME
2. Hemorragia grave

3. Comprometimento grave dos
orgaos

CRITERIO PARA DENGUE SEM E COM SINAIS DE ALARME
PROBABILIDADE DE DENGUE SINAIS DE ALARME

CRITERIO PARA DENGUE GRAVE

EXTRAVASAMENTO DE PLASMA GRAVE
Seguindo para:

Pessoa que viva ou tenha viajado para
regido endémica ou com infestagdo por
Aedes aegyptinos ultimos 14 dias, com

+ Dor abdominal
+ Vomito persistente
* Acumulode liquidos (ascite, derrame

1. Choque
2. Hemorragia Grave
3. Comprometimento grave dos 6rgaos:

febre, seguida de dois ou mais sintomas: pleural, pericardico) + Figado

* Nausea, Vomito + Sangramento de mucosa Elevagao das enzimas hepaticas: ALT
* Rash + Letargia, sonoléncia eAST > 1000

* Dores (cabega; retro-orbital; muscularese  + Hipotensao postural e/ou lipotimia « Sistema Nervoso Central

articulagoes) « |rritabilidade Alteragao de consciéncia

* Prova do lago positiva * Hepatomegalia> 2 cm « Coragao

* Leucopenia » Aspectos laboratoriais: aumento Miocardite

progressivo do hematocrito e

TODO CASO SUSPEITO DE DENGUE diminuicao das plaquetas.

E CONFIRMADO LABORATORIALMENTE

Figura 4: Classificacdo da dengue de acordo com sinais e sintomas.
Fonte: CANADIAN PAEDIATRIC SOCIETY, 2014

Inapeténcia, nauseas e vomitos também podem estar presente durante essa
fase (BRASIL, 2013a).

No geral, a maioria dos pacientes se recuperam e apresentam melhoras
gradativas apés a fase febril (BRASIL, 2016b).

Os pacientes que se encontram na fase critica devem ser constantemente
observados, e medidas de suporte devem ser imediatamente adotadas, pois nesta fase a
doenca pode evoluir para forma grave em pouco tempo (BRASIL, 2016b).

Durante a fase critica aparecem 0s sinais de alarme, que devem ser
rotineiramente valorizados (MARTINA, KORAKA e OSTERHAUS, 2009).
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A infeccdo pelo DENV ativa mediadores inflamatorios que danificam o
endotélio vascular, aumentando a porosidade capilar, favorecendo ao extravasamento
plasmaético, do endotélio para o tecido, ocasionando ascite e derrame pleural (ALOIA et
al., 2015).

Tanto a ascite quanto o derrame pleural podem ser detectados clinicamente,
em funcédo da quantidade excessiva de fluidos acumulados e confirmados por exames de
imagem (BRASIL, 2016b).

As plaquetas sdo células que pertencem ao sistema de circulacdo, sendo a
primeira linha de defesa contra sangramentos. Ao tentar eliminar o DENV, o organismo
produz anticorpos que destroem as plaquetas, diminuindo o numero de plaquetas
circulantes no sangue (OLIVEIRA et al., 2010).

O processo hemorragico deve-se também & capilaridade generalizada
induzida pelas citocinas, em especial os fatores de necrose tumoral (TNF), as
interleucinas (IL-2, IL-6, IL-8 e IL-10) e Interferon Y (IFN - Y), que estdo aumentados,
facilitando assim o extravasamento de plasma (XAVIER et al., 2014).

O choque ocorre quando um volume critico de plasma é perdido por meio do
extravasamento, o que geralmente ocorre entre os dias quatro ou cinco (com intervalo
entre trés a sete dias) de doenca, geralmente precedido por sinais de alarme (BRASIL,
2016b).

Durante a dengue, o choque é de curta duracdo e rapida instalacdo, e
caracteriza a dengue grave, comprometendo o funcionamento de outros 6érgdos como o
figado, os rins, os pulmdes, o baco, o coracdo e o sistema nervoso central, levando o
paciente a 0bito em poucas horas ou a sua recuperacao, quando as medidas antichoque
séo usadas com éxito (PAESSLER e WALKER, 2013; BRASIL, 2016b).

Em pacientes que passaram pela fase critica, ocorrera a reabsor¢édo gradual do
contetdo extravasado acompanhada de progressiva melhora clinica (BRASIL, 2016b).

Reconhecer os sinais e sintomas de alerta da dengue permite 0 manejo
adequado e melhora no prognostico dos pacientes (MARTINA, KORAKA e
OSTERHAUS, 2009).

InfeccBes por DENV apresentam amplo espectro clinico, e sdo facilmente
confundida com outras doencas infecciosas, sendo necessario a confirmagdo do
diagnostico clinico da dengue por confirmacdo laboratorial (GUZMAN, GARCIA e
KOURI, 2008; USA, 2016d).
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2.8 Aspectos laboratoriais

Os métodos utilizados para diagnostico da dengue, recomendados pelo
Centers for Disease Control and Prevention (CDC), sdo baseados em sorologia ou pela
deteccdo do virus ou de antigenos virais (USA, 2016d; PULL et al., 2012; POTTS et al.,
2010).

ELISA IgM

ELISA é um método imunoenzimatico que permite a deteccdo de anticorpos
especificos e é usado no diagnosticos de doencas que induzem a producdo de
imunoglobulinas, como a dengue. O ELISA IgM apresenta positividade a partir do sexto
dia da doenca, sendo detectavel por aproximadamente 90 dias apds a infec¢do. Entretanto,
apesar de diagnosticar a doenca, ndo define o sorotipo DENV, Figura 5 (USA, 2016d).

ELISA IgG

Assim como 0 ELISA IgM, o ELISA IgG baseia-se na detec¢édo de anticorpos,
e também ndo permite a definicdo do sorotipo, porém este método costuma positivar a
partir do nono dia da doenga em infec¢des primérias e detecta a partir do primeiro dia em
infeccBes secundarias, permanecendo em ambas infeccBes detectavel por toda vida
(GUZMAN, et al., 2010).

O ELISA 1gG pode apresentar reacdo cruzada com as IgGs de outros
flavivirus, seja por infecgdo prévia, como virus do Nilo Ocidental ou da encefalite
japonesa, ou por imunizagdo, por exemplo, pela vacina da febre amarela, podendo o
resultado para dengue ser falso positivo (USA, 2016d).

ELISA IgM e IgG

Consiste em um teste rapido que baseia-se na deteccdo qualitativa e
diferencial de anticorpos IgM e IgG, permite diagndstico ou descarte, em curto intervalo
de tempo, apresentando positividade a partir do quinto dia da doenca (USA, 2016e).

NS1

Trata-se de um teste qualitativo, especifico para infeccGes por dengue, usado
na detecgéo da antigenemia da proteina ndo-estrutural 1 (NS1), presente na fase inicial da
infeccdo. Consegue detectar & partir do primeiro ao sétimo dia do inicio dos sintomas,
permitindo diagnostico rapido (GUZMAN et al., 2010; GUZMAN e KOURI, 1996).

O seu desempenho é equivalente a0 RT - PCR, porém ndo permite a
identificacdo do sorotipo (BRASIL, 2016b).
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O uso da proteina NS1 é de alta especificidade (82 a 100%) e moderada
sensibilidade (mediana 64%, intervalo de 34 - 72%). Quando comparada com as infeccdes
primarias, as infeccBes secundarias apresentam sensibilidade menor (GUZMAN et al.,
2010; CHATERJI et al., 2011).

Primary DENV Infection Secondary DENV Infection
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Figura 5: Infeccdo priméria e secundéria pelo virus da dengue.

Fonte: USA, 2017b

RT-PCR

O RT-PCR é uma reacdo da transcriptase reversa, seguida da reacdo em
cadeia da polimerase (USA, 2016f; SIMMONS et al., 2012; SCHMITTGEN e LIVAK,
2008).

O hemograma na dengue nédo apresenta diferenca da maioria das infeccoes
provocadas por outros virus (XAVIER, 2014).

Os principais elementos sanguineos que podem sofrer altera¢cdes durante a

infeccdo por dengue sdo os leucocitos, 0 hematdcrito e as plaquetas (BRASIL, 2013a).
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Leucocitos

A leucopenia (contagem de leucdcitos abaixo de 4.000 células por mililitro)
é um achado usual na dengue com sinais de alarme, sendo uma das primeiras alteracoes
detectavel em exames laboratorial (ARAGAO et al., 2013; AYYUB et al., 2006;
WICHMANN et al., 2006).

Conforme a evolugdo da infeccdo, apresenta-se de maneira intensa, com
contagem inferior & 2.000 leucocitos (BRASIL, 2002).

Hematdcrito

Na dengue grave, 0 aumento do hematocrito indica o extravasamento de
plasma em hemoconcentracdo, é fundamental para identificacdo da dengue grave com
manifestacdes hemorragicas, sendo também importante no acompanhamento da resposta
a hidratacdo (RANJIT e KISSOON, 2011).

Estipula-se como valores normais de hematocrito em criancas, mulheres e
homens adultos os valores de 38%, 40% e 45%, respectivamente (BRASIL, 2002).

Plaquetas

As plaquetas ou trombdcitos sdo células sanguineas achatadas, anucleadas,
formadas pela medula 6ssea a partir da fragmentacéo dos megacariocitos.

A principal funcdo das plaquetas € a formacdo de coagulos. Participam na
formacdo da rolha hemostatica, e sdo ativadas pelo exposicdo ao colageno. Apds a
ativacdo, ocorre aderéncia das plaquetas ao endotélio lesado, onde acumulam-se e ligam-
se entre si, formando um trombo estabilizado (MICHELSON, 2007). Uma pessoa normal,
adulto ou crianca, possui entre 150.000 & 400.000 mm?®/plaquetas/sangue (NAOUM e
NAOUM, 2008).

Quando as plaquetas estdo acima do valor de referéncia, ocorre a plaquetose.
Apesar de ser frequentemente assintomatica, a plaquetose, pode provocar predisposicao
a trombose (BRASIL, 2016b). Plaquetas abaixo de 150.000 mm?sangue caracterizam a
plaguetopenia (NAOUM e NAOUM, 2008), que pode ocorrer por varios motivos, como:
e Diminuicédo da producdo de plaquetas pela medula 6ssea - Ocorre em doencas
como aplasia medular, leucemia, quimioterapia (aplicada nos tratamentos de cancer,
infiltracdo de células malignas, hipoplasia megacariocitica congénita, fibrose e falta de
nutrientes (desidratacdo, cobalamina, toxicidade a niacina ou &cido félico).
e Aumento do sequestro esplénico - As plaquetas circulam pelo sangue em media por

10 dias. Apos esse periodo, elas sdo retirada e destruida pelo bago. A esplenomegalia



23

eleva a quantidade de plaguetas retidas no baco, aumentando a lise plaquetaria,
frequentemente causada pela hipertensao porta, linfoma e doenca de Gaucher.

e Durante a gravidez - Sindrome HELLP, doenca rara que surge durante a gravidez, de
dificil diagndstico, caracterizada por hemdlise, alteracdo das enzimas hepaticas e
plaguetopenia.

e Efeitos colaterais a medicamentos - Muitos medicamentos apresentam risco de
induzir a supressdo medular da producdo de plaquetas, como diuréticos tiazidicos,
estrogénios, anti-histaminicos, sedativos hipndticos, anticonvulsivante, sulfatiazol e
interferon.

e Aumento da destruicdo das plaquetas - As plaquetas podem ter sua vida encurtada
devido a parpura trombocitopénica trombdtica, vasculites, sindrome hemolitico-urémica,
coagulacdo intravascular disseminada e préteses cardiacas.

e Virus e bactérias - Viremias, bacteriemias e doencas infecciosas como Doenca de
Lyme e dengue podem destruir as plaquetas (FIEBACH et al., 2007).

Os possiveis mecanismos envolvidos entre a dengue e a plaquetopenia é a
acdo direta do DENV inibindo a hematopoese e 0 aumento da destruicdo periférica das
plaquetas, o que altera a diferenciacdo e por consequéncia a capacidade proliferativa
(NAKAO, LAl e YOUNG, 1989; HOTTZ et al., 2011).

2.9 Hipdtese e justificativa

A dengue é uma infeccdo dinamica, e o paciente pode evoluir de um estagio
para outro em poucas horas.

As plaquetas sdo elementos que integram o processo de coagulacdo
sanguinea, e devem ser constantemente monitoradas em pacientes com dengue.

O comprometimento vascular, a disfuncdo plaquetaria, os distarbios na
coagulacdo sanguinea e a plaguetopenia podem levar a manifestacdes hemorragicas,
favorecendo o agravamento, e o Gbito por dengue.

A compreensdo de quais fatores levam alguns individuos apresentarem
maiores chances de desenvolverem a plaquetopenia e outros ndo, durante as infeccdes por
dengue, contribuird com a instituicdo do manejo adequado aos pacientes suspeitos, afim

de evitar as complicacfes advindas da dengue e 6bito.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar os fatores que estdo associados a plaquetopenia em pacientes com

dengue.

3.2 Objetivos especificos

Estimar a frequéncia de alteracbes hematoldgicas em pacientes com dengue.

Identificar se h& alguma alteracdo hematoldgica que esteja associado a

plaguetopenia.



4. METODO

4.1 Delineamento do estudo

Estudo de caso-controle.

4.2 Cenario

21

O estudo utilizou-se de informacdes provenientes do municipio de Campinas,

Séo Paulo (Figura 6).

Com populagdo de 1.080.113 habitantes (IBGE, 2017) Campinas tém
enfrentado consecutivas epidemias de dengue (SAO PAULO, 2017), assim, o ano de

referéncia deste estudo foi 2014, no qual foram notificados 48.290 casos de dengue

(BRASIL, 2015b).
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Figura 6: Localizagdo do municipio de Campinas, S&o Paulo

Fonte: SAO PAULO, 2017.
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4.3 Participantes

4.3.1 Critérios de elegibilidade

4.3.1.1 Critério de inclusao

Foram incluidos todos os casos de dengue notificados e registrados em 2014
no SINAN em Campinas, com confirmacéo laboratorial positiva para dengue por ELISA
ou sorologia IgM. Os casos foram compostos por pacientes com plaquetopenia (150.000/
mm?). Os controles, pacientes com resultados de plaquetas dentro da normalidade (de
150.000/mm? a 400.000/mm?3).

4.3.1.2 Critério de exclusao

Foram excluidos todos os pacientes com dados incompletos (auséncia de
confirmacdo laboratorial e hemograma), pacientes com confirmagdo laboratorial
negativo para dengue e pacientes com resultados de plaquetas acima de 400.000/mm?

(plagquetose).

4.3.2 Pareamento dos casos e controles

Foram considerados todos os registros do SINAN e dos hemogramas do
Laboratorio Municipal de Campinas. O nimero de casos e de controles foi definido pelos
registros que conseguiram ser pareados, ou seja, 0 paciente teria que estar disponivel no

SINAN, na rela¢do dos casos confirmados laboratorialmente e nos hemogramas.

4.4 VVariaveis

As varidveis preditoras incluiram as alteracdes hematoldgicas, detectadas por
meio de hemograma, provenientes do LMC.

Para leucopenia, considerou-se os valores de referéncia abaixo de 4.500/pL.
Para os demais, os valores considerados estdo descritos a seguir na Figura 7 (NAOUM
e NAOUM, 2008).
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Para cada variavel do eritrograma foi verificada se as alteracfes foram abaixo

ou acima dos valores de referéncia, para adultos.

Sexo, idade, etnia e escolaridade sdo potenciais variaveis confundidoras que

foram tratadas na andlise estatistica.

Eritrograma la24 meses | 3al5anos AdUIt.O Ad.UI_tO
masculino feminino
Eritrécitos (x10°) 40-4.9 40-51 45-6.1 40-54
Hemoglobina 103-12.7 | 11.5-145 | 128-163 | 11.3-145
(9/dL)
Hematocrito (%) 33-41 34-42 40 - 54 36 - 48
HCM (pg) 25-29 26 - 29 27 -29 27 - 29
VCM (fL) 75-90 77 - 90 77 -92 77 - 92
CHCM (g/dL) 30-35 30-35 30-35 30-35
RDW (%) 10 -15 10 -15 10-15 10 - 15

Figura 7: Valores minimos e maximos de eritrocitarios, conforme faixa etaria e sexo

masculino e sexo feminino.
Fonte: NAOUM e NAOUM, 2008

4.5 Fonte dos dados

Os dados utilizados nesse estudo foram provenientes de duas fontes de
informacdo do Departamento de Vigilancia Epidemioldgica da Secretaria Municipal de
Saude de Campinas: (1) Sistema de Informacao de Agravos e Notificacbes (SINAN), para
identificacdo dos pacientes notificados com dengue; e o (2) Laboratério Municipal de
Campinas (LMC), para localizacdo dos resultados dos exames laboratoriais de
confirmacéo de infeccdo por dengue e hemogramas dos pacientes.

O SINAN é um sistema on-line, alimentado, principalmente, pelas notificacéo
e investigacdo de casos de doencas e agravos nos municipios, que constam da lista
nacional de doencas de notificacdo compulsoria (Portaria n® 204, de 17 de Fevereiro de
2016).

O acesso ao SINAN ¢ restrito a populacdo, no entanto, para este estudo os
dados dos pacientes com diagnostico clinico para dengue atendidos em Campinas, no
anos de 2014, foram compilados em uma unica planilha, no Microsoft Excel.

Dados dos pacientes, como idade e sexo e dados demogréaficos como etnia

escolaridade foram obtidos a partir do SINAN.
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Os exames de confirmacdo para dengue (ELISA, Sorologia IgM ou NS1)
foram realizados no Instituto Aldofo Lutz, e os resultados foram repassados em diversas
planilhas, conforme a ordem de realizagéo dos exames, ao Departamento de Vigilancia
Epidemioldgica.

A analise dos hemogramas foram realizados no LMC, e os resultados foram
emitidos em Portable Document Format (PDF), e posteriormente passados para o

Microsoft Excel.

4.6 Vieses

Registros administrativos ndo tem finalidade de pesquisa. Devido a isso,
depende das condicdes técnico-operacionais do sistema de vigilancia epidemioldgica, no
municipio, para detectar, notificar, investigar e realizar testes laboratoriais especificos
para a confirmacdo diagndstica de casos de dengue. Adicionalmente, pode apresentar
subnotificacdo devido a dificuldades para identificar as formas clinicas leves e
moderadas, que constituem a maioria dos casos de dengue. Para contornar tal fato, a
pesquisa foi restrita aos casos com confirmacéo laboratorial.

Quanto a selecdo dos sujeitos de pesquisa, 0 projeto adota um processo de
amostragem ndo probabilistico. Pessoas com dengue podem néo ter procurado ou ter tido
acesso aos servicos de satde no municipio. E possivel que, apesar da obrigatoriedade,
alguns profissionais ndo tenham notificado a suspeita de dengue ou a mesma perdeu-se
ao longo do processo. Apesar da precisdo laboratorial ser elevada de sensibilidade (de
mediana 64% e intervalo de 34 a 72%) e especificidade (de mediana 90% e intervalo de
82 a 100%) (GUZMAN, et al., 2010) é possivel que casos confirmados sejam de pessoas

com outras doencas (falso-positivo), causadas por outros arbovirus.

4.7 Tamanho da amostra

Para detectar se a amostra foi de tamanho suficiente para as analises,
assumiu-se que a plaquetopenia estaria presente em 50 % da populacao e que as variaveis
preditoras teriam o odds ratio em 1,8. Com poder de 80% e significancia em 5%,

calculou-se que a amostra deveria ser de no minimo 378 pessoas.
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4.8 Analise estatisticas

A anélise das notificagdes e de confirmacdo laboratorial de dengue foi
realizado de maneira deterministica (MORAIS, 2013).

Todas as varidveis foram descritas e estratificadas pela presenca ou auséncia
de plaquetopenia (variavel dependente). Testes foram usados para detectar diferencas
entre as variaveis independentes: sexo, idade, etnia, escolaridade e as alteragdes
hematologicas:  leucocitos, eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, plaquetas,
hemoglobina corpuscular meédia (HCM), volume corpuscular médio (VCM),
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e Red Cell Distribution Width
(RDW): chi-quadrado para variaveis categoricas (ZHU et al., 2015).

O odds ratio ajustado foi calculado por meio de regresséo logistica, o qual
foi ajustado por sexo, idade e dia da coleta das amostras e computou os intervalos de
confianca a 95% (IC 95%).

Avaliou-se a interacdo entre variaveis significativas (do hemograma) com a
plaquetopenia e procedeu-se aos mesmos célculos descritos acima (OR ajustado, anélise
de sensibilidade).

Com respeito aos dados incompletos, presente nos registros a serem
consultados, as analises foram restritas aos individuos com completude das informacdes
necessarias (ZHU et al., 2015). Nenhum dado foi imputado ou atribuido a observacé&o.
Em todos os cenarios, procedeu-se a analise de sensibilidade por técnica de
reamostragem (bootstrap) (MORSHED; TORNETTA e BHANDARI, 2009).

Foi calculado medianas para comparar as variaveis do hemograma.

As analises foram realizadas utilizando o STATA versdo 14.1.

4.9 Aspectos éticos e potenciais conflito de interesse

Este estudo (ANEXO A) foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP, em 08 de Outubro de 2015, conforme a
Resolugdo CNS 466/12 do Conselho Nacional de Saude.

Nenhum dos membros desse estudo (pesquisadora principal e colaboradores)
receberam apoio financeiro da industria farmacéutica ou de qualquer outra fonte

patrocinadora e declaram né&o possuir conflitos de interesse
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5. RESULTADOS

5.1 Composi¢cao da amostra

Os pacientes potencialmente elegiveis foram considerados todos aqueles que
tinham registro no SINAN (n=48.290). Desses pacientes, 40.417 ndo atenderam o critério
de inclusdo e 7.336 atenderam ao critério de exclusao, sendo 387 pacientes incluidos nas

analises, 156 casos e 231 controles, conforme Figura 8.

PACIENTES POTENCIALMENTE

ELEGIVEIS
(N=48.290)
NAO ATENDEREM O CRITERIO DE
INCLUSAO
(N=40417)
- PACIENTES SEM CONFIRMAGAO
LABORATORIAL
7.873
PACIENTES ATENDEREM O CRITERIO DE
EXCLUSAO
(N=7.336)
- PACIENTES SEM HEMOGRAMA
(N=7.330)
- PACIENTES COM PLAQUETOSE (N=6)
PACIENTES INCLUIDOS NA AMOSTRA
(N=387)
| |
CASOS CONTROLES
(N=156) (N=231)

Figura 8: Processo de composicdo da amostra.

A idade média dos participantes foi 35,7 £ 19,0 anos 0s quais eram compostos
por 168 homens, 31,7% por pretos/pardos/indigenas e 71,4 % ndo completaram o ensino

médio, conforme o SINAN.
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Dos 387 pacientes investigados, 52,4% realizaram a coleta de sangue no
periodo de 0-3 dias ap6s o inicio dos primeiros sintomas, seguidos de 37,0% que tiveram
0 sangue coletado entre os dias 4-8 e 10,6% tiveram o sangue coletado pos 9 dias do inicio
dos sintomas. A grande maioria dos pacientes realizou mais de um hemograma durante o
periodo.

A prevaléncia de plaquetopenia foi 40,3% (IC 95% 35,5-43,5) entre 0s casos
confirmados, mediana 109.000, intervalo interquartil (1QQ) 89,7 — 126,2.

Os seguintes fatores indicaram associagdo com a plaquetopenia: Sexo
masculino Os seguintes fatores indicaram associagédo com plaquetopenia: sexo masculino,
OR 1,77 (IC 95% 1,16-2,71, p = 0,001); idade entre 46 - 54 anos, OR 2,20 (IC 95% 1,15
- 4,21, p=0,001); idade > 65 anos, OR 3,02 (IC 95% 1,40-6,50, p=0,001), Tabela 2.

Na determinacdo da mediana dos valores do pardmetros hematoldgicos, verifica-
se que apenas RDW e VCM néo apresentam diferengas significantes (p<0,05). Com
excecdo da contagem de leucdcitos mediana 3.750 (11Q 2.790 - 4.725) nos casos, com
valores inferiores ao controle 5.760 (interquartil 4.480-7.520), hematocrito mediana 42,5
(11Q 40,6 - 44,9), contagem de eritrocitos mediana 4,89 (11Q 4,60 - 5,19), hemoglobina
mediana 14,50 (11Q 13,33 - 15,28) e HCM mediana 29,60 (11Q 28,55 - 30,50) dos
pacientes com plaguetopenia tiveram valores superiores aos pacientes controles p<0,05.
Os valores de contagem de leucocitos diminuidos, CHCM e HCM elevados sdo

estatisticamente diferentes entre casos e controles, Tabela 3.

5.2 Andlise de sensibilidade

A anélise de sensibilidade por bootstrap mostra que as caracteristicas sécio
demogréficas: sexo masculino e idade superior & 60 anos e as caracteristicas
hematoldgicas, leucopenia e HCM elevado permaneceram significantes apos os fatores

associados a plagquetopenia.



Tabela 1: Caracteristicas sociodemograficas dos pacientes com dengue confirmado associadas & plaquetopenia.
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N (%) dos Casos N (%) dos Controles Odds ratio néo - ajustado Valorp  Odds ratio ajustado*™  Valor p Andlise de
(156) (231) (IC 95%)* (IC 95%)* sensibilidade
Sexo
Feminino 77 (49,4) 141 (61,3) 1,00 1,00
Masculino 79 (50,6) 89 (38,7) 1,63 (1,08 - 2,45) 0,021 1,77 (1,16 -2,71) 0,008 0,007
Idade (anos):
0-17 23 (14,7) 54 (23,4) 1,00 1,00
18- 45 74 (47 ,4) 112 (48,5) 1,55 (0,88 - 2,74) 0,131 1,71(0,95 - 3,06) 0,072 0,005
46 - 64 43 (27,5) 52 (22,5) 1,94 (1,03 - 3,66) 0,040 2,20 (1,15-4,21) 0,018 0,009
65 anos ou mais 16 (10,3) 13 (5,6) 2,89 (1,20 - 6,96) 0,018 3,02 (1,40 - 6,50) 0,005 0,002
Etnia
Branco/Amarelo 75 (62,0) 130 (72,6) 1,00 1,00
Preto/Pardo/Indigena 46 (38,0) 49 (27,4) 1,63 (0,99 - 2,66) 0,053 1,63 (0,98 - 2,70) 0,058 0,070
Escolaridade
Fundamental incompleto 26 (36,1) 46 (43,4) 1,00 1,00
Médio incompleto 21(29,2) 34(32,1) 1,09 (0,53 - 2,26) 0,811 1,18 (0,54 - 2,58) 0,677 0,651
Superior incompleto 17 (23,6) 22 (20,8) 1,37 (0,62 - 3,03) 0,441 1,22 (0,49 - 3,04) 0,667 0,665
Superior completo 8(11,1) 4 (3,8) 3,54 (0,97 - 12,89) 0,055 3,34 (0,86 - 13,04) 0,082 0,154

* Intervalo de Confianga a 95%.
** Odds ratio ajustado por sexo, idade e dia ap6s a coleta.




Tabela 2: Alteragdes hematoldgicas em pacientes com dengue confirmado associados a plaquetopenia.
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N (%) dos N (%) dos Odds rationdo-  Valorp Odds ratio Valor p Analise de
Casos Controles ajustado ajustado** sensibilidade
(156) (231) (IC 95%)* (IC 95%)*
Leucécitos
Sem alteragdo 51(32,7) 172 (74,9) 1,00 1,00
Com alteragéo 105 (67,3) 59 (25,5) 6,00 (3,84-9,38)  <0,001 6,85 (4,27 - 10,99)  <0,001 <0,001
Eritrocitos
Sem alteragdo 141 (90,4) 205 (88,7) 1,00 1,00
Com alteragao 15 (9,6) 26 (11,3) 0,84 (0,43 - 1,64) 0,607 0,73(0,37-147) 0,379 0,415
Hemoglobina
Sem alteragdo 125 (80,1) 197 (85,3) 1,00 1,00
Com alteragéo 31(19,9) 34 (14,7) 1,44 (0,84 - 2,46) 0,185 1,50 (0,87-2,60) 0,145 0,208
Hematocrito
Sem alteragdo 136 (87,2) 197 (85,2) 1,00 1,00
Com alteragao 20 (12,8) 34 (14,7) 0,85 (0,47 - 1,54) 0,597 0,81(043-151) 0507 0,550
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)
Sem alteragdo 50 (32,0) 119 (51,5) 1,00 1,00
Com alteragéo 106 (68,0) 112 (48,5) 2,25 (1,47-3,44)  <0,001 2,00(1,29-3,12) 0,002 0,005
Volume Corpuscular Médio (VCM)
Sem alteragdo 126 (80,8) 180 (78,0) 1,00 1,00
Com alteracéo 30 (19,2) 51 (22,0) 0,84 (0,51 - 1,39) 0,500 0,84 (0,50-1,41) 0,508 0,549
Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média
(CHCM)
Sem alteragdo 140 (89,7) 209 (90,5) 1,00 1,00
Com alteracéo 16 (10,3) 22 (9,5) 1,09 (0,55 - 2,14) 0,812 0,93 (0,46-1,90) 0,849 0,886
Red Cell Distribution Width (RDW)
Sem alteragao 145 (93,0) 215 (93,1) 1,00 1,00
Com alteragio 11(7,0) 16 (6,9) 1,02 (0,46 - 2,26) 0,962 1,03(046-2,31) 0,948 0,955

* Intervalo de Confianga a 95%.
** Odds ratio ajustado por sexo, idade e dias apds a coleta.




Tabela 3: Valores das alteragdes hematoldgicas em pacientes com dengue confirmada associadas a plaquetopenia.

30

Mediana (lIQ*) N (%) dos Mediana (lIQ*) N (%) dos Mediana (IQ*) P (valor)®
Casos Controles
Leucécitos 4.800 (3.480-6.560) 156 (100) 3.750 (2.790-4.725) 231 (100) 5.760 (4.480 - 7.520) 0,0001
Abaixo 107 (68,6) 3.160 (2.510 - 3810) 59 (25,5) 3.710 (3.020 - 4220) 0,0041
Normal 48 (30,8) 5.300 (4.822 - 6390) 159 (68,8) 6.410 (5.480 - 7570) 0,0002
Elevado 1(0,6) 12.500 (12.500 — 12.500) 13 (5,6) 12.690 (11.820 - 15.845) 0,1069
Eritrocito 4,76 (4,50 - 5,10) 156 (100) 4,89 (4,60 - 5,19) 231 (100) 4,68 (4,44 - 5,03) 0,0005
Abaixo 3(1,9) 3,83 (3,63 - 3,94) 9(3,9 3,85 (3,87 - 3,89) 0,9263
Normal 152 (97,4) 4,90 (4,62 - 5,18) 221(95,7) 4,70 (4,47 - 5,03) 0,0010
Elevado 1(0,6) 6,19 (6,19 - 6,19) 1(0,4) 6,19 (6,19 - 6,19) 1,0000
Hemoglobina 13,9 (13,0 - 14,8) 156 (100) 14,50 (13,33 - 15,28) 231 (100) 13,60 (12,80 - 14,40) 0,0001
Abaixo 6 (3,8) 11,60 (11,30 - 12,00) 30 (13,1) 11,40 (10,60 - 11,80) 0,2606
Normal 122 (78,2) 14,10 (13,30 - 14,80) 175 (75,6) 13,60 (13,00 - 14,20) 0,0002
Elevado 28 (18,0) 15,90 (15,70 - 16,40) 26 (11,3) 16,00 (15,70 - 16,30) 0,7488
Hematécrito 41,50 (39,30 - 43,90) 156 (100) 42,5 (40,6 - 44,9) 231 (100) 40,70 (38,40 - 42,90) 0,0001
Abaixo 16 (10,3) 36,85 (34,95 - 37,40) 49 (21,2) 36,1 (34,90 - 37,1) 0,4648
Normal 32 (20,5) 39,65 (39,10 - 40,60) 80 (34,6) 39,90 (39,20 - 40,50) 0,6614
Elevado 108 (69,2) 44,10 (42,45 - 45,80) 102 (44,2) 43,20 (42,10 - 45,40) 0,1047
Hemoglobina Corpuscular Média (HCM) 29,30 (27,90 - 30,40) 156 (100) 29,60 (28,55 - 30,50) 231(100) 28,80 (27,50 - 30,40) 0,0039
Abaixo 13 (8,3) 25,40 (24,40 - 26,90) 46 (19,9) 25,95 (25,10 - 26,70) 0,5548
Normal 39 (25,0) 28,30 (27,90 - 28,80) 77 (33,3) 28,20 (27,80 - 28,70) 0,3543
Elevado 104 (66,7) 30,10 (29,60 - 30,80) 108 (46,8) 30,40 (29,70 - 31,50) 0,0255
Volume Corpuscular Médio (VCM) 87,00 (83,30 - 90,30) 156 (100) 87,55 (84,63 - 90,40) 231 (100) 86,20 (82,20 - 90,20) 0,0781
Abaixo 6 (3,8) 73,15 (70,70 - 75,50) 2(0,9) 74,60 (72,50 - 75,40) 0,5393
Normal 128 (82,0) 86,70 (84,60 - 89,20) 192 (83,1) 85,40 (82,40 - 88,40) 0,0097
Elevado 22 (14,1) 93,00 (92,70 - 94,40) 37 (16,0) 93,90 (92,60 - 95,50) 0,5672
Concentragao de Hemoglobina
Corpuscular Média (CHCM) 33,60 (32,80 - 34,30) 156 (100) 33,80 ( 33,03 - 34,40) 231 (100) 33,40 (32,70 - 34,30) 0,013
Abaixo 1(0,6) 27,60 (27,60 - 27,60) 2(0,9) 29,75 (29,70 - 29,80) 0,2270
Normal 140 (89,7) 33,75 (33,00 - 34,20) 209 (90,5) 33,30 (32,60 - 34,10) 0,0090
Elevado 15 (9,6) 35,50 (35,30 - 36,20) 20 (8,6) 35,30 (35,20 - 35,60) 0,0388
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Red Cell Distribution Width (RDW)
Normal
Elevado

13,50 (13,00 - 14,10)

156 (100)
145 (92,9)
11(7,1)

13,50 (13,00 - 14,00)
13,40 (13,00 - 13,90)
15,40 (15,30 - 16,10)

231 (100)
215 (93,1)
16 (6,9)

13,60 (13,00 - 14,20)
13,50 (12,90 - 14,00)
15,70 (15,30 - 16,70)

0,4354
0,3818
0,3878

* Intervalo interquartil
& Kruskal-Wallis
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6. DISCUSSAO

Cerca de metade dos pacientes com dengue apresentou plaquetopenia e esta
esteve associada aos homens e idosos, a leucopenia e ao HCM elevado. A mediana dos
valores da contagem de leucécitos normais e abaixo foi inferior aos sem plaquetopenia.
A mediana dos valores de hematdcrito, contagem de eritrocitos, hemoglobina e HCM dos

pacientes com plaquetopenia foram superiores aos com plaquetas normais.

6.1 LimitacOes

A atuacdo fisiologica das plaquetas é fundamental no processo inicial da
hemostasia, promovendo a agregacdo dessas células e sua adesividade as células
endoteliais proximas as lesdes nos vasos sanguineos. Entretanto, durante infec¢des por
dengue a plaquetopenia é comum (LEE et al., 2008) e pode ser resultado da influéncia de
citocinas (RATHAKRISHNAN et al., 2012), diminuicdo da megacariopoiese (LA
RUSSA e INNIS, 1995), aumento do numero de megacaridcitos disfuncionais, aumento
da destruicdo de plaquetas no figado e baco (HATHIRAT et al.,1992), a destruicdo de
plaquetas apos a ligacdo de dengue-anticorpos especificos para virus infectados plaquetas
(OISHI et al., 2007; WANG et al., 1995) e sequestracdo de plaquetas por dengue
infectadas células endoteliais (KRISHNAMURTI, et al., 2012). O sangramento € uma
manifestacdo clinica atribuida a plaquetopenia associada a dengue.

A prevaléncia de dengue neste estudo foi superior aos estudos de Lee et al., e
Barros et al., que ocorreram em 5,2% e 24,3%, ambos no ano de 2008 e inferior ao estudo
de Ayyub et al., que ocorreu em 79% e durante o ano de 2006.

Os valores da contagem de plaguetas nos pacientes com plaquetopenia
mediana 109.000 (interquartil 89.750 - 126.250) ndo se mostraram t&o baixos (valor de
referéncia para casos graves - abaixo de 40.000) (BRASIL, 2013). Plaquetopenia
(<100.000) sdo menos comuns em pacientes com dengue do que em outras infec¢bes por
arbovirus (CARDIER et al., 2005; KUTSUNA et al., 2015; WHO, 2009; SHAH e
KATIRA, 2007). Isso pode ser explicado pelo fato de que a contagem de plaquetas em
pacientes com dengue é tipicamente menor entre o 3-6° dia desde o inicio, quando a febre
estd prestes a diminuir (CARDIER et al., 2005; KUTSUNA et al., 2015; WHO, 2009;
SHAH e KATIRA, 2007)).
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Embora a prevaléncia de DENV tenha sido maior em mulheres, nesta
amostra, individuos do sexo masculino foram os que apresentaram quase duas vezes mais
chances de desenvolverem plaquetopenia durante a infeccdo por dengue. Alguns estudos
retrospectivos ndo encontraram diferencas na prevaléncia de plaquetopenia entre 0s sexos
(OOI, GOH e GUBLER, 2006).

Pessoas com 65 anos ou mais apresentam trés vezes mais chances de
desenvolverem a plaquetopenia quando estdo com dengue. Varios estudos mostraram
diferencas na prevaléncia distinta de plaquetopenia conforme a faixa etaria. De acordo
com o Ministério da Salde, das 132 mortes registradas nos trés primeiros meses, em todo
0 pais, em 2013, 42% foram tinham 60 anos ou mais, demonstrando que os idosos estdo
mais vulneraveis a irem a obito por dengue, pois essa faixa etaria apresenta 12 vezes mais
risco de morrer por dengue, do que as demais idades (BRASIL, 2013b).

Uma possivel explicacdo sdo as diferencas relacionadas com a idade na
funcgdo imunoldgica que conduzem a diferencas no equilibrio entre respostas imunitérias
protetoras e prejudiciais ao hospedeiro (VITA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2009;
KOTEPUI et al., 2017).

Os indices de letalidade e hospitalizacdo por infeccdo de dengue sdo mais
elevados nos extremos etarios como em lactentes e idosos (CARLOS et al., 2005;
GUZMAN et al., 2002)

Ainda de acordo com o Ministério da Salde, as causas das condicGes de risco
ndo estdo completamente esclarecidas, mas podem estar relacionadas com a maior
prevaléncia de doencas cronicas, como diabetes ou doencas cardiacas, comuns nessa faixa
etaria (BRASIL, 2013b). Algumas doencas cardiacas tendem a diminuir a concentracdo
de plaquetas no sangue, e o0 uso continuo de medicamentos como acido acetilsalicilico,
além da proépria infeccdo pelo DENV podem contribuir com a plaquetopenia e as
manifestacdes hemorragicas provocadas pela dengue (BRASIL, 2013; CARDIER et al.,
2005; KUTSUNA et al., 2015; WHO, 2009; SHAH e KATIRA, 2007; CARLOS et al.,
2005; GUZMAN et al., 2002, BRASIL, 2013b, LORGA FILHO et al., 2013).

A presenca de leucocitose na infecg@o por dengue pode ser considerada fator
progndstico associado ao desenvolvimento de complicagdes (SRICHAIKUL e
NIMMANNITYA, 2000). A leucopenia &€ comum em pacientes com dengue e um
marcador diagndstico util (POTTS e ROTHMAN, 2008). A diminuig&o total na contagem
de leucocitos quando um paciente tem dengue é principalmente devido a uma diminuicéo
de granulocitos, como neutrdfilos (KALAYANAROOJ et al.,1997). Neutropenia em
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infeccOes de dengue também tem sido relatada, mas com menor frequéncia (ALI et al.,
2007).

Um estudo prévio indicou que a neutropenia pode ser devida leucdcitos que
foram infectados com DENV. As células infectadas (células dendriticas e células de
Langerhans) migram do local de infeccdo para os linfonodos, onde mondcitos e
macrdfagos séo recrutados, tornando-se alvo da infecgdo (LA RUSSA e INNIS, 1995;
DURBIN et al., 2008). A supressédo da producéo de celulas brancas na medula 6ssea pelo
virus da dengue é o possivel mecanismo que explica o aparecimento de leucopenia na
dengue (LA RUSSA E INNIS, 1995).

A chance dos individuos que tem plaquetopenia apresentar leucopenia, como
uma das principais alteracdes hematologicas, € de quase sete vezes maior comparado aos
que ndo apresentaram plaquetopenia. Em estudos que mostram as alteracdes
hematol6gicas mais frequentes durante infec¢fes por dengue, a leucopenia, € um achado
comum (ARAGAO et al., 2013; AYYUB et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009). Pode-se
observar reducdo da contagem absoluta de células CD8 e CD4 tanto durante fase aguda
da doenca quanto em periodo de convalescenca (AZEREDO et al., 2006).

Revisdo sistematica, incluindo 15 estudos, sendo 10 prospectivos e cinco
casos-controles, concluiu que varias medidas clinicas e laboratoriais poderiam
potencialmente distinguir pacientes com dengue de outras doencas virais que produzem
febre. A baixa contagem de plaquetas e as diminuicdes de leucdcitos, principalmente
neutrdfilos, foram independentemente de idade, sexo ou outras variaveis, associadas a
presenca de dengue, quando comparadas com pacientes com outras viroses, tanto em
adultos quanto em criancas. No entanto, € improvavel que qualquer indicador Unico seja
atil na préatica clinica, porque estes sinais e sintomas estdo presente em outras doencas.
Além disso, alguns autores argumentam que essas medidas laboratoriais ndo sdo
especificas para dengue nos estagios iniciais da doenca (DEPARIS et al., 1998).

Hemoconcentracéo e aumento de hematdcrito sdo comuns em pacientes com
infeccdo por dengue (SHAH E KATIRA, 2007). Um valor de hematocrito elevado € a
anormalidade inicial que ocorre na infeccdo por dengue devido a extravasamento de
plasma. O aumento do hematdcrito em mais de 20% do valor basal € um importante
critério diagndstico pra infecgdo por dengue (WHO, 2009; ITODA et al.,, 2006). A
tendéncia e ocorrer hemoconcentragdo em paciente com dengue hemorrégica e € definida
com base na comparacdo com o hematdcrito inicial do doente em vez de uma Unica

medicé&o.
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A mediana dos valores de hematdcrito, em pacientes com dengue foi
estatisticamente superior a dos controles, mas esta alteracdo ndo estd associado ao risco
de desenvolver plaquetopenia em pacientes com dengue nesta amostra.

As alteracdes nos valores medianos de VCM, HCM e CHCM em pacientes
infectados por dengue com plaquetopenia em relagdo aos controles. Maior numero de
pacientes com plaguetopenia apresentaram elevacdo de HCM em relagéo ao controle. As
medianas dos valores de HCM elevados foram superiores nos pacientes com
plaquetopenia em relacdo ao controle, além disso, HCM elevado demonstrou associacao
com chance quase duas vezes maior de desenvolvimento de plaguetopenia em pacientes
com dengue. O HCM ndo € um parametro usado para diferenciacdo de infeccdes por
dengue, e os estudos sobre HCM elevado associados a plaquetopenia em pacientes com
dengue sdo escassos.

Kotepui et al., 2017, comparou quais parametros hematolégicos poderiam ser
usados para diferenciar dengue e malaria em areas endémicas na Tailandia. Neste estudo
constatou-se que a maioria alteracbes hematoldgicos apresentou sensibilidade e
especificidade diferenciada entre dengue e malaria. Entretanto, o HCM acima dos valores
de referéncia foi o que apresentou maior sensibilidade (78%) para diferenciar pacientes
de dengue e maléria. Nossos achados podem apontar na dire¢do desta alteragdo como

auxiliar no diagnostico inicial diferencial de dengue e outras viroses febris.
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7. CONCLUSAO

1. O sexo e a idade sdo os principais fatores que se relacionam a
plaguetopenia em casos confirmados de dengue.

2. Quando um individuo infectado pelo virus da dengue tém leucopenia, ele
apresenta sete vezes mais chances de desenvolver a plaquetopenia, sendo esta a principal
alteracdo hematoldgica associada ao desenvolvimento de plaquetopenia em pacientes
confirmado com dengue.

3. A Hemoglobina Corpuscular Média também foi outra alteracdo
hematoldgica associada a plaquetopenia em casos confirmados de dengue. Embora ndo
seja uma alteracdo frequentemente observada, a sua relacdo com o aumento das chances
de desenvolver a plaquetopenia, observadas neste estudo, indicam a possibilidade dela
ser usada como um parametro diferencial durante o diagnostico clinico em infe¢Ges por

dengue.
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8. LIMITACOES E FORCAS DESTE ESTUDO

Embora outras pesquisas tenham investigado a presenca da plaquetopenia
como principal alteracdo hematoldgica nos pacientes com dengue, este € o primeiro
estudo que associa fatores tais como sexo, idade, racga, escolaridade e alteragOes
hematoldgicas ao desenvolvimento de plaquetopenia.

A principal limitacdo deste estudo foi o tamanho da amostra. Embora o
SINAN apresentasse 48.290 notificagOes registradas, apenas 7.873 dos pacientes
notificados confirmaram a infec¢do por dengue por critério laboratorial, e os demais, por
critério clinico.

No curso de uma epidemia, os primeiros casos devem ter confirmacéo
laboratorial, e conforme o niumero de casos aumenta, a confirmacao pode ser feita através
de critério clinico-epidemiolégico (BRASIL, 2002). Considerando que outros arbovirus
(Zika, 2013 e Chikungunya, 2014) poderiam estar circulando no pais, adotou-se critério
de inclusdo somente pacientes com positividade sorologica para Dengue, o que reduziu
bastante a amostra selecionada, pois somente alguns pacientes tinham este exame
confirmatério.

Em muitos estudos observacionais a confirmagdo soroldgica de pacientes
com dengue e outras viroses febris ndo é feita corretamente, ou pelo menos nao é bem
descrita pelos autores, colocando em duvida a distingdo entre casos e controles. Neste
estudo, os casos e controles foram selecionados considerando a disponibilidade dos
exames sorolégicos e hematoldgicos, o dia da infeccdo e a presenca de mais de uma
amostra de sangue, o que garante o diagndstico diferencial correto de casos e controles.

Estudos observacionais retrospectivos, como os estudos de caso-controle
estdo sujeito a falhas de registros, onde as informagfes podem ter sido registradas
incorretamente ou ter informacBGes que ndo foram registradas. O preenchimento do
SINAN nos municipios é feito de maneira descentralizada, onde varias pessoas
“alimentam” o mesmo sistema, podendo ter dados registros incorretos ou dados ndo
registrados, influenciando na qualidade dos dados secundarios, como nos campos: tipo

do virus, gravidade da doenca, gestantes com dengue, hospitalizacéo e obito.
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9. IMPLICACOES CLINICAS

A dengue se apresenta como uma doenca de amplo espectro clinico, o
diagnostico inicial é clinico, e pode ser facilmente confundido com outras doencas
infecciosas de etiologia viral, como a gripe.

Sabendo que a dengue pode se agravar rapidamente, este estudo propde que
na pratica clinica diéria, pacientes do sexo masculino e idosos, sejam examinados
meticulosamente e monitorados com frequéncia, para melhor acompanhamento e manejo
desses pacientes afim de evitar obitos por dengue.

Embora as alterac@es hematoldgicas mais frequentes durante a dengue sejam
as alteracdes na plaquetas, leucécitos e elevacdo do hematdcrito, 0 HCM pode ser um

novo parametro a ser monitorado.
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