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RESUMO

Os casos de dengue sédo classificados em dengue classica (DC) e febre
hemorragica da dengue (FHD). Embora a DC seja considerada uma manifestacao
nao grave da dengue, algumas complicagdes clinicas podem ser encontradas
neste grupo, em particular as complicagbes hemorragicas. Entretanto, as causas
de sangramentos na DC ndo estdo esclarecidas. Desta forma, o objetivo deste
estudo foi realizar uma avaliacdo abrangente dos possiveis mecanismos
fisiopatoldégicos que podem contribuir para a tendéncia hemorragica da dengue.
Este € um estudo de caso-controle que incluiu adultos com dengue durante o
periodo de defervescéncia da doenga e controles saudaveis. Foram avaliadas as
células do sangue periférico, os marcadores da resposta inflamatéria, da
permeabilidade microvascular, da ativagcao de células endoteliais e da fibrindlise e
a geracao de trombina nos pacientes e controles. Foram incluidos 26 adultos com
DC e sangramento, 33 adultos com DC sem complicacées, 8 adultos com FHD e
67 controles saudaveis. A gravidade e extensdo dos sangramentos foram
semelhantes entre os pacientes classificados como DC e os classificados como
FHD. Pacientes com DC com sangramento e FHD tinham menor contagem de
plaquetas em comparacdo aos com DC sem sangramento. Fator de necrose
tumoral (TNF-a), trombomodulina (TM) e fator de von Willebrand (FVW) estavam
aumentados nos grupos de dengue em relacdo aos controles. A atividade e
antigeno da ADAMTS 13 estavam diminuidos, em particular nos pacientes com
DC n&o complicada. Houve tendéncia ao aumento do fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF-A) apenas nos pacientes com FHD, mas a diferenca
nao foi estatisticamente significativa. Houve, porém, alteracdes significativas dos
receptores soluveis do VEGF-A (sVEGF-R1 e sVEG-R2). Os niveis plasmaticos do
sVEGF-R1 estavam aumentados e de sVEGF-R2 estavam diminuidos nos
pacientes, principalmente nos com FHD. A relagdo VEGF-A/VEGF-R2 estava
significativamente elevada nos casos de FHD em relagdo aos controles e aos
outros grupos de dengue. Os niveis plasmaticos do ativador tecidual do
plasminogénio (tPA) e dimero-D (DD) estavam significativamente elevados em
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pacientes com DC e sangramento e nos com FHD; sendo que os niveis séricos de
PAI-1 nao diferiram entre os grupos. Os pacientes com DC com sangramento e
FHD apresentaram também menor geragdo de trombina. Estes resultados
permitem concluir que a DC pode manifestar-se com hemorragias espontaneas
associadas a diversos disturbios da hemostasia, na auséncia de sinais clinicos ou
laboratoriais de aumento da permeabilidade vascular. Os principais distarbios da
hemostasia  encontrados  foram trombocitopenia, hiperfibrindlise e
hipocoagulabilidade. Desta forma, a DC compreende um grupo heterogéneo de
doentes que podem apresentar uma coagulopatia complexa e potencialmente

grave.
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ABSTRACT

Dengue has been classified according to disease severity into dengue fever
(DF) and dengue hemorrhagic fever (DHF). Although DF is considered a non-
severe manifestation of dengue, it represents a heterogeneous group of patients
with varied clinical complications, particularly, bleeding complications. However,
the causes of bleedings in DF have not been fully addressed. Thus, the aim of this
study was to perform a comprehensive evaluation of possible pathophysiological
mechanisms that could contribute to the bleeding tendency in DF and DHF. This is
a case-control study that enrolled adults with DF without bleeding, DF and bleeding
complications and DHF during the defervescence period. Healthy controls were
also included. Peripheral blood counts, inflammatory, microvascular permeability,
fibrinolysis, endothelial cell activation markers, and thrombin generation were
evaluated in patients and controls. We included 26 adults with DF and bleeding, 33
adults with DF without complications, 8 adults with DHF and 67 healthy controls.
The severities of the bleeding episodes were similar between patients with DC and
DHF. Patients with DF with bleedings and DHF had lower platelet counts than DF
without bleeding. Levels of the tumoral necrosis factor (TNF)-a, thrombomodulin
(TM) and von Willebrand factor (VWF) were significantly increased in dengue
groups than in healthy controls, but similar among patients. Plasma levels of the
soluble receptor 1 of the vascular endothelial growth factor (sVEGR-R1) were
increased and plasma levels of sSVEGF-R2 were decreased in patients with DF and
bleedings and in patients with DHF. In DHF patients presented a non-significant
increased in vascular endothelial growth factor (VEGF-A) serum levels and a
significantly higher VEGF/sVEGF-R2 ratio. Plasma levels of tissue plasminogen
activator (tPA) and D-dimer (DD) were significantly increased in patients with
bleedings, regardless of the dengue classification, while PAI-1 was similar between
groups. Patients with DHF and DF with bleeding complications had reduced
thrombin formation. In conclusion, DF can manifest with spontaneous bleedings
without clinical and laboratory signs of increased vascular permeability.
Spontaneous bleeding were associated with thrombocytopenia, excessive
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fibrinolysis and reduced thrombin in both DF with bleeding and DHF groups. These
coagulopaties were not significantly present in DF without bleeding. DF is a
heterogeneous group of patients that may present with a complex and potentially

severe coagulation disorders.
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1.1. Aspectos gerais da dengue

A dengue é uma arbovirose transmitida por uma espécie tropical e
subtropical de mosquito, do género Aedes, especialmente pelo Aedes aegypti. O
virus da dengue pertence a familia Flaviviridae, sendo descritos quatro sorotipos
distintos: dengue virus (DENV)-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 [1].

As epidemias de dengue tém enorme impacto epidemiolégico e econdmico
principalmente nas regides tropicais e subtropicais do planeta, como América
Latina, Africa, india e Sudeste Asiatico. A Organizacdo Mundial da Satde (OMS)
estima que 2,5 bilhdes de individuos vivam em areas endémicas. Sao reportados
aproximadamente 50 milhées de casos anualmente, sendo 1% de casos
complicados e 0,4% de casos fatais (Figura 1). As complicagées mais importantes
da dengue sao sangramento, aumento da permeabilidade vascular e choque [2].

No Brasil, a dengue é um problema de saude publica com registros anuais
de epidemias. Entre 2001 e 2011, foram 5 milhdes de casos confirmados e
notificados da doenca e em média 1,2% de casos complicados ao ano [3].
Particularmente, o surto ocorrido no ano de 2008 foi atipico, por apresentar um
namero acima da média histérica de casos complicados e graves (Figura 2): 3,5%
de casos complicados e 0,7% de casos de febre hemorragica da dengue (FHD).
Porém a tendéncia para o aumento da gravidade da doenca, observada em 2008,

nao se confirmou nos anos seguintes [3].
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k ™ The contour lines of the Jaruary and My is
southern hemispheres for year-round surviv

Figura 1: Distribuicdo mundial da dengue e distribuicdo das areas de risco. A
figura destaca em vermelho as regides onde a dengue é endémica, nota-se que as
regides tropicais e subtropicais do planeta sdo as mais atingidas pela doenca.
llustragdo retirada da publicacdo: Dengue guidelines for diagnosis, treatment,
prevention and control. World Health Organization; Geneve; 2009
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Figura 2: Casos de dengue oficialmente notificados no Brasil entre os anos de
2001 e 2011. Esta figura ilustra os casos notificados e a porcentagem de casos
complicados de dengue no Brasil entre 2001-2011. Observa-se que houve
tendéncia ao aumento de casos graves nas epidemias que ocorreram entre 2002
e 2008, com um pico histérico de ocorréncia de casos graves em 2008. Esta
tendéncia porém nao se confirmou nas epidemias subsequentes. Os sorotipos
virais circulantes mais frequentes foram o DENV-3 em 2002, o DENV-2 em 2008 e
o DENV-1 em 2010. Fonte: Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacdo —
SINAN, Ministério da Saude; 2012

1.2. Curso clinico da dengue

Na maioria dos casos, a dengue se apresenta como uma doencga febril

auto-limitada e com evolugéao clinica benigna, cujos sintomas perduram em média
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por 7 dias [4]. Entretanto, um numero pequeno de pacientes infectados pode
desenvolver formas graves e potencialmente fatais da dengue [5].

Clinicamente, a dengue manifesta-se nos primeiros dias por febre alta e
persistente, acompanhada de outros sintomas como cefaléia, mialgia, dor
retroorbitaria, exantema cutaneo, nauseas, vomitos e dores abdominais. Essa fase
febril dura em torno de cinco dias e é sucedida por um periodo de defervescéncia.
A defervescéncia também é conhecida como periodo critico da dengue porque é a
fase da doenca em que ha maior probabilidade de ocorrer complicagbes graves.
Durante a fase de defervescéncia, ou periodo critico, a maioria dos pacientes
inicia 0 processo de recuperacao da doenca, com melhora progressiva do quadro
clinico. Porém, alguns pacientes podem, ao contrario, desenvolver sinais de piora
clinica. Essa piora ocorre principalmente pelo aumento transitério da
permeabilidade vascular, resultando em extravasamento de proteinas plasmaticas
para a pleura ou cavidade abdominal, hemoconcentracdao e sangramentos. Alguns
casos graves de extravasamento plasmatico podem evoluir para choque
hemodinamico e obito. Esta fase critica da dengue dura em torno de 48 horas e é
seguida pelo periodo de convalescenga [6].

Laboratorialmente, o declinio no numero de plaquetas é uma alteracao
comum no hemograma dos pacientes com dengue. Observa-se o declinio
progressivo da contagem plaquetaria ja na fase febril, sendo o nadir na época da
defervescéncia. Pacientes que evoluem sem complicacoes, terdo as contagens
plaquetarias normalizadas e nao sofrerao alteragdes do hematdcrito (HT). Por
outro lado, pacientes que evoluem com aumento da permeabilidade vascular
poderdo apresentar tendéncia a queda abrupta das plaquetas e aumento do HT.
As contagens leucocitarias, durante toda a infeccdo pela dengue, poderéo estar
discretamente diminuidas [6, 7]. A Figura 3 ilustra a evolucao clinica da dengue
classica e da FHD.

48



DENGUE
CLASSICA

FEBRE
HEMORRAGICA
DA DENGUE

Temperatura

Temperatura

------------------------------------------------------

Hematocrito

Hematocrito

| N i | | )

FEBRIL DEFERVESCENCIA CONVALESC.

FEBRIL

DEFERVESCENCIA CONVALESC.

20 30 40 50 60 70

Dias com sintomas

1o 80 90 100 10 20 30 40 50 60 70

Dias com sintomas

80 90 100

Figura 3: Evolugéo clinica classica da dengue classica e da febre hemorragica da
dengue. Observa-se que a dengue inicia-se como uma doenca febril cuja febre
durante em torno de 5 dias. Quando comega haver diminuicdo da amplitude da
febre, chamada fase de defervescéncia, a maioria dos pacientes evolui para
remissao clinica da doenca, esta evolugao clinica caracteriza a dengue classica.
Uma parcela dos pacientes apresenta porém piora clinica apos a defervescéncia,
apresentando quadro compativel com aumento da permeabilidade vascular e
tendéncia hemorragica, caracterizando assim a febre hemorragica da dengue. O
periodo de defervescéncia também é denominado periodo critico e dura em torno
de 48 horas.

1.3. Classificacao tradicional da dengue

Os fundamentos da classificacao tradicional da dengue foram estabelecidos
em 1975 e baseiam-se principalmente no curso clinico da doenca observado em
uma grande coorte de criancas do sudeste asiatico [8]. Com base nesta
experiéncia, a dengue foi classificada em 2 grandes grupos: dengue classica (DC)
e febre hemorragica da dengue (FHD). A classificacdo de DC compreende os
pacientes que apresentam melhora clinica da doenga durante a fase de
defervescéncia, enquanto que a FHD compreende os pacientes que apresentam
sinais de extravasamento plasmatico e tendéncia hemorragica. Os pacientes com
DC podem ainda ser subclassificados em DC sem sangramentos e DC com
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sangramento n&do usual. A FHD é subclassificada como FHD sem hipotenséo ou
choque (grau 1 e grau 2), grau 3 (com presenca de hipotensao) e sindrome do
choque da dengue (SCD) (grau 4) [1].

Os critérios clinicos da DC sao: febre, cefaléia, dor retroorbitaria, mialgia,
nausea ou vOmitos, e rash cutaneo. Porém, ndo é necessario que todos os
sintomas estejam presentes. Os sangramentos descritos na DC sdo sangramentos
cutdneo-mucosos como: equimose, epistaxe, gengivorragia, hematémese,
melena, hematuria e menorragia.

Os critérios para o diagnéstico de FHD séao: febre, tendéncia hemorragica
(teste do torniquete positivo, sangramento cutaneo-mucoso, hematémese ou
melena), plaquetopenia (plagquetas < 100.000/uL) e extravasamento plasmatico
por aumento da permeabilidade vascular (variagdo de 20% do HT acima do basal,
ou queda apOs soroterapia, ou presenca de ascite, derrame pleural, ou
hipoproteinemia). Todos os quatro critérios devem estar presentes para a
classificacao da FHD [1].

Pacientes com FHD que apresentam taquicardia, pulso fino, estreitamento
da pressao arterial (PA sistélica — PA diastolica <20mmHg), hipotensao e
hipoperfusdo sédo subclassificados como SCD.

1.4. Fisiopatologia da dengue e da febre hemorragica

A exposig¢do primaria ao virus da dengue induz a resposta imune humoral,
mediada por linfécitos B e anticorpos, e a resposta imune celular, mediada por
linfécitos T. Quando o virus da dengue infecta o corpo humano, ele é reconhecido
e fagocitado por macréfagos teciduais, que expdem os antigenos virais em sua
superficie. Isso ativa diversas células linfocitarias, como células NK, células T
efetoras e de memoria. As células NK e efetoras iniciardo o processo de
destruicdo celular, combatendo assim a infeccdo. As células linfocitarias de
memdéria mantém a imunidade completa e permanente contra o sorotipo viral
infectante (sorotipo especifica), porém apenas parcial e temporaria contra os

demais sorotipos [9].
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Durante uma possivel infeccao subsequente pela dengue por um sorotipo
viral diferente do anterior, as células de memoéria produzem anticorpos que
reconhecem, mas néo sao capazes de eliminar as particulas virais, chamados
anticorpos nao neutralizantes. Esses anticorpos ndo neutralizantes, ao se ligarem
aos antigenos virais, potencializam o recrutamento de macréfagos, a exposicao
destes antigenos e a ativacao de linfécitos T, podendo levar ao fendmeno de
intensificacdo da resposta imunoldgica dependente do anticorpo (Figura 4). A
exacerbacdo da resposta imunoldgica permanece como o principal mecanismo
fisiopatogénico associado a ocorréncia da FHD [6, 9].

A FHD é uma sindrome caracterizada, basicamente, pelo aumento da
permeabilidade vascular. Nao ha indicios de lesdo da célula endotelial, apenas de
“afrouxamento” das jungdes intercelulares. Este fendbmeno €& possivelmente
mediado pela acdo dos imunocomplexos virais e por mediadores inflamatorios,
como fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interferon-gama (IFN-y), e interleucina
6 (IL-6) [10]. Laboratorialmente, a exacerbagdo da resposta inflamatéria é
demonstrada pelo aumento dos niveis circulantes de TNF-a, em pacientes com
FHD [11].

Os mediadores da resposta inflamatoria levam também ao aumento da
expressdo de receptores da superficie da célula endotelial, como a
trombomodulina (TM) [12] e o receptor 2 do fator de crescimento do endotélio
vascular (VEGF-R2) [13]. Concomitantemente, como parte do processo, podem

ser observadas trombocitopenia e alteragdes da coagulagao [6].
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Figura 4. Modelo da fisiopatologia da FHD. Esta figura ilustra o fenbmeno da

intensificacdo da resposta imunoldgica mediada pelo anticorpo.

1.5. Marcadores da ativacao das células endoteliais

TM é uma glicoproteina presente na superficie das células endoteliais que
estabelece ligacdo com a trombina e com o receptor endotelial da proteina C
(EPCR) para promover a ativacdo da proteina C, tendo assim atividade
anticoagulante. A expressdao da TM pode ser alterada na presenca de citocinas
inflamatérias [14]. Chen et al. publicaram um estudo demonstrando
hiperexpressao de TM em células endotelias e células monociticas infectadas pelo
virus da dengue, in vitro. As células endoteliais infectadas tiveram também
aumento da expressdao do plasminogénio tecidual (tPA) e do EPCR [15].
Laboratorialmente, o aumento de TM plasmatica também foi observado em
pacientes com FHD [16]. Desta forma, tais estudos sugerem que o virus da
dengue age na célula infectada promovendo a expressdao de receptores

responsaveis pela ativacao da fibrinodlise e dos anticoagulantes naturais.
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O FVW tem como fungao primordial a manutencao da hemostasia primaria,
promovendo a adesao e a agregacao das plaquetas [17]. Esse fator € armazenado
nos corpos de Weibel Palade das células endoteliais e secretado para o plasma
na forma de grandes multimeros. Esses grandes multimeros podem levar a
obstrugdo da microcirculagdo. No plasma, a enzima ADAMTS 13 (A Disintegrin
And Metalloprotease with Thrombospondin type 1 repeats) degrada esses
multimeros do FVW, controlando seu potencial trombogénico [17-19]. A deficiéncia
grave da ADAMTS 13 pode provocar a Purpura Trombocitopénica Trombética
(PTT) [20]. Em algumas doengas, em que ha proeminente atividade inflamatéria,
pode ocorrer o desbalango entre os niveis de FVW e a ADAMTS 13 [21, 22].
Desta forma, niveis aumentados de FVW, geralmente associados a queda dos
niveis da ADAMTS 13, podem ser utilizados como marcadores de estados proé-
tromboticos e pré-inflamatérios [23, 24].

No ambito da dengue, Sosothikul et al. [16] demonstraram que o aumento
do antigeno do FVW e a queda da atividade da ADAMTS 13 poderiam ser
observados em pacientes com FHD. Em 2007, nosso grupo descreveu um caso
de PTT atendido no Hospital das Clinicas da UNICAMP induzida pelo virus da
dengue [25]. Estas evidéncias clinicas sugerem, portanto, que o FVW e a
ADAMTS 13 poderiam vir a se comportar como marcadores da ativagao endotelial
e da inflamagéo, ou poderiam até estar relacionados a coagulopatia da dengue.

1.6. Permeabilidade microvascular

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF-A) € uma molécula
envolvida na angiogénese e um potente modulador da permeabilidade
microvascular, provavelmente promovendo a desestabilizagdo das juncdes
intercelulares das células endoteliais [26]. Clinicamente, o VEGF-A tem
associagcdo com a sepse grave em humanos [27, 28]. S&o reconhecidos pelo
menos dois receptores do VEGF-A expressos nas células endoteliais, o VEGF-R1
e o VEGF-R2. Além da forma expressa nas membranas, ambos possuem também
a forma soluvel. O VEGF-R1 também é expresso em mondcitos. A ligacao do
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VEGF-A com o VEGF-R2 da membrana celular induz aumento da permeabilidade
vascular [29]. Estudos in vitro mostraram que o receptor soluvel sVEGF-R1 pode
ligar-se ao VEGF-A e bloquear sua interacdo com as superficies celulares [30],
equilibrando seus efeitos deletérios [31]. A fungcdo do receptor soluvel sVEGF-R2,
entretanto, € menos conhecida, mas é possivel que ele possa, de forma similar,

regular as agdes do VEGF-A nas células endoteliais[32].

1.6.1. VEGF e seus receptores soluveis na patogénese da febre
hemorragica da dengue

Recentemente, a modulacado da permeabilidade microvascular pelo VEGF-
A e seu receptor VEGF-R2 vem sendo estudada como possivel mecanismo
fisiopatolégico envolvido na patogénese da FHD [6].

Srikiatkhachorn et al. [13] avaliaram a expressao celular do VEGF-R2 em
células infectadas com o DENV-2. Apesar das células mostrarem hiperexpressao
do VEGF-R2 em suas membranas, a secrecao do receptor soluvel sVEGR-R2
para o meio estava diminuida.

Em 2005, um estudo caso-controle com 56 pacientes na fase febril da
dengue, demonstrou haver niveis circulantes quatro vezes maiores de VEGF-A
nos pacientes com FHD em relacdo aos com DC [33]. Os niveis circulantes de
VEGF-A e seus receptores soluveis, sVEGF-R1 e sVEGF-R2 foram avaliados em
dois estudos clinicos subsequentes, um prospectivo, com 60 pacientes [13] e outro
caso-controle, com 45 pacientes [34], com infeccdo confirmada pela dengue.
Estes estudos nao confirmaram o aumento do VEGF-A circulante na FHD, mas
demonstraram haver diminui¢éo significativa dos niveis circulantes do sVEGF-R2
durante a fase critica da doenca, nos pacientes com FHD. Por sua vez, os niveis
de sVEGF-R1 estavam aumentados nos casos de FHD. Portanto, esses estudos
apontam para a hipotese de que o aumento sérico do VEGF-A e a queda do
sVEGF-R2 poderiam se comportar como marcadores do aumento da
permeabilidade vascular nos pacientes com dengue.
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1.7. Mecanismos de coagulagao e fibrindlise

As cascatas de coagulacdo e fibrindlise exercem fungdes
antagénicas, cujo balanco é essencial para prevenir a formagao excessiva de
coagulos ou sua remocao inapropriada. Os processos de coagulacao e fibrindlise
iniciam-se concomitantemente, a partir do estimulo endotelial. Quando ocorre
lesdo ou acdo de mediadores inflamatorios sobre as células endoteliais, ha
expressao do fator tecidual (FT) e ativagdo concomitante de plaquetas e do tPA.

As plaquetas sao responsaveis pela formacdo do coagulo primario, cuja
estabilidade depende da consolidacao das ligacdes entre as plaquetas pela fibrina.
A formacao da fibrina é o produto final da ativagdo em cascata de varios fatores da
coagulacao e regulada principalmente pela trombina (Flla).

O FT é responsavel pelo inicio da cascata da coagulacao. Quando exposto
pelas células subendoteliais, o FT se liga ao fator (F) VIl circulante e o ativa. O
complexo FT-FVlla sera responsavel pela ativagdo dos FIX e FX, e este ultimo
levara a geracdo de pequenas quantidades de trombina. A trombina gerada é
capaz de ativar, na superficie das plaquetas, os fatores Xl, VIl e V, que por sua
vez irdo levar a ativagédo do FX e de quantidades maiores de trombina. A trombina,
em quantidades maiores, converte o fibrinogénio em fibrina (Figura 5). A trombina
também da inicio a ativacdo de inibidores da coagulagao: TFPI (tissue factor
pathway inhibitor) e proteina C (PC). Nas células do endotélio, a trombina liga-se a
TM e ao EPCR, e esse complexo promove a conversao da PC em PC ativada
(PCA). A PCA, em conjunto com a proteina S, inativa os fatores Va e Vllla [35]
(Figura 6).

A principal proteina envolvida no inicio do processo fibrinolitico € o tPA. O
tPA secretado pelo endotélio cliva o plaminogénio em plasmina. A plasmina é a
enzima responsavel pela degradacao da fibrina, em produtos da degradagéao da
fibrina e DD, e dissolucdo do coagulo. O sistema fibrinolitico é controlado
principalmente pelo inibidor do ativador do plasminogénio - 1 (PAI-1), pela alfa2—
antiplasmina (aAP) e pelo TAFI (thrombin-activatable fibrinolysis inhibitor) [36]
(Figura 7).
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Figura 5: Modelo celular da cascata da coagulacdo. O FT expresso pelas células
endoteliais promove a ativagdo de pequenas quantidades de trombina (Flla). A
trombina gerada induz a ativacao de fatores de coagulagao (FXI, FVIIl e FV) que
entdo promovem, na superficie das plaquetas, a ativacdo em cascata dos FIX, FX
e de quantidades maiores de trombina. Grandes quantidades de trombina fazem a

conversao do fibrinogénio em fibrina e a consolidagao do coagulo plaquetario.
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Figura 6: Inativacdo dos fatores V e VIl pelos dos anticoagulantes naturais
(proteina C e S). A trombina gerada também auxilia no processo de controle da
formacao do coagulo através a ativacdo dos anticoagulantes naturais. A ligagdo da
trombina com a TM, promove a ativagdo da PC da coagulacdo. A PCA e a PS
causam a inativacdo dos FV e FVIIl, e assim interrompem o processo de geragao

da trombina.
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Figura 7: Mecanismos da fibrindlise. As células endoteliais secretam o tPA que
promove a conversdo do plasminogénio em plasmina. A plasmina degrada a
fibrina em PDF e DD. Participam da inibicdo da fibrindlise o PAI-1 e a alpha-2

antiplasmina.

1.7.1. Sangramento na dengue

Potenciais disturbios da coagulacado causados pela dengue foram avaliados
in vitro, em modelo animal e em estudos clinicos, principalmente em criancas com
FHD.

Células infectadas pelo virus da dengue apresentaram hiperexpressao de
tPA, TM e EPCR na membrana [37]. Um modelo murino infectado pelo DENV-2
apresentou sangramento causado pela quebra da barreira celular endotelial [38].

Clinicamente, o alargamento do tempo de tromboplastina parcial ativado
(TTPa) e o consumo do fibrinogénio mostraram estar relacionados ao grau de
extravasamento plasmatico, medido pelo indice de derrame pleural [39]. Além
disso, algumas alteracbes laboratoriais presentes nos pacientes com FHD
sugerem haver ativacdo da coagulacao e da fibrindlise na fase aguda da infeccéao
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[10]. Estas alteragdes laboratoriais foram: o prolongamento do TTPa e o aumento
do complexo trombina-antitrombina, que sugerem ativacdo da coagulagdo e o
aumento do tPA, dos niveis de DD e a diminuigdo de PAI-1, que sugerem ativacéo
da fibrindlise [11, 12]. Essas alteragbes da hemostasia estariam ainda diretamente
relacionadas a gravidade da FHD, normalizando no periodo de convalescenca [16,
40].

Porém os sangramentos ndo ocorrem apenas nos casos de FHD, e até
50% dos pacientes com DC podem ter complicagées hemorragicas. Krishnamurti
C et al. [41] observaram que as complicagbes hemorragicas podem nao estar
relacionadas ao aumento da permeabilidade vascular. Foi publicado em 2010 [42]
um estudo que descreveu a infeccdo pelo DENV-2 em primatas. Estes animais
apresentaram hemorragia cutédnea e coagulopatia, sem evidéncia de aumento da
permeabilidade vascular. Exames laboratoriais mostraram que a coagulopatia
ocorria por ativacdo da coagulacao (aumento do complexo trombina-antitrombina),
dos anticoagulantes naturais (antitrombina e proteina S), e da fibrindlise (aumento
do DD).

Portanto, até o0 momento, o que se conhece em relacdo aos mecanismos
envolvidos na coagulopatia em casos de dengue € baseado em estudos em
pacientes com FHD. Nestes pacientes ha indicios de ativagdo da coagulagéo e
fibrindlise, podendo também haver perda dos fatores da coagulacao, por causa do
extravasamento plasmatico. Desta forma, ndao se pode diferenciar se a
coagulopatia ocorreria em decorréncia da infeccdo ou como consequéncia do
aumento da permeabilidade vascular. Por outro lado, apesar da tendéncia
hemorragica de alguns pacientes com DC ser clinicamente reconhecida, as
possiveis alteracbes da hemostasia responsaveis pelos sangramentos nestes
pacientes nao estao bem esclarecidas.
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2. Justificativas
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As alteracbes da hemostasia atribuidas a dengue (plaguetopenia,
alterac6es da coagulacgao e fibrindlise) foram detectadas em pacientes com FHD.
Nestes pacientes, o extravasamento plasmatico € a complicagdo predominante e
pode ser um fator confundidor. Embora as complicagées hemorragicas possam
ocorrer em até 50% dos casos de DC, as causas desses sangramentos ndo estao
esclarecidas. Nos estudos clinicos, pacientes classificados como DC em geral sdo
avaliados em conjunto, independentemente de apresentarem complicacoes
hemorragicas. Isso possivelmente justifica o fato de a importancia da coagulopatia
nos casos de DC ser subestimada e ainda pouco estudada e compreendida.

A avaliagdo da hemostasia e fatores envolvidos em sua fisiopatologia nos
pacientes com DC e sangramento poderia contribuir para a melhor compreenséo
das complicagdes hemorragicas na dengue e para a melhor caracterizacao desse
subgrupo de doentes.
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3. Objetivos
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O objetivo principal deste estudo foi Identificar laboratorialmente parametros

de inflamagdo, permeabilidade microvascular e hemostasia que diferissem

pacientes com complicagdes hemorragicas, comparando-os com controles

saudaveis, pacientes com DC sem complicagdes.

Para isso, 0s seguintes objetivos especificos foram definidos para avaliacao

nos pacientes e controles:

Avaliar o marcador inflamatério TNF-a. € os marcadores de ativagcao
endotelial FVW e TM;

Avaliar o balanco FVW-ADAMTS 13 como marcador pro-coagulante e pro-
inflamatorio;

Avaliar os marcadores da permeabilidade microvascular VEGF-A,
sVEGFR1 e sVEGFR2;

Avaliar o processo de coagulacao, através do teste de geracao da trombina,
e de fibrindlise, através da quantificacao do tPA, PAI-1 e DD;

Correlacionar os marcadores acima descritos com grau de plaquetopenia e

extensao dos sangramentos
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4. Materiais e méetodos
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4.1. Desenho do estudo e selecédo dos pacientes

Trata-se de um estudo clinico observacional do tipo caso-controle,
retrospectivo, cujos sujeitos de interesse (casos) eram pacientes com
complicagdes hemorragicas da dengue. Pacientes com dengue sem complicacdes
hemorragicas e individuos saudaveis foram usados como controles.

A duragdo do estudo foi de janeiro de 2008 até maio de 2011, porém os
pacientes foram incluidos predominantemente nos anos de 2008 e 2010 quando
ocorreram surtos importantes da doenca no Rio de Janeiro/RJ e em Campinas/SP.
Em 2008, os pacientes foram selecionados durante duas semanas no Hospital
Geral de Ipanema, Rio de Janeiro. De 2009 a 2011 os pacientes foram
selecionados em Campinas, no Hospital das Clinicas da UNICAMP, no Pronto
Atendimento do Hospital Madre Theodora e nas Unidades Basicas de Saude do
Jardim Boa Esperanca e do Jardim Conceicdo. Pacientes com complicacdes da
dengue foram recrutados nos hospitais de Ipanema e no Hospital das Clinicas da
UNICAMP; os casos sem complicagdes foram recrutados no Pronto Atendimento
do Hospital Madre Theodora e nas Unidades Basicas de Saude.

4 .1.1. Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusédo para os pacientes foram: suspeita de infeccao pela
dengue, idade maior que 17 anos e estar no periodo de defervescéncia da
doenca, em que havia maior risco de complicagcbes hemorragicas. Pacientes que
preenchessem o0s critérios de inclusdo e apresentassem sangramentos
espontaneos eram alocados no grupo de dengue com complicacdes
hemorragicas; pacientes que preenchessem os critérios, mas nao tivessem
sangramentos espontaneos eram alocados no grupo de dengue classica sem
complicagdes hemorragicas. Sangramentos espontaneos foram definidos como
sangramentos cutdneos ou mucosos, exceto os provocados pelo teste do
torniquete. O periodo de defervescéncia foi caracterizado como o dia em que os

pacientes comecavam a ter queda da amplitude da febre e detectado de acordo
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com o acompanhamento médico nos servicos de origem; em geral os pacientes
eram recrutados para o estudo no dia em que fossem coletar a sorologia para a
dengue, apds o quinto dia de febre, ou na data da internacao.

Os critérios de exclusdo foram: doengas renais, hepaticas, infecciosas,
autoimunes, hematolégicas e neoplasias. Mulheres gestantes também foram
excluidas. Pacientes que posteriormente perderam o seguimento, ou que a
sorologia anti-IgM foi negativa, também foram excluidos.

Funciondrios do Hemocentro de Campinas, doadores de sangue e
membros da comunidade foram recrutados como controles saudaveis, sendo
pareados com 0s pacientes por idade, género, etnia e tipagem sanguinea ABO
(pela correlagédo com niveis de FVW). Os critérios de excluséo utilizados para os
controles saudaveis foram os mesmos dos pacientes.

O estudo teve aprovagao do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP e foi registrado no Sistema Nacional de Etica em
Pesquisa (CAAE=0170.0.146.000-08). Todos os participantes assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido (TCLE, anexo I).

4.1.2. Avaliagdo médica e seguimento dos pacientes

O recrutamento foi realizado inicialmente pelo médico ou enfermeiro
assistente, nos hospitais ou centros de saude. Os casos eram reportados para 0s
responsaveis pelo estudo que avaliavam se os pacientes preenchiam os critérios
de inclusdo. As evolugbes clinicas prévias, contendo o relato dos sintomas,
afericdo da temperatura corpérea, terapéutica instituida e os resultados do
hemograma durante a fase febril da doenga foram coletadas retrospectivamente
na data da inclusdo dos pacientes. Estas informacbes foram utilizadas como
parametros para deteccao da fase da doenca e classificagdo da gravidade.

Apoés a inclusdo, os pacientes foram seguidos prospectivamente até a fase
de convalescenca. O hemograma foi realizado diariamente nos pacientes
hospitalizados, e periodicamente nos pacientes ambulatoriais, dependendo da
evolugdo clinica. Radiografia de tdérax, ultrassom de abdémen, dosagem de
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albumina e coagulograma foram realizados pelo menos uma vez durante a

internacao nos pacientes hospitalizados.

Foram coletados os seguintes dados em formulario padronizado (anexo Il):

e Dados da anamnese: nome, sexo, data de nascimento, descricéo incluindo
inicio e duracéo dos sintomas;

e Dados do exame fisico: sinais vitais, sinais de sangramento, de derrame
pleural ou ascite, presenca de visceromegalias;

e Dados laboratoriais (monitorados ao longo da avaliagdo clinica):
hemograma completo em todos os pacientes, albumina, enzimas hepaticas,
fungéo renal, radiografia de torax, ultrassom de abdémen nos pacientes
internados. Prova do lago quando realizada.

4.1.3. Classificagdo da gravidade da doenca

Os casos foram classificados como DC ou FHD conforme recomendagdes
da OMS [1]. Os exames realizados para a determinagdo da FHD foram:
hematdcrito, radiografia de térax, ultrassom de abdomem e albumina sérica.

Casos de DC foram ainda subclassificados como DC com sangramento e
DC sem sangramento. Foram considerados apenas 0s sangramentos
espontaneos. As complicagdes hemorragicas foram classificadas em discreta,
moderada e grave, segundo classificacdo adaptada do ultimo guideline sobre
dengue proposto pela OMS em 2009 [2]. Petéquias, equimoses e gengivorragias
foram considerados sangramentos discretos. Sangramentos gastrointestinais e
genitourinarios foram considerados moderados. Hemorragias que causavam
instabilidade hemodindmica foram consideradas sangramentos graves.
Manifestagdes hemorrdgicas em mais de um sitio foram também avaliadas e

classificadas como sangramentos multiplos.
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4.1.4. Confirmacao do diagnostico da dengue

O testes sorolégico para deteccdo do anticorpo IgM contra o virus da
dengue foi usado como exame confirmatério da doenca, e foram realizados pela
Fundagao Osvaldo Cruz, no Rio de Janeiro, ou pelo Instituto Adolfo Lutz, em Sao
Paulo. O teste sorolégico foi escolhido para confirmagdo diagnostica por dois
motivos. Primeiramente por se tratar de teste laboratorial de rotina, amplamente
realizado e cujos resultados subsidiam a confirmacdo ou descarte de casos
suspeitos de dengue pelo sistema de vigilancia. Segundo, porque é um teste que
tem alta sensibilidade, acima de 80% [2], apés o0 quinto dia de doenca. A
especificidade do teste soroldégico pode ser menor em areas endémicas para
outras flaviviroses, como febre amarela, encefalite viral por flavivirus, como a
encefalite viral japonesa, e febre do Oeste do Nilo, ou em areas em que a
populacéo foi imunizada contra febre amarela. Porém, o sudeste brasileiro néo é
area endémica para essas doencas e tampouco a populagdo € imunizada
rotineiramente no caso da febre amarela. Portanto, estima-se que a especificidade

da sorologia seja apropriada para fins de diagnéstico.

4.2. Procedimentos laboratoriais

Imediatamente apds a assinatura do TCLE, foram coletadas as amostras de
sangue dos pacientes e controles. As coletas foram feitas por puncdo venosa
periférica, e o sangue distribuido em 4 tubos (1 tubo seco, 1 tudo com EDTA e 2
tubos com citrato de sddio 3,2 %). As amostras foram entdo centrifugadas, em
centrifuga refrigerada, a temperatura ambiente, por 20 minutos a 2500xg. Todas
as amostras foram submetidas ao mesmo processamento, respeitando o tempo
maximo de 2 horas entre a coleta e o inicio da centrifugacédo. O soro e o plasma
obtidos por centrifugacao foram imediatamente separados em aliquotas, de 100 a
500 ul. Amostras coletadas no Rio de Janeiro foram centrifugadas no Laboratério
de Andlises Clinicas do Hospital Geral de Ipanema, acondicionadas em gelo seco
e armazenadas no freezer a - 20°C. Amostras coletadas em Campinas foram

centrifugadas no Laboratério de Hemostasia do Hemocentro da Unicamp, e
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armazenadas no freezer a - 80°C. Amostras de sangue coletadas em EDTA foram
utilizadas a fresco para a tipagem sanguinea e hemograma; estes exames foram
realizados no Hospital Geral de Ipanema e no Hemocentro da UNICAMP,

conforme a origem dos casos.

4.2.1. Dosagem dos niveis circulante de TNF-a e TM

Kits comerciais de ELISA foram utilizados para a determinacdo dos niveis
séricos de TNF-a (Quantikine HS, R&DSystems, Minneapolis, USA), e dos niveis
plasmaticos de TM (IMUBIND® Trombomodulin ELISA kit, American Diagnostica
INC, Stamford, USA). Os resultados foram lidos em espectrofotdmetro, no
comprimento de onda de 492/620 nm.

4.2.2. Dosagem do antigeno de FWV e determinacao da atividade do FVW

Os niveis de antigeno de FWV (FVWAg) no plasma foram mensurados
usando-se a técnica de ELISA in house. Nesta técnica, placas de ELISA de alta
aderéncia (MaxiSorbR, Nunc, Rochester, NY, USA) foram cobertas com anti-FVW
humano (A0082; DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA), e as amostras de
plasma diluido foram transferidas para a placa. Apds incubacédo, adicionou-se o
anticorpo anti-FVW peroxidase conjugado (P0226; DakoCytomation, Carpinteria,
CA, USA). A reacao colorimétrica foi obtida apds adicdo de OPD. A absorbéancia
foi lida em espectrofotdbmetro, no comprimento de onda de 492/620 nm.

A atividade do FVW foi determinada pela técnica de ligacdo ao colageno
(FVW/CBA), realizada in house. Basicamente, placas de ELISA de alta aderéncia
(MaxiSorbR, Nunc, Rochester, NY, USA) foram cobertas com colageno humano
tipo Il (Southern Biotech, Birmingham, AL,USA), e incubadas com plasma diluido.
Ap6s a adicdo do anticorpo anti-FVW peroxidase conjugado (P0226;
DakoCytomation, Carpinteria, CA, USA), a reacao colorimétrica foi obtida apds
adicao de OPD e a absorbancia lida em espectrofotdbmetro, no comprimento de
onda de 492/620 nm.
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4.2.3. Dosagem do antigeno e determinagéo da atividade da ADAMTS 13

Os niveis plasmaticos do antigeno da ADAMTS 13 foram determinados por
kit comercial ELISA (IMUBIND® ADAMTS 13 ELISA kit, American Diagnostica
INC, Stamford, USA). Os resultados foram lidos em espectrofotémetro, no
comprimento de onda de 492/620nm.

A atividade da ADAMTS 13 foi determinada pela técnica de ligagdo do FVW
residual ao colageno (AD13/CBA). A técnica AD13/CBA baseia-se na protedlise de
uma quantidade constante de FVW purificado, por diluicbes seriadas da amostra
de plasma testado, usada como fonte de ADAMTS 13. Resumidamente, a mistura
de plasma diluido e FVW purificado foi incubada por 24 horas e a atividade do

FVW residual presente na amostra foi determinada pela técnica de FVW/CBA

4.2.4. Avaliagéo da fibrindlise

Kits comerciais de ELISA foram utilizados para a quantificacdo dos niveis
plasmaticos de tPA (IMUBIND® tPA, American Diagnostica INC, Stamford, USA),
DD (IMUCLONE™ D-dimer, American Diagnostica INC, Stamford, USA) e PAI-
1(PAI-1, American Diagnostica INC, Stamford, USA). Os resultados foram lidos em
espectrofotdmetro, no comprimento de onda de 492/620 nm.

4.2.5. Teste de geracao de trombina (TGT)

A coagulacao sanguinea foi avaliada pelo TGT no plasma pobre em
plaquetas dos pacientes e controles. O TGT mimetiza o processo fisioldgico da
coagulacdo. Trata-se de um teste fluorogénico, realizado através de ensaio
comercial (Technothrombin® TGA, Technoclone GmbH, Vienna, Austria). A
fluorescéncia foi lida a cada cinco minutos em fluorimetro (Bio-Tek Instruments,
Winooski, USA), e avaliada em software especifico que acompanha os reagentes.
Quatro parametros sao gerados pelo teste: lag phase (LP), que é o tempo desde o
inicio do experimento até o inicio da formacao da trombina; pico de trombina, que
€ a concentracdo maxima de trombina gerada; indice de velocidade, que é a
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quantidade de trombina gerada por minuto, e a area abaixo da curva (AUC- area
under curve) que traduz a concentracao total de trombina gerada. A Figura 8

ilustra o resultado gréfico fornecido pelo TGT.
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Figura 8: Padrao de curva representativa dos resultados gerados pelo TGT. Lag
phase (LP) é o tempo até o inicio da formacao da trombina; pico de trombina é a
concentragcdo maxima de trombina gerada, e a area abaixo da curva (AUC- area
under curve) que traduz a concentragao total de trombina gerada.

4.3. Andlise estatistica

Foi feita andlise descritiva através de tabelas de freqliéncias para variaveis
categéricas e medidas de posicdo e dispersdo para varidveis numéricas. Para
comparacao de proporcoes foi utilizado o teste qui-quadrado ou teste exato de
Fisher, quando necessario. Para comparacao dos parametros entre trés ou mais
grupos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis ou ANOVA com transformacgao por
postos seguida do teste de Tukey para localizacdo das diferencas, quando
necessario. Para verificar associacao linear entre as variaveis foi utilizado o
coeficiente de correlacdo de Spearman, com valores que variam de -1 a 1. Valores
préximos dos extremos indicam correlacéo negativa ou positiva, respectivamente,
e valores proximos de zero nao indicam correlagdo. Para identificar fatores que
discriminam a doenca foi utilizada a analise de regressao logistica multipla. Para
determinacao de valores de corte foi utilizada a curva ROC (Receiver Operator

Characteristic), que expressa a relagdo entre a sensibilidade e especificidade de

77



um determinado teste. As medidas de acuracia consideradas foram sensibilidade,
definida como a proporcao dos individuos com a doenga que tem um teste positivo
para a mesma, e especificidade, propor¢ao dos individuos sem a doenga que tem
um teste negativo. O nivel de significancia adotado para os testes estatisticos foi
5% (P<0.05).
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5.Resultados
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5.1. Obtengao dos sujeitos do estudo

Trezentos e dezenove pacientes com suspeita de dengue foram atendidos
nos hospitais e centros de saude participantes no periodo do estudo; 63 pacientes
estavam hospitalizados por complicacbes da dengue e 256 estavam em
atendimento ambulatorial.

Dentre os 63 pacientes internados, 3 n&o tinham complicagdes
hemorragicas, 6 recusaram-se a participar do estudo e 14 tinham sinais de estar
em convalescenca, como melhora do sangramento ou ascensdao do numero de
plaquetas. Foram entdo selecionados 40 pacientes para o estudo, dos quais 6
posteriormente apresentaram sorologia anti-lgM negativa para dengue, e foram
excluidos. Ao final, foram incluidos no estudo 34 pacientes com complicagdes
hemorragicas (26 classificados como DC com sangramento e 8 classificados com
FHD).

Dentre os 256 pacientes atendidos ambulatorialmente, a maioria, 178
pacientes, ndo pdde ser selecionada por perda do seguimento médico, por néo ter
coletado sorologia para dengue ou por estar na fase febril da doencga. Dentre os
78 pacientes restantes, 18 recusaram participar do estudo e 27 foram excluidos.
As causas de exclusdo foram: diagndstico de leucemia mieldide crénica (1
paciente), antecedente de purpura trombocitopénica imune (1 paciente), doenca
renal crbnica (3 pacientes), tempo inadequado para o processamento das
amostras (5 pacientes) e sorologia anti-IgM negativa (17 pacientes). Ao final,
foram incluidos 33 pacientes com DC, sem complicacdes (Figura 9).

Noventa controles saudaveis foram inicialmente selecionados para cada
paciente incluido no estudo. Posteriormente os controles de pacientes excluidos
por sorologia negativa também foram excluidos do estudo. Ao final, incluimos 67
controles pareados com 0s pacientes.
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Selecdo dos pacientes sem complicacoes Selegao dos pacientes com complicagoes
hemorragicas hemorragicas, classificados como DC ou FHD
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Figura 9. Fluxograma de selecédo e inclusdo dos pacientes. Figura 8a ilustra a
selecao dos pacientes com DC e a Figura 8b ilustra a selecdao dos pacientes

hospitalizados por complicagdes da dengue.

5.2. Dados demogréficos e clinicos

A Tabela 1 mostra os dados demogréaficos dos pacientes. Nota-se uma
discreta predominancia de mulheres nos casos de DC com sangramento e FHD. A
Tabela 2 discrimina as caracteristicas clinicas dos pacientes e destaca que o
tempo entre os primeiros sintomas da doenca e a data da inclusao foi semelhante
entre os grupos, evidenciando que a fase da doenca era semelhante entre os
grupos no momento da inclusdo. Clinicamente, nota-se também que, apesar dos

casos de FHD aparentemente terem uma apresentacao clinica mais grave, alguns
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casos classificados como DC também apresentavam sintomas de gravidade,
como vémitos, dor abdominal, hepatomegalia, hipotenséo e sincope.

Dentre os pacientes classificados como DC com sangramento (n=26), 15
(57.6%) tinham sangramento discreto e 11 (42.2%) sangramento moderado. Oito
pacientes (30.7%) tinham sangramento em multiplos locais. Dos pacientes
classificados como FHD, 4 (50%) tinham sangramento discreto, 4 (50%)
sangramento moderado e 4 (50%) apresentaram sangramentos em multiplos
sitios. Nenhum paciente apresentou sangramento grave. A gravidade do

sangramento ndo foi significativamente diferente entre os dois grupos.

Tabela 1: Dados demograficos dos pacientes e controles. Esta tabela mostra a
distribuicdo de género, idade, etnia e tipagem ABO dos pacientes e controles

saudaveis.

Controles DI e FHD
Dados demograficos (n=67) sangramento sangramento (n=8) P
- (n=33) (n=26) B
Feminino/Masculino, n(%) 35(52,2)/32(47,8) 13(39,4)/20(60,6) 15(57,7)/11(42,3) 7(87,5)/1(12,5) 0,09
Idade, mediana (max-min), anos 38,5 (19-76) 39 (17-71) 41 (20-79) 42 (17-58) 0,45
g(aoz;’aSia”O/ Afro-descendente, | 3556 7y09433) | 24(72,7)/9(27.3) 12(46,1)/14(53,8) | 5(62,5)/3(37,5) | 0,20
ABO nao-O / ABO O, n(%) 36(53,7)/31(46,3) 19(57,6)/14(42,4) 10(38,5)/16(61,5) 6(75)/2(25) 0,33
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Tabela 2: Apresentacdo clinica dos pacientes. Abaixo nesta tabela segue a

relacdo de dias de doenca e sintomas apresentados pelos pacientes a época da

inclusdo no estudo.

T DC sem DC com

e | sngememo | sngameno | (0 g
rIZT)]iI’arl]s) de sintomas, mediana (max- | - (5-10) 7 (4-15) 8(3-16) 0.68
?niﬂnzsx-dn?isr%e o inicio da febre, mediana | o (3-10) 6,5 (1 —14) 6(3—11) 0.4
rIZT)]iI’arl]s) de internagdo, mediana (max- 0 2 (1-10) 3(1-5) A
Febre, n (%) 33 (100) 26 (100) 7 (87,5) NA.
Cefaléia, n (%) 17 (51.5) 22 (84,6) 8 (100) 0.003
Prostracao, n (%) 20 (60.6) 24 (92,3) 8 (100) 0.004
Nausea ou Vomitos, n (%) 11 (33.3) 13 (50) 7 (87,5) 0.02
Dor abdominal, n (%) 3(9) 12 (46) 4 (50) 0.002
Hepatomegalia, n (%) 0 2(7.7) 1(12,5) N.A.
Hipoalbuminemia, n (%) 0 0 5 (62,5) N.A.
Hipotensao, n (%) 0 2(7.7) 4 (50) N.A.
Sincope, n (%) 0 2(7.7) 1(12,5) N.A.
Insuficiéncia renal aguda, n (%) 0 1(3,8) 0 N.A.
Derrame pleural ou ascite, n (%) 0 0 3 (37,5) N.A.
Choque, n (%) 0 0 4 (50) N.A.
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5.3. Resultados da contagem das células sanguineas e coagulograma

Os valores considerados foram obtidos do hemograma em que havia maior
valor de hematocrito dentre os hemogramas seriados (Tabela 3). Nota-se que os
pacientes classificados como DC com sangramento e como FHD apresentaram
predominantemente tendéncia a monocitose (P<0.001) e plaquetopenia (P<0.001).
Pacientes com DC, sem sangramento, apresentaram tendéncia a linfopenia
(P=0,04). Nao houve alteragdes significativas do coagulograma, o TTPa médio
dos pacientes com complica¢cées hemorragicas (DC e FHD) foi 14,4 segundos (13
— 24 segundos), e o RNI médio foi 1.1 (0,9-1,8).

Tabela 3: Valores do hemograma dos pacientes. Esta tabela apresenta as contagens
sanguineas dos pacientes. Como foram coletados hemogramas seriados, os valores aqui

representados sdo do maior hematdcrito e da menor plaqueta obtida durante a fase de

defervescéncia.

. DC sem
Contagem sanguinea sangramento DC com(:fgg)ramento (I:Eg) P
(n=33) - -
HB, g/dl 14,7 (13,6-15,6) 13,6 (12,6-14,6) 13,8 (11,8-15,5) 0,12
HT, % 43,3 (40,6-46,3) 43,0 (37,0-45,0) 40,0 (36,0-50,0) 0,42
3

GB, u/mm 4040 (3385-6300) 5600 (4700-7660) 6000 (4075-6540) 0,17
Segmentados/mmd 1895 (1056-3415) 1692 (1008-2898) 1936 (1259 — 3250) 0,88
Linfécitos/mm3 1270 (1034-2050) 2113 (1389-2765) 2012 (1231-2853) 0,04
Monécitos/mm3 497,5(368-602) 1320(760-1817) 1366(1057-1681) <0,001
Plaguetas x 1O3u/mm3 203 (126-283) 21 (14-36) 17 (11-22) <0,001

Valores representados pela mediana e percentis 25 e 75.
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5.4. Resultados dos marcadores inflamatérios e da ativagao endotelial

Notou-se aumento dos niveis circulantes de TNF- o, TM e FVW-Ag nos

pacientes com dengue em relagdo aos controles. O aumento do TNF- a foi
estatisticamente significativo nos casos de DC em relacdo aos controles. TM
plasmatica esteve aumentada significativamente nos casos de DC com
sangramento e nos casos de FHD. O antigeno do FVW esteve aumentado em
todos os grupos da dengue em relagcao aos controles. (Figura 10). A atividade do
FVW, avaliada pela ligacdo ao colageno, também esteve aumentada nos
pacientes com dengue, independentemente da gravidade, e a atividade da
ADAMTS 13 esteve diminuida apenas nos pacientes classificados como DC
(Figura 11). Os niveis plasmaticos do antigeno da ADAMTS 13 estiveram
inalterados nos pacientes em relacao aos controles saudaveis (P=0,38), sendo
que os valores (mediana, minimo e maximo) foram: 718% (432 - 1218), 685,4%
(229 - 1276), 849,9% (411- 1270) e 766,7% (455-1007), para controles, DC, DC

com sangramentos e FHD, respectivamente.
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Figura 10: Inflamagédo e ativacdo das células endoteliais: Esta figura ilustra a
ativacao da resposta inflamatéria e das células endoteliais nos pacientes com
dengue. Os niveis circulantes dos marcadores inflamatérios e da ativagédo
endotelial foram similares entre os 3 grupos da dengue. a. TNF-o, b. TM
plasmatica. c. FWV antigeno. CT= controles . * Locais de diferenca pelo teste de

Tukey.
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Figura 11: Balanco entre as atividades do FVW e da ADAMTS 13, avaliadas pela
ligacdo ao colageno (CBA). A figura ilustra o aumento da atividade do FVW
acompanhada da queda da atividade da ADAMTS 13 nos pacientes em relacéo
aos controles. Embora estatisticamente houvesse diferenca de atividade da
ADAMTS 13 entre os grupos, o teste de Tukey evidenciou que estas diferencas

estavam significativas principalmente no grupo de DC.

5.5. Resultados dos marcadores de permeabilidade microvascular

Observou-se queda significativa dos niveis circulantes de sVEGR-R2 no
grupo de DC com sangramentos e no grupo de FHD. Inversamente, os niveis
circulantes de sVEGF-R1 estavam aumentados nestes dois grupos e também na
DC. Houve uma tendéncia ao aumento dos niveis circulantes de VEGF-A nos
casos de FHD, porém a diferenca nao foi estatisticamente significativa. Se for
analisada a razao VEGF-A/sVEGF-R2, observa-se que esta razdo encontra-se
significativamente aumentada apenas nos casos de FHD, sugerindo que a
alteracao dos marcadores de permeabilidade microvascular € mais evidente neste
grupo de pacientes em comparacao principalmente com os pacientes com DC e

sangramento. Os resultados estao representados na Figura 12.

88



CVEGF-R2 CIVEGF-A

;gg [ VEGF-R1 ﬁz\éEGM ~175 P<0.001 P=0,26
P<0.001 =030 *
650 ‘ 150 9000+ ~175
600 * 8000
£ 550 * 125 ) 2 70004 x  [190
500 Py £ . 125 S
o 450 100 T S 6000
= 400 s 2
& 350 > 50004 100 T
L 300 - >
2 250 5 u 4000+ 75 3
w
2 200 50 2 O 3000+ .-
1504 [ »s > 2000+ =
128 LT—' i 10004 25
0 0 0 0
cT DC DC com FHD cT DC DC com FHD
sangramentos b sangramentos
a. .
P=0.005
1 * ]
' I * ll
124 ' S

VEGF-A/sVEGF-R2
(=]

5=
4
3
2 ]
2 L L
0 _1_ | =L
CT DC DC com FHD
c. sangramentos

Figura 12: Marcadores da permeabilidade microvascular. A Figura 12a ilustra o
aumento dos niveis circulantes de sVEGF-R1 na dengue, estatisticamente a
diferenca dos niveis de sVEGF-R1 estava presente nos 3 grupos de dengue em
relacdo aos controles saudaveis. A Figura 12b ilustra a diminuicdo dos niveis
circulantes de sVEGF-R2 nos pacientes com complicagcdes hemorragicas (DC e
FHD) em relacao aos pacientes sem sangramentos e aos controles saudaveis.
Ambas as Figuras (12a e 12b) ilustram a tendéncia ao aumento dos valores de
VEGF-A plasmaticos e sua relacdo com os receptores soluveis. A Figura 12 ¢
ilustra a razdo VEGF-A/SsVEGF-R2, que esta significativamente aumentada no

grupo com FHD. * Locais de diferenca pelo teste de Tukey.

5.6. Resultados do teste de geracao de trombina (TGT)

O TGT foi realizado em 24 controles, em 9 pacientes com DC sem

sangramento, 9 pacientes com DC com sangramento e 7 pacientes com FHD.
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Foram selecionados para o teste os primeiros pacientes incluidos em cada grupo
e seus respectivos controles.

Dentre os resultados, observou-se que o tempo para o inicio da producao
de trombina (LP) esteve aumentado nos pacientes em relacdo aos controles
saudaveis, independentemente da gravidade da dengue. A velocidade da geracao
de trombina, expressa em indice de velocidade, e as concentracbes maxima e
total de trombina gerada foram menores nos grupos de DC com sangramento e
FHD (Figura 13).
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Figura 13: Resultados do teste de geracdo de trombina. A figura ilustra os
resultados da geracdo de trombina nos pacientes com dengue e controles.
Observa-se que os parametros referentes a concentragdo de trombina gerada
estao significativamente diminuidos nos grupos de DC com sangramentos e FHD,

em relacdo aos controles.a. Lag-phase; b. indice de velocidade; c. Pico maximo de
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trombina gerada; d. area sobre a curva. CT= controles . * Locais de diferenga pelo
teste de Tukey.

5.7. Resultados dos marcadores de fibrindlise

Observou-se aumento significativo dos niveis plasmaticos de tPA e DD nos
grupos de DC com sangramento e FHD, evidenciando que esses paciente
apresentam um quadro de hiperfibrindlise (Figura 14). O PAI-1 esteve inalterado
nos pacientes em relacdo aos controles (P=0,68), a mediana dos niveis
plasmaticos de PAI-1 nos controles saudaveis, na DC, DC com sangramentos e
FHD foram: 8,3ng/mL (1-26 ng/mL); 8,1 ng/mL (1-42,7 ng/mL); 7,6 ng/mL (3-41,5
ng/mL); 8,4 ng/mL (1-38 ng/mL), respectivamente.
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Figura 14: Marcadores de fibrindlise. Esta figura ilustra a tendéncia a fibrindlise
nos grupos de DC com sangramento e FHD. a. tPA b. DD CT= controles . * Locais
de diferenca pelo teste de Tukey.

5.8. Resumo dos resultados das variaveis analisadas

Os niveis séricos do TNF- o estavam aumentados nos trés grupos da
dengue, porém a diferenga foi estatisticamente significativa principalmente nos

pacientes com DC sem sangramento. A TM plasmatica estava aumentada
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principalmente nos pacientes com sangramentos, tanto nos classificados como DC
como nos classificados como FHD. O antigeno do FVW esteve estatisticamente
aumentado nos trés grupos de dengue estudados.

Pacientes com complicagdes hemorragicas (tanto DC com sangramento
quanto FHD) apresentaram diminuicdo significativa da geracdo de trombina,
particularmente o pico de trombina e a AUC estavam significativamente
diminuidos nesses pacientes. Observou-se também elevacdo significativa dos
niveis plasmaticos dos marcadores de fibrindlise, tPA e DD nos pacientes com
complicagdes hemorragicas. Particularmente, os pacientes com FHD
apresentaram alteracées mais significativas dos marcadores do aumento da
permeabilidade microvascular em relacao aos pacientes com DC. A diferenca dos
marcadores da permeabilidade vascular entre os pacientes com FHD e DC (com
ou sem sangramento) foi mais evidente quando avaliada a razao entre VEGF-
A/sVEGF-R2. As Tabelas 4 e 5 trazem os valores em mediana e percentis 25/75
das variaveis estudadas. As tabelas também destacam, em negrito, os valores de
P que foram significativamente diferentes entre os grupos estudados. A Figura 15
ilustra os achados encontrados.
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Tabela 4: Resumos das variaveis estudadas, os resultados estdo expressos em mediana e

percentis 25 e 75. No destague em negrito estdo as variaveis cujos resultados mostraram

diferencas estatisticamente significativas pelos testes de Kruskal-Wallis e Tukey.

DC sem

DC com

Variavel estudada C‘()::g;e s sangramento sangramento (I;EBD) P
(n=33) (n=26)
TNF-a (pg/mL) 1,8 (1,4- 3,0 2,7 (1,8-7,8) 2,2 (1,7-3,2) 2,6 (1,6-7,1) 0,02
TM (ng/mL) 5,1 (4,2-6,2) 5,9 (4,9-7,0) 6,35 (5,3-7,3) 6,99 (5,5-13,8) 0,001
FVW-Ag(U/mL) 111,1 (71,8-156,1) 237,1 (149,3-330,5) 240,5 (203,6-319,2) 227 (179,3-313,5) <0,001
FVW/CBA (%) 81,84 (57,8-131,3) 167 (119,0-220,0) 182 (154,2-198,1) 174,5 (137,6-234,0) | <0,001
AD13-Ag (%) 718,2 (615,4-897,3) | 685,4 (522,3-791,1) 849,9 (694,2-1046,0) | 766,7 (536,2-902,6) | 0.38
AD13/CBA (%) 83,74 (58,6-121,6) 44,26 (36,8-59,7) 74,77 (60,7-111,8) 76,43 (50,2-95,4) <0,001
VEGFA(pg/mL) 34,8 (24,5-50,4) 38,33 (26,8-60,3) 31,99 (16,8-60,4) 55,9 (32,9-74,4) 0,26
SVEGFR1(pg/m) 107,9(78,5-128,8) 178 (140,1-221,3) 220,6 (150,5-338,3) 258 (135,6-328,8) 0,001
SVEGFR2(pg/m) 4637 (3899-5598) 4609 (3979-5305) 3741 (2719-4312) 2682 (1357-4287) 0,001
VEGF/SVEGF-R2 0,7393 (0,16-2,6) 0,8336 (0,09-2,75) 0,8843 (0,2-5,55) 1,815 (0,86-10,9) 0,005
tPA (ng/ml) 4,05 (1,9-5,5) 5,2 (3,1-11,6) 11,75 (6,5-21,7) 13,43 (7,1-26,2) <0,001
DD (ng/ml) 515,5 (393,2-681,5) | 1028 (679,2-2272,0) | 1979 (1644-2735) 2146 (1439-3310) <0,001
PAI-1 (ng/ml) 8,35 (5,1-11,5) 8,1(3,8-12,7) 7,6 (5,3-15,8) 8,4 (3,5-23,6) 0,68
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Tabela 5: Resumos dos valores obtidos com o TGT, os resultados estdo expressos em

mediana e percentis 25 e 75. No destaque em negrito estdo as variaveis cujos resultados

mostraram diferencas estatisticamente significativas pelos testes de Kruskal-Wallis e Tukey.

Controles DC DC sangramento FHD
N=20 N=8 N=9 N=7 i

Lag phase 9,1 12,35 12,1 11,1
(min) (7,8-10,3) (10,3-13,1) (9,8-13,3) (8,1-16,1) 0,05
Indice de 59,15 59,4 22 35,8
Velocidade (40,8-101,2) (31,5-64,7) (14,0-56,6) (12,5-58,9) 0,04
Pico de 338,7 310,7 163,2 208,9
trombina (nM) | (291,3-463,1) | (253,2-386,3) (111,0-354,1) | (119,3-322,6) 0,01
Trombina total 3753 3591 2290 2341
(AUC) (3443-4068) (2797-3830) (1679-3769) (2153-3181) 0,005

Todos os grupos de dengue
MTNF-a
™ FVW

J plaquetas; > mondcitos; TN TM;

J geracdo de trombina; Mibrindlise

'FHD 1T VEGFA

N VEGF-A/sVEGF-R2

Figura 15: Esta figura ilustra os resultados encontrados pela analise laboratorial de

inflamacéao, hemostasia e permeabilidade vascular dos pacientes com dengue.
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5.9. Analise de correlagao, regressao logistica e curva ROC

5.9.1. Correlacoes

A plaquetopenia esteve correlacionada aos niveis circulantes dos diversos
marcadores de ativacdo endotelial, permeabilidade microvascular e fibrindlise
incluidos neste estudo. A Figura 16 ilustra os resultados estatisticamente
significativos.

A gravidade do sangramento (leve/moderado) ou a presenca de
sangramentos multiplos ndo apresentaram correlacdo com a contagem

plaquetaria, nem com os resultados das demais variaveis estudadas.

5.9.2. Regresséo logistica e curva ROC

Por causa do pequeno numero de pacientes com FHD, os grupos de DC
com sangramento e FHD foram avaliados em conjunto nas anélises multivariada e
curva ROC, com o objetivo de obtermos as variaveis mais significantemente
envolvidas na coagulopatia da dengue.

Dentre as variaveis estudadas, foram associadas, de forma independente,
com a ocorréncia de complicagbes hemorragicas: plaquetopenia (OR> 200;
95%I1C=22-2000, P=0,0001), monocitose (OR=13,5; 95%IC=3,0-48,6, P=0,001) e
aumento do DD (OR=14,9; 95% 1C=2,4-90, P=0,003).

Os valores de corte que melhor discriminaram os casos de dengue com e
sem sangramento foram: plaquetas < 67.500/mm3 (P<0,0001, 94% sensibilidade e
93% de especificidade) e mondcitos > 714/mm3 (P<0.0001, 84% sensibilidade e
82% de especificidade).
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Figura 16: Correlacdo entre a contagem plaquetaria e os marcadores de ativacao
endotelial, permeabilidade microvascular e fibrindlise. a. Correlagdo inversa com
niveis de TM; b. correlagédo inversa com FVW; c. correlacao inversa com sVEGF-
R1; d. correlacdo inversa com sVEGF-R2; e. correlagdo inversa com tPA

plasmatico; f. Correlacao inversa com DD plasmatico.
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6.Discussdo
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No presente estudo, foi demonstrado que pacientes com dengue podem
apresentar episddios importantes de sangramento na auséncia de evidéncias
clinicas de aumento da permeabilidade vascular, e portanto, sem critérios
estabelecidos pela OMS para o diagnéstico de FHD. A FHD é uma sindrome em
que ha predominantemente o aumento da permeabilidade vascular, associado a
plaguetopenia e a tendéncia hemorragica, e é a manifestacdo grave da dengue
reconhecida pela classificagao tradicional [1, 8], amplamente utilizada em todas as
regidbes do mundo e o principal objeto de estudos acerca da fisiopatogenia da
dengue grave. Neste estudo, uma parcela dos pacientes classificados como DC,
que seria a manifestacdo ndao grave da dengue, necessitou de internacédo e
cuidados médicos especificos e portanto comportaram-se como pacientes
potencialmente graves. Esta observacao reforga o conceito atual de que pacientes
com dengue, mesmo sem preencher critérios para FHD, podem apresentar
complicagdes graves, além daquelas que sao descritas na FHD, e que devem ser
avaliados individualmente a fim de se oferecer tratamento adequado. Também
evidencia que os critérios de classificagdo atualmente empregados podem néo
contemplar todas as variaveis importantes na pratica clinico-laboratorial, que
direcionam para o melhor tratamento da doenca.

De fato, na ultima década tém-se discutido a revisdo da classificagdo
tradicional da dengue [5, 43-47]. Em 2009, a OMS prop6s uma nova classificacao
baseada na identificacdo de sinais e sintomas de alerta de gravidade[2]. Esta
classificacdo embora mais sensivel do que a vigente para a identificacao dos
casos graves da doenca e mais condizente com uma classificacdo que permita
uma melhor correlacdo entre o estadiamento clinico e a classificacdo
epidemioldgica [45-47], ainda ndo foi implantada mundialmente. As criticas a nova
classificacdo amparam-se no fato de que ela baseia-se predominantemente em
critérios clinicos e em poucos critérios laboratoriais (mensuragdo do hematdcrito,
contagem de plaguetas), que muitos parametros seriam pouco precisos e que 0s
variados mecanismos responsaveis por cada complicagdo detectada nédo estariam
totalmente compreendidos [48]. Desta forma, a compreensao destes mecanismos
poderia auxiliar tanto na melhor caracterizacao clinica, quanto possibilitar a
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deteccdo precoce das complicacbes hemorragicas, contribuindo, desta maneira,
para o incremento da assisténcia prestada ao paciente com dengue. Além disso,
poderia contribuir também para uma classificagdo mais condizente da doenca que
caracterizasse os diferentes espectros da dengue.

Particularmente, a hemorragia € a complicagdo comumente relatada nos
pacientes com dengue. A classificacdo tradicional da dengue destaca os
sangramentos como sendo um componente clinico da FHD e da pouca énfase aos
sangramentos que ocorrem em casos ndo classificados como esta sindrome[1].
Porém, as manifestacbes hemorragicas podem ser mais complexas, seja na
magnitude clinica seja nos mecanismos fisiopatogénicos envolvidos, como se
observa, por exemplo no fato de que nos adultos os sangramentos podem ser
mais exuberantes do que nas criancas [49] e podem ocorrer independentemente
do aumento da permeabilidade vascular [50]. Estas observagdes levantam pelo
menos duas questdes: em primeiro lugar, que as manifestagcdes hemorragicas e o
extravasamento plasmatico ndo necessariamente ocorram em conjunto, como
descrito na sindrome da FHD. Em segundo lugar, que a classificagdo tradicional
da dengue pode subestimar alguns casos graves por ndo identificar todo o
espectro de complicacdes da doenca.

O foco deste estudo foi destacar em um grupo de pacientes com
diagnéstico de dengue os achados clinicos, particularmente os hemorragicos, e
investigar os mecanismos fisiopatolégicos que pudessem contribuir para o
entendimento dessas complicagdes, como as alteracbes da hemostasia,
inflamacdo e permeabilidade microvascular. A descricdo dos mecanismos
fisiopatolégicos associados aos sangramentos da dengue pode vir a contribuir
para uma melhor compreensdo do espectro de complicacbes da dengue e
possibilitar a definicdo de novos possiveis métodos diagndsticos e terapéuticos no
manejo de pacientes com tal complicagéo.

Em relagéo a inflamacéo e a ativacdo endotelial, observamos que os niveis
circulantes de TNF-a e de FVW-Ag foram semelhantes nos trés grupos de dengue
estudados. O aumento da TM plasmatica foi mais evidente nos pacientes com
complicagdes hemorragicas, mas semelhante entre os pacientes com DC e
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sangramento e FHD. Estes resultados foram diferentes dos anteriormente
descritos na FHD. Estudos clinicos demonstraram que a inflamacgéo e a ativacao
endotelial podem estar aumentadas principalmente em pacientes com FHD [16,
51]. De fato, a ativagdo das células endoteliais, pelo virus ou pela inflamacéo,
parece contribuir, em algum grau, para a patogénese inicial da FDH [38, 52-55],
sendo responsavel pela alteracao da permeabilidade vascular e o extravasamento
plasmatico [52-55]. Diferentemente dos resultados do presente estudo, também ja
foi demonstrado em estudos clinicos anteriores que pode haver desbalango entre
FVW e ADAMTS13 nas formas graves da FHD, em que ha choque hemodinamico
[56]. Entretanto, no presente estudo, o numero de pacientes com FHD e com
choque foi pequeno e isso poderia explicar, de certa maneira, a divergéncia entre
0s resultados aqui apresentados e alguns dados descritos na literatura. Desta
forma, ndo podemos concluir que as complicacdes hemorragicas nao estao
associadas a exacerbacao da resposta inflamatéria ou da atividade endotelial,
porque inflamacao e ativacdo endotelial sdo conceitos amplos que compreendem
outros mecanismos complexos ndo abordados por este estudo. Por exemplo,
outros marcadores da inflamacao, que ja foram descritos na patogénese da FHD,
como interferon-y e IL-6, ndo foram avaliados neste estudo [10, 51, 54]. Por outro
lado, no presente estudo demonstrou-se haver aumento significativo dos
mondécitos nos pacientes com DC e sangramentos, e nos pacientes com FHD.
Esta observacdo sugere que haja de fato uma exacerbagdo do processo
inflamatoério nos pacientes com apresentacao clinica mais grave, em particular da
resposta inflamatéria celular. O aumento do niumero de mondcitos no sangue dos
pacientes que apresentaram formas hemorragicas da dengue é um achado
bastante interessante, que pode ser objeto de avaliagao futura.

Em relagdo aos marcadores da permeabilidade microvascular, o aumento
do VEGF-A é descrito principalmente em pacientes com quebra importante da
barreira endotelial, como os com choque séptico [57]. A tendéncia ao aumento do
VEGF-A observada nos pacientes com FHD deste estudo pode ser justificada pelo
fato de que alguns (4 pacientes) apresentavam choque hemodinamico. O

significado clinico das alteracdes dos niveis circulantes dos receptores sollveis
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sVEGF-R1 e sVEGF-R2 sado porém menos conhecidas. Srikiatkhachorn et al
demonstraram que o virus da dengue pode, in vitro, levar a diminuicdo da
secrecao do sVEGF-R2 pelas células endoteliais e que a queda do
sVEGF-R2 estaria relacionada clinicamente com a carga viral e a ocorréncia de
FHD [13]. Entédo, a diminuicdo dos niveis circulantes do sVEGF-R2 nos pacientes
com dengue, em particular nos com FHD, observada no presente estudo,
corrobora os achados de estudos anteriores e sugere que o sVEGF-R2 pode
controlar a atividade do VEGF-A nesses pacientes, determinando a ocorréncia e a
magnitude do extravasamento plasmatico. Além disso, a diferenca da razao
VEGF-A/sVEGF-R2 entre pacientes com FHD e DC com sangramento pode
sugerir que estes ultimos possivelmente ndo apresentam um processo importante
de aumento da permeabilidade vascular.

Em relagdo aos mecanismos de hemostasia, 0s pacientes com
complicagdes hemorragicas estudados apresentaram predominantemente
plaquetopenia, diminuicdo da geracdo de trombina, aumento do tPA e do dimero
D. Estas alteragbes foram observadas tanto nos pacientes com DC e
sangramentos como nos classificados como FHD.

A plaquetopenia tem sido considerada como um dos principais fatores
responsaveis por eventos hemorragicos na FHD [7] e como uma alteragéo
laboratorial comum na DC [4, 49]. O presente estudo mostrou que a plaguetopenia
foi associada a complicacbes hemorragicas, levantando a hipétese de que pode
ser uma causa importante de hemorragia também na DC. Muitos fatores podem
contribuir para a ocorréncia da plaquetopenia na dengue, como a resposta
imunoldgica contra as plaquetas, diminuigcdo da produ¢ao ou aumento do consumo
plaquetario [37, 58-61]; no entanto, a avaliagdo das causas de trombocitopenia
nao foi objeto deste estudo.

As causas da coagulopatia na dengue ainda sdo nao sao totalmente
elucidadas. Nos casos de FHD, a coagulopatia muitas vezes é atribuida a
coagulacao intravascular disseminada (CIVD) ou a perda de proteinas da
coagulagdo para o espacgo extravascular [62]. No presente estudo, pudemos
observar que a geracdo de trombina, e portanto, a atividade da coagulacéo,
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estava diminuida nos pacientes com complicagdes hemorragicas da dengue, tanto
nos classificados como DC como nos classificados como FHD. A constatacédo da
diminuicdo da geracdo de trombina foi um achado interessante e, em certo grau
novo, uma vez que nao ha registros anteriores na literatura médica que
demonstrem esta anormalidade em pacientes com dengue.

O resultado final da geragcdo de trombina traduz o balango entre as
atividades dos fatores da coagulacdo e dos anticoagulantes naturais [63];
teoricamente a diminuicdo da geracdo da trombina poderia traduzir uma
deficiéncia de fatores da coagulacdo ou uma ativacdao dos anticoagulantes
naturais. Como exemplo, estudos clinicos que avaliaram o TGT em pacientes com
doenca hepatica crbnica demonstraram que, apesar dos pacientes apresentarem
prolongamento do TTPA e TP, a geragéo de trombina era normal [64]. Os autores
discutem que a diminuicdo da atividade dos anticoagulantes naturais poderia,
nesses pacientes, estar compensando a deficiéncia dos fatores de coagulacéo,
promovendo assim uma geracdo normal de trombina. E possivel que um
mecanismo semelhante ocorra na dengue.

No ambito da dengue, a ativacdo das vias de coagulacdo é controversa
[65]. As alteragbes do TTPA, TP e tempo de trombina sdo muito variaveis e
inespecificas [40, 41, 66] e as atividades dos fatores de coagulacédo
aparentemente permanecem normais [40]. Pode ocorrer, porém, conforme
demonstrado em alguns estudos clinicos, a alteracdo da atividade dos
anticoagulantes naturais pela dengue [16]. O aumento da TM plasmatica, como
observado nos pacientes deste estudo e de estudos anteriores, pode contribuir
para a ativacao da proteina C, aumentando assim a atividade deste anticoagulante
natural [67]. Além disso, foi demonstrado que o virus da dengue, in vitro, pode se
ligar diretamente a protrombina, inibindo sua ativacdo em trombina [68]. Portanto,
é possivel que a diminuigdo da geracao da trombina observada nos pacientes com
complicagdes hemorragicas ocorra pela ativacdo dos anticoagulantes naturais ou
por inibicdo direta da protrombina.

A ativacao das vias de sinalizacdo pr6 e anticoagulantes ainda pode ser
estudada com mais detalhes, entretanto, neste estudo pudemos demonstrar, pelo
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TGT, que a coagulacao em pacientes com complicagdes hemorragicas da dengue
esta prejudicada porque a producao da trombina esta diminuida.

Outra alteragdo da hemostasia observada por este estudo nos pacientes
com complicagdes hemorragicas, tanto os classificados como DC quanto nos
classificados como FHD, foi a hiperfibrindlise. A ativagdo da fibrindlise havia sido
demostrada anteriormente nos pacientes com FHD, mas ndo nos com DC [16, 40].
E controverso, no entanto, se o estimulo para a hiperfibrinélise na dengue seria
primario ou secundario a uma CIVD [66, 69]. Apesar do aumento do DD sugerir
haver fibrindlise secundaria, ndo se pode excluir a hipotese de fibrindlise primaria,
porque observamos também o aumento do tPA e diminuicdo da producado da
trombina nos pacientes. O aumento do tPA plasmatico reflete o aumento da
secrecao desta proteina pelas células endoteliais, 0 que corrobora a hipbétese de
ativagdo primaria da fibrindlise ap6s estimulo endotelial. Além disso, néo
encontramos sinais de CIVD nos pacientes, pois os resultados do TTPA e do TP
estavam dentro da faixa normal ou discretamente aumentados e nao havia
esquizécitos no sangue periférico.

Em resumo, os resultados deste estudo demonstraram que os casos de DC
que manifestam sangramentos espontaneos podem apresentar alteracdes nas
contagens plaquetarias, diminuicdo da produgcdo da trombina e hiperfibrindlise.
Esses disturbios da hemostasia foram detectados de forma semelhante nos casos
de FHD, mas ndo nos casos de DC sem sangramentos. Clinicamente e
laboratorialmente o que diferiu os pacientes com FHD dos demais foram os sinais,
clinicos e laboratoriais, sugestivos do aumento da permeabilidade vascular.

Estes resultados sao consistentes porque vao ao encontro do conceito atual
de que a dengue se manifesta clinicamente ndo de forma dicotbmica, como
propde a classificagédo tradicional da OMS, mas de forma bastante heterogénea
com um espectro de complicagées clinicas de diferentes graus de gravidade. Os
resultados deste estudo também demonstram que diferentes mecanismos
patolégicos podem estar presentes nos pacientes classificados como DC e que

podem estar correlacionados a apresentacao clinica da doenca. Desta forma,
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estes resultados corroboram, de certa forma, a importancia da revisao da
classificacao dengue proposta pela OMS em 2009.

E importante, também, indicar algumas limitacdes que podem ser
encontradas neste estudo, como o tamanho amostral, o desenho caso-controle e a
classificacdo da dengue utilizada. O tamanho amostral é justificado porque os
pacientes foram selecionados em uma fase tardia da doenca e muitos perderam o
seguimento antes do tempo de inclusédo. De fato, a perda do seguimento meédico
antes do periodo de inclusdo para o estudo foi o principal problema enfrentado
durante a selecdo dos pacientes. Muitos pacientes foram comunicados para o
estudo, mas ndo compareceram na data agendada para a coleta das amostras ou
retornaram as unidades de atendimento em um periodo tardio. No entanto, o
numero de sujeitos incluidos foi suficiente para o tamanho amostral do estudo ter
poder estatistico de demonstrar as diferencas dos parametros de permeabilidade
microvascular, coagulacao e fibrindlise entre os trés grupos de pacientes
estudados, provavelmente porque estas diferencas eram muito significativas. Além
do problema da inclusdo dos individuos, o desenho do estudo pode ter gerado
alguns vieses. Primeiramente, a selecao dos controles saudaveis pode gerar
problemas pelo fato de os controles nao serem provenientes da mesma regiao
geografica dos pacientes, porém, a selecao de controles saudaveis para dengue
também n&o poderia ser feita na familia ou dentre os vizinhos dos pacientes
porque, como o foco da doenca é regional (na casa ou nos locais do entorno da
residéncia), haveria risco de serem incluidos como controles saudaveis pessoas
com dengue assintomatica. A inclusdo de doentes de populacdes e epidemias
distintas também pode gerar vieses, porque pode haver algumas particularidades
de cada populacdo ou de cada sorotipo viral infectante que nao foram
consideradas para a analise dos dados. Por ser um estudo caso-controle, é
possivel ainda que a gravidade da coagulopatia nos casos classificados como DC
tenha sido superestimada porque todos os pacientes com sangramentos foram
selecionados dentre os pacientes hospitalizados; casos menos graves, sem a
necessidade de hospitalizacdo, ndo foram detectados. Isso pode explicar as
profundas diferencas nos numeros de plaguetas observadas entre os pacientes
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com DC com e sem sangramento. Por fim, a classificacdo da dengue utilizada
neste estudo pode gerar duvidas quanto a divisdo dos casos de DC com
sangramento e FHD, uma vez que esses pacientes apresentam caracteristicas
clinicas semelhantes. Porém os pacientes foram submetidos aos exames
recomendados pela OMS e muitos ndo preenchiam os critérios necessarios para a
classificacdo como FHD, particularmente pela auséncia de sinais de aumento
permeabilidade vascular. Posteriormente, este estudo também mostrou que os
pacientes classificados como DC com sangramentos, diferentemente dos
classificados como FHD, n&o tinham alteracbes muito significativas dos
marcadores de permeabilidade vascular. Esse achado de certa forma confirmou a
classificacao utilizada e p6de mostrar que os pacientes classificados como DC
com sangramentos ndo estavam experimentando uma quebra importante da
barreira endotelial.

Apesar dessas limitacdes, os resultados deste estudo demonstraram que 0s
pacientes classificados como DC podem apresentar uma coagulopatia complexa,
semelhante a que ocorre nos classificados como FHD, porém sem manifestarem
sinais tao significativos de aumento da permeabilidade vascular. Os resultados
mostraram também que a classificacao tradicional da dengue pode nao identificar
0s casos com disturbios da hemostasia relacionados a formas potencialmente
graves da doenga. Os achados deste estudo sdo importantes porque discriminam
e analisam de forma original a complicacdo hemorragica como uma complicacdo
primaria da dengue, independente da sindrome de extravasamento plasmatico,
sugerindo quais mecanismos fisiopatoldgicos poderiam ser responsaveis pelos
sangramentos. A tendéncia mundial € de que as complicagdes da dengue sejam
descritas clinicamente ndo mais como uma sindrome Unica, mas como um
espectro de complicagdes clinicas independentes e concomitantes. Este estudo foi
um dos primeiros a buscar embasamentos fisiopatoldégicos que expliquem a nova

descrigao clinica da dengue.
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7. Consideracoes finais
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Pacientes adultos classificados como DC com sangramentos apresentaram,
neste estudo: diminuicdo do numero de plaquetas, coagulopatia por diminuicao da
geracdo de trombina e hiperfibrindlise, sem sinais significativos de aumento da
permeabilidade vascular. Pacientes com FHD apresentaram alteragbes
hemostaticas semelhantes porém com evidéncias clinicas e laboratoriais
sugestivas de aumento da permeabilidade vascular. Plaquetopenia, monocitose e
aumento do DD foram os principais fatores relacionados as complicagdes
hemorragicas da dengue.

A identificacdo de que alguns pacientes classificados como DC podem
apresentar um padrao complexo de coagulopatia reforca a hipétese de que esse
grupo é bastante heterogéneo. Os resultados deste estudo evidenciam que a
classificacdo atualmente empregada para a dengue nao corresponde as
alterac6es clinico-laboratoriais encontradas em varios pacientes, e que uma
revisdo desses critérios seria importante para definicdo de novas estratégias

diagnésticas e terapéuticas para uma conduta mais adequada.
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8.Conclusoes
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A hemorragia da dengue esta associada a uma coagulopatia complexa que
inclui: plaquetopenia, hipocoagulabilidade (por diminuicdo da geracao de trombina)
e hiperfibrindlise . Alguns quadros hemorragicos podem ocorrer na auséncia de
sinais clinicos e laboratorias significativos de aumento da permeabilidade vascular.
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10.1. Anexo | — Termos de consentimento

10.1.1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para os adultos

Titulo do Projeto: AVALIAGAO DE FATORES DA HEMOSTASIA PRIMARIA E SUA CORRELAGAO COM A EVOLUGAO
CLINICA NAS FEBRES HEMORRAGICAS.

Responsaveis pelo projeto:  Dra. Joyce Maria Annichino-Bizzacchi

Fernanda Loureiro de Andrade Orsi

Eu, )
Idade: , RG: , HC/AIH/RH:
Residente a Rua/Av.
,CEP: ,Telefon
es: , concordo em participar do presente estudo, apds estar absolutamente

esclarecido (a) dos propésitos do mesmo.

Este estudo pretende quantificar a presenca e a atividade de fatores que agem principalmente na primeira fase da

coagulagao, chamada de hemostasia primaria, que podem estar envolvidos na evolugéo clinica de pacientes com Dengue e

outras Febres Hemorragicas. Nestas doengas, o risco de complicagdbes hemorragicas, como a queda no numero de

plaguetas e o aparecimento de sangramentos, é grande e pode envolver uma série de fatores, entre os quais aqueles que

pretendemos identificar em seu sangue. Os resultados da dosagem desses fatores serdo comparados com sua evolugao

clinica durante a infecgao e apos 3 (irés) meses da remissao. Isso podera ajudar na compreensao do porqué pacientes que

contraem Dengue, ou outras Febres Hemorragicas, apresentam formas clinicas diferentes da doencga, desde brandas até

severamente hemorragicas.

Para tanto, coletaremos 20mL de sangue, em duas ocasides distintas, previamente estabelecidas, para exames

laboratoriais destes fatores: (1%) ao diagnéstico da Dengue ou Febre Hemorragica, (2°) apds 3 (irés) meses de remiss&o dos

sintomas. O sangue sera coletado por puncdo de veia periférica, juntamente com a coleta de outros exames que sao

necessarios para seu tratamento (exemplo: hemograma, coagulograma, sorologias,etc).

Os riscos a que o senhor (a) estara sujeito ao participar da coleta sdo hematoma (mancha roxa) e/ou pequena dor no local

da pungéo venosa. Este estudo ndo oferecera aos sujeitos da pesquisa outros riscos importantes.

A participacdo neste estudo podera trazer beneficio no tratamento atual da sua doenga porque, caso seja encontrada

alguma alterag@o nos exames que realizaremos em seu sangue, o tratamento da sua doenga podera ser mudado para um

tratamento mais especifico e efetivo. Esse tratamento diferenciado, se for indicado, podera evitar o aparecimento de

complicagdes mais graves, inclusive fatais, da sua doenga.

Além disso, sua participagdo também contribuird para o melhor entendimento desta doenga e conseqlientemente para a

proposta de um tratamento mais eficaz para este tipo de doenga no futuro.

Outras informagoes:

1. Havera reembolso de gastos com transporte, em consequliéncia de convocagéo para
comparecimento ao complexo hospitalar, exclusivamente para a pesquisa

2. O (a) senhor (a), como voluntario, estara livre para negar-se a participar do estudo ou desistir do estudo a qualquer
tempo, mesmo que inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

3. Caso o (a) senhor (a) nao concorde ou desista, a qualquer momento, de participar do estudo ndo havera nenhum
prejuizo ao tratamento da sua doenga em curso.

4. O (a) senhor (a), como voluntario podera tirar todas as duvidas que tiver, ou que apare¢gam durante o estudo, sobre o
mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondé-las.

5. O material sanguineo plasma colhido neste estudo sera utilizado somente para os objetivos propostos e gostariamos
de saber se o0 senhor (a) concorda que seu plasma possa ser armazenado. (1 Sim [ Nao

6. Caso seja realizado um outro estudo com este plasma, o senhor (a) sera devidamente informado e questionado se
concorda na participacdo de um outro estudo. Este novo estudo sé sera realizado ap6s nova autorizagdo do comité de
ética em pesquisa desta instituigao.

7. Todas as informagbes obtidas pelo estudo terdo um carater sigiloso e confidencial e serdo usadas apenas com a
finalidade de divulgagéo e publicagéo cientifica, e sua identidade serd sempre preservada.

8. A sua discordancia em participar do estudo ndo lhe acarretard nenhum prejuizo em qualquer outro tratamento ou
procedimento que possa necessitar futuramente em qualquer servigo de nosso hospital.

Qualquer tipo de queixa ou reclamagao relacionada a esta pesquisa o senhor (a) podera entrar em contato com o Comité de

Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP (Fone: 19-3521-8936)
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Campinas / /

Assinatura do Voluntario

Joyce M. Annichino-Bizzacchi Fernanda L. Andrade Orsi
Médica Pesquisadora Médica pesquisadora
Fone: (19) 3521-8601 Fone: (19) 3521-8756
10.1.2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para controles

Titulo do Projeto: AVALIAGAO DE FATORES DA HEMOSTASIA PRIMARIA E SUA CORRELAGAO COM A EVOLUGAO
CLINICA NAS FEBRES HEMORRAGICAS.

Responsaveis pelo projeto:  Dra. Joyce Maria Annichino-Bizzacchi

Fernanda Loureiro de Andrade Orsi

Eu,
Idade: , RG: , HC/AIH/RH: ,
Residente a Rua/Av.
,CEP: ,Telefon
es: , concordo em participar do presente estudo, ap6s estar absolutamente

esclarecido (a) dos propésitos do mesmo.

Este estudo pretende quantificar a presenca e a atividade de fatores que agem principalmente na primeira fase da

coagulagao, chamada de hemostasia primaria, que podem estar envolvidos na evolugéo clinica de pacientes com Dengue e

outras Febres Hemorragicas. Nestas doengas, o risco de complicagdbes hemorragicas, como a queda no numero de

plaquetas e o aparecimento de sangramentos, é grande e pode envolver uma série de fatores, entre os quais aqueles que

pretendemos identificar no sangue das pessoas acometidas por essas doengas. Os resultados da dosagem desses fatores

serdo comparados com a evolugao clinica dos doentes durante a infecgao e apds 3 (trés) meses da remissdo. Isso podera

ajudar na compreensao do porqué os pacientes que contraem Dengue, ou outras Febres Hemorragicas, apresentam formas

clinicas diferentes da doenga, desde brandas até severamente hemorragicas.

Entretanto, para termos confianga de que as alteragdes que por ventura encontraremos no sangue das pessoas acometidas

pela Dengue, ou outras Febres Hemorragicas, estao diretamente relacionadas a doenga que apresentam, precisamos

estudar os mesmos fatores no sangue de pessoas saudaveis, como o(a) senhor(a).

Para tanto, coletaremos 20mL de sangue do(a) senhor(a) em uma Unica ocasiao, através da pungao de veia periférica.

Os riscos a que o senhor(a) estara sujeito ao participar da coleta sdo hematoma (mancha roxa) e/ou pequena dor no local

da puncéo venosa. Este estudo nédo oferecera a(o) senhor(a) nenhum outro risco importante.

Sua participagdo no estudo contribuird para o melhor entendimento das Febres Hemorragicas, como a Dengue, e

consequientemente para a proposta de um tratamento mais eficaz para este tipo de doenga no futuro. Além disso, o(a)

senhor(a) sera informado e orientado pessoalmente pelos médicos responsaveis por este estudo caso seja encontrada

alguma alterag@o nos seus exames.

Outras informagoes:

1. Havera reembolso de gastos com transporte, em consequliéncia de convocagéo para
comparecimento ao complexo hospitalar, exclusivamente para a pesquisa

2. O (a) senhor (a), como voluntario, estara livre para negar-se a participar do estudo ou desistir do estudo a qualquer
tempo, mesmo que inicialmente tenha concordado em fazé-lo.

3. O (a) senhor (a), como voluntério podera tirar todas as duvidas que tiver, ou que apare¢gam durante o estudo, sobre o
mesmo, havendo o compromisso do pesquisador em respondé-las.

4. O plasma, material sanguineo, colhido neste estudo serd utilizado somente para os objetivos propostos e gostariamos
de saber se 0 senhor (a) concorda que seu plasma possa ser armazenado. (1 Sim [ Nao

5. Caso seja realizado um outro estudo com este plasma, o senhor (a) sera devidamente informado e questionado se
concorda na participagao de um outro estudo. Este novo estudo sé sera realizado apés nova autorizagdo do comité de
ética em pesquisa desta instituigao.
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6. Todas as informagdes obtidas pelo estudo terdo um carater sigiloso e confidencial e serdo usadas apenas com a
finalidade de divulgacéo e publicacéo cientifica, e sua identidade sera sempre preservada.

7. A sua discordancia em participar do estudo ndo lhe acarretara nenhum prejuizo em qualquer outro tratamento ou
procedimento que possa necessitar futuramente em qualquer servigo de nosso hospital.

Qualquer tipo de queixa ou reclamagao relacionada a esta pesquisa o senhor (a) podera entrar em contato com o Comité de

Etica em Pesquisa (CEP) da FCM-UNICAMP (Fone: 19-3521-8936)

Campinas / /
Assinatura do Voluntario
Joyce M. Annichino-Bizzacchi Fernanda L. Andrade Orsi
Médico Pesquisador Médica pesquisadora
Fone: (19) 3521-8601 Fone: (19) 3521-8756
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10.2.

Anexo Il — Questionario padrdo dos pacientes

Identificacdo N. estudo N. SINAN Hospital RH Sexo
Idade R Internacao Dt da internacao Inicio sintomas 10 sintoma
Febre DI Duracao Cefaléia DI Duracao
Prostracdo DI Duracao Exantema DI Duracao
Nausea/vomitos DI Duracao Diarréia DI Duracdo
Dor abdominal DI Duracéao Hepatomegalia DI Duracdo
Outros
Esplenomegalia DI Duracédo sinais/sintomas DI Duracdo
Manif Hemorragicas DI Duracao Prova do laco Dt realizacdo PL - Resultado
Petéquias DI Duracao Sufusdes DI Duracao
Hemor TGI Gengivorragia H é Melena DI Duracdo
Hemor Trato
Respiratorio Epistaxe Hemoptise DI Duracao Hemor TGU
vaginal hematuria DI Duracao Hipotensao Menor PA
DI Duracao Choque DI Duracao Ictericia
Manifest
DI Duracdo neurolégicas DI Duracdo Ins. renal
DI Duracao Insuf Resp DI Duracao Evolucao
Dia evolucdo Menor PA Dia menor PA Sorologia Data coleta Resultado
Isolamento viral Data coleta Resultado Outro Data coleta Resultado
Se complicada: qual
Duracao internacao Duracao sintomas Classificacao final Se FHD: qual grau? complicacdo? Transfusao
Data produto? Maior Hb Data Menor Hb Data
Maior Ht Data Menor Ht Data | Ht Menor plaq
Data Menor Albumina Data Leuco Data Neutr
Data Linf Data Linfé atipicos Data Esquizdcitos
Data Ret Data LDH Data Derrame cavitario
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10.3. Anexo Il - Publicacdes e apresentacées em congressos

1- Orsi F, Angerami R, Mazetto B, Quaino S, de Paula EV, Annichino-Bizzachi JM.
“Endothelial Activation , FVW and ADAMTS 13 imbalance; and Fibrinolysis
Impairment in Adults with Dengue Fever with Bleeding Complications”, 2011.
American Society of Hematology (ASH) abstract #3325. Apresentacao em poster
Publicado nos anais do congresso. BLOOD 118 (21), 1429.

2- Orsi F, Angerami R, Mazetto B, Quaino S, de Paula EV, Annichino-Bizzachi JM.
“Impaired Thrombin Generation in Patients with Dengue”, 2012. American Society
of Hematology (ASH) abstract #3325. Apresentacao em poster. Publicado nos
anais do congresso.BLOOD 120 (21).

3- Rossi FC, Angerami RN, de Paula EV, Orsi FL, Shang D, del Guercio VM,
Resende MR, Annichino-Bizzacchi JM, da Silva LJ, Zheng XL et al: A novel
association of acquired ADAMTS13 inhibitor and acute dengue virus infection.
Transfusion 2010, 50(1):208-212

4- Orsi A Fernanda, Angerami N Rodrigo, Mazetto M Bruna, Quaino KP Susan,
Santiago-Bassora Fernanda, Castro Vagner, de Paula V Erich, Annichino-
Bizzacchi M Joyce. Reduced thrombin formation and excessive fibrinolysis are
associated with bleeding complications in patients with dengue fever: a
casecontrol study comparing dengue fever patients with and without bleeding

manifestations. BMC Infectious Diseases 2013,13:350.
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10.1.

Anexo IV — Artigo publicado no BMC Infectious Diseases

Orsi et al. BMC Infectious Diseases 2013, 13:350

http//www.biomedcentral.com/1471-2334/13/350
4 BMC

Infectious Diseases

RESEARCH ARTICLE Open Access

Reduced thrombin formation and excessive
fibrinolysis are associated with bleeding
complications in patients with dengue fever: a
case-control study comparing dengue fever
patients with and without bleeding
manifestations

Fernanda A Orsi"", Rodrigo N Angerami®*, Bruna M Mazetto', Susan KP Quaino', Fernanda Santiago-Bassora’,
Vagner Castro', Erich V de Paula'” and Joyce M Annichino-Bizzacchi'*

Abstract

Background: Dengue cases have been classified according to disease severity into dengue fever (DF) and dengue
hemorrhagic fever (DHF). Although DF is considered a non-severe manifestation of dengue, it has been recently
demonstrated that DF represents a heterogeneous group of patients with varied clinical complications and grades
of severity. Particularly, bleeding complications, commonly associated to DHF, can be detected in half of the
patients with DF. Although a frequent complication, the causes of bleedings in DF have not been fully addressed.
Thus, the aim of this study was to perform a comprehensive evaluation of possible pathophysiological mechanisms
that could contribute to the bleeding tendency observed in patients with DF.

Methods: This is a case—control study that enrolled adults with DF without bleeding and adults with DF and
bleeding complications during the defervescence period. Healthy controls were also included. Peripheral blood
counts, inflammatory, fibrinolysis and endothelial cell activation markers, and thrombin generation were evaluated
in patients and controls.

Results: We included 33 adults with DF without complications, 26 adults with DF and bleeding and 67 healthy
controls. Bleeding episodes were mild in 15 (57.6%) and moderate in 11 (42.4%) patients, 8 (30.7%) patients had
bleedings in multiple sites. Patients with DF and bleedings had lower platelet counts than DF without bleeding
(median = 19,500 vs. 203,500/mm3, P < 0,0001). Levels of TNF-a, thrombomodulin and VWF were significantly increased
in the two dengue groups than in healthy controls, but similar between patients with and without bleedings. Plasma
levels of tPA and D-dimer were significantly increased in patients with bleedings (median tPA levels were 45,52,

11.7 ng/ml, P < 00001 and median D-dimer levels were 515.5, 1028 and 1927 ng/ml, P < 0.0001). The thrombin
generation test showed that patients with bleeding complications had reduced thrombin formation (total thrombin
generated were 37534 in controls, 3367.5 in non-bleeding and 2274.5nM in bleeding patients, P < 0.002).

(Continued on next page)

* Comrespondence: ferorsi@unicamp.br

"Hematology and Hemotherapy Center, University of Campinas, Rua Carlos
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(Continued from previous page)

Conclusions: DF can manifest with spontaneous bleedings, which are associated with specific coagulation and
fibrinolysis profiles that are not significantly present in DF without this complication. Particularly, thrombocytopenia,
excessive fibrinolysis and reduced thrombin formation may contribute to the bleeding manifestations in DF.

Keywords: Acquired coagulation disorders, Fibrinolytic disorders, Thrombin generation, Infectious diseases, Dengue fever,

Dengue hemorrhagic fever, Thrombocytopenia

Background

Dengue is caused by a common arthropod-born virus with
worldwide distribution. It is estimated that 50 million indi-
viduals are infected annually and 2.5 billion live in endemic
areas [1]. Dengue is a febrile illness, with non-specific
clinical manifestations that include fever, headache and
myalgia, known as dengue fever (DF) [2]. Some patients,
however, can manifest a severe form of the disease charac-
terized by plasma leakage, thrombocytopenia, bleedings
and shock, denominated dengue hemorrhagic fever (DHF)
[3-7]. Although associated with DHF, bleeding complica-
tions may also occur in cases of DF [8]. In fact, it is esti-
mated that about 50% of patients with DF can present
bleeding episodes [9]. However, in contrast to patients with
DHE, bleeding manifestations in patients with DF occur in
the absence of plasma leakage [3,10]. Yet, the pathogenesis
of bleeding complications in DF has not been fully
addressed.

The aim of this study was to evaluate possible
pathophysiological mechanisms that contribute to
bleeding complications in adults with DF. We performed a
comprehensive evaluation of hemostasis in a well-selected
population of adults with DF, with and without bleeding
manifestations. Particularly, the evaluation of blood
coagulation included the thrombin generation test (TGT),
a global hemostasis assay that mimics the physiological
process of coagulation and is more specific to deter-
mine the integrity of clot formation [11]. Markers of
fibrinolysis, inflammation and endothelial activation
were also evaluated.

Methods

Study design and patients selection

This is a case—control study that included patients with
suspected dengue infection with bleeding complications
and patients without bleeding complications. Patients
were selected during distinct outbreaks of dengue in
the cities of Rio de Janeiro and Campinas, Brazil, in
2 different hospitals and 3 primary care medical
centers. The study duration was from January 2008
until May 2011, but patients were included mainly
in 2008 and 2010, when two important dengue out-
breaks occurred in the Southeast Brazil, particularly
in Rio de Janeiro and in Campinas, respectively.
According to the Brazilian Ministry of Health the

predominant circulating dengue serotype was DENV-2 in
that period.

The inclusion criteria for the group with bleeding
complications were suspected dengue infection, age over
17 years old, presence of spontaneous bleeding and being
in the defervescence period. For the group without bleeding
complications, the inclusion criteria were suspected dengue
infection, age over 17 years old, no spontaneous bleeding
and being in the defervescence period. The defervescence
period was detected according to the medical follow-up at
the primary care medical centers or at the hospitals; it was
determined as the period when the body temperature
tended to diminish. Usually, patients were enrolled
for the study on the day they were tested for dengue
serology (after the 5th day of fever), according to the
Brazilian Ministry of Health protocol. Patients who met
the inclusion criteria were reported to the study personnel
who evaluated if the patients could be enrolled for the
study. After the enrollment, patients were followed-up
prospectively until recovery.

Exclusion criteria were the same for both groups: chronic
kidney or liver disease, autoimmune or chronic infectious
disease, hematological disorders and neoplasia. Pregnant
women were excluded. Patients who lost follow-up after
the enrollment were excluded. When the serology results
were avallable, patients with negative anti-dengue [gM were
excluded.

The serological tests for the detection of anti-dengue
virus IgM and IgG antibodies were performed by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and were
conducted at the referral laboratories of public heath.
Patients with positive anti-IgM were diagnosed with
dengue. All confirmed or discharged cases of dengue
infection were in accordance with the disease notification
by the official health authority.

The positive serological anti-dengue IgM test was used
to confirm dengue diagnosis because the high sensibility
of this test, above 80%, after the 5th day of symptoms.
Also, the sensibilities of the virus antigen isolation or the
virus acid nucleic detection by PCR are lower at the
defervescence period, when our patients were enrolled
for the study. In the Southeast Brazil other flaviviruses
are not endemic and the population is not immunized
against yellow fever virus, so the specificity of dengue
serology is high.
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Three hundred and nineteen (319) adult patients were
attended with suspected dengue infection in the period of
the study, 63 patients were in the hospitals because of
complications and 256 were attended in the primary care
medical centers. From the 63 patients with complications
attended in the hospitals, we were able to include in the
study 40 patients because 3 had other complications than
bleedings, 6 refused to participate and 14 had signs of
convalescence (bleeding cessation and platelet arise).
Anti-dengue IgM was positive in 34 out of 40 patients
with bleeding complications included. From those, 8 were
classified as dengue hemorrhagic fever, so 26 patients with
dengue fever and spontaneous bleeding were included for
the final analyses. From the 256 patients attended in the
primary care centers, 178 patients were not enrolled for
the study because they were in the febrile phase of dengue,
did not collect anti-dengue serology or lost the follow-up.
One patient had chronic myeloid leukemia, one patient
had previous history of idiopathic thrombocytopenic
purpura, three patients had chronic kidney disease, 18
refused to participate and five blood samples arrived in the
laboratory after 2 hours from the blood collection, they
were all excluded from the study. From the 50 patients
included, 33 had positive anti-dengue IgM (Figure 1).

Healthy volunteers matched to patients by gender, age,
ethnicity and ABO blood group were selected from the
community as a control group. Exclusion criteria used
for controls were equal to those used for patients.

The study was conducted in compliance with the
Helsinki Declaration. This study was approved by the
Research Ethics Committee of the School of Medical
Sciences of the University of Campinas (UNICAMP)
and was registered in the Brazilian National System
of Information about Research Ethics (SISNEP) under
the number CAAE =0170.0.146.000-08 (http://portal2.
saude.gov.br/sisnep/). A written informed consent was
obtained from patients, or their attending relatives,
and from controls.

Patients’ clinical evaluation
Patients were prospectively evaluated by the same physician
until they recovered from symptoms. Clinical evaluations
and serial blood counts were perfomed from the
enrollment day to the convalescence period to detect
the changings in platelet counts and hematocrit. Previous
blood counts from the febrile phase were retrospectively
collected and used as basal parameters. The decreasing
body temperature was evaluated clinically. Clinical and
epidemiological data were recorded in a structured study
form. Patients in the febril phase or in convalescence were
not selected for the study.

Dengue cases were classified according to the World
Health Organization (WHO) [7], by two different expert
physicians, into DF or DHF. The following exams were
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Selection of patients with
bleeding complications

Selection of patients
without
bleeding complications

—

| | 63 patients al(ended in 256 patients were
the hospitals H attended in the primary
medical care centers

———
23 patients not enrolled:
3 patients without 4 R

I

bleeding. 6 refused to
participate and 14 were
in convalescence

178 patients not
enrolled: they were in
|_| febrile phase of dengue

S did not collect anti-
dengue serclogy or lost
) follow-up
——

= 40 patients enrolled

45 patients were
excluded: 5 had severe
commorbidities. 18
refused lo participate. 5

H blood samples were

processed after 2 hours

from the collection, 17
had negative anti-

dengue IgM

—_—

6 patients with negative
I anti-dengue IgM were
excluded

———

e
34 patients with
bleeding complications
' included: 26 classified =
as DF with bleeding and
8 classified as DHF.
—— ——

*Patients with DHF were excluded from the final analysis

—

33 patients with DF
without complication
were included

Figure 1 Flow chart of the study.

performed for DHF diagnosis: serial hematocrit, chest
X-ray, ultrasound and serum albumin levels. Blood
counts were performed daily for inpatients and at intervals
depending on the clinical course for outpatients. Chest
X-ray, ultrasound and albumin were performed once
during the hospitalization period. All patients with
complicated dengue were hospitalized. Patients who
were diagnosed with DHF on the day of the enrollment or
during the follow-up were further excluded from the
analysis, in accordance with our aim to evaluate only
patients with DF (Figure 1).

Bleeding episodes were classified as mild, moderate and
severe; this classification was adapted from WHO's defini-
tions [1]. Petechiae, ecchymosis and gingivorrhagia were
considered mild bleeding symptoms. Bleeding episodes of
gastrointestinal (GI) or genitourinary (GU) tracts were
considered moderate. Bleeding episodes accompanied by
hemodynamic instability were classified as severe bleedings.

Laboratory procedures
Three tubes of blood samples were obtained from the
participants at the time of their enrollment for the study.
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Two citrate and one EDTA-containing tubes were
collected and samples were immediately centrifuged.
Serum and platelet-poor plasma (PPP) obtained were
separated and stored at —80°C within two hours from
the collection. Control samples were processed following
the same protocols and by the same investigator.

Markers of inflammation and endothelial cells activation
Serum levels of tumor necrosis factor (TNF)-a were
performed to evaluate the degree of inflammatory
activation. Plasma levels of thrombomodulin (TM)
and von Willebrand factor (VWF) were evaluated as
markers of endothelial activation. Commercial ELISA
kits were used to determine serum levels of TNF-a
(Quantikine HS, R&DSystems, Minneapolis, USA) and
plasma levels of TM (Imunobind Trombomodulin ELISA
kit, American Diagnostica INC, Stamford, USA). VWF
antigen (VWEF-Ag) levels in plasma were measured by
ELISA as previously described [12].

Fibrinolysis pathways

Specific markers of fibrinolysis, such as tissue plas-
minogen activator (tPA), D-dimer and plasminogen
activator inhibitor (PAI-1) were measured. Commercial
ELISA assays were used to determine the plasma levels of
D-dimer (IMUCLONE™ D-dimer, American Diagnostica
INC, Stamford, USA), tPA (IMUBIND® tPA, American
Diagnostica INC, Stamford, USA) and PAI-1 (PAI-1,
American Diagnostica INC, Stamford, USA).

Thrombin generation test

Blood coagulation was evaluated by TGT in PPP using a
commercial fluorescent assay (Technothrombin® TGA,
Technoclone GmbH, Vienna, Austria) and fluorescence
was read using FLx800 Fluorescence Microplate Reader
(Bio-Tek Instruments, Winooski, USA). Four parameters
of TGT were evaluated: the lag phase, which is the time
from the beginning of the experiment to the first burst
in thrombin formation, the thrombin peak, which is
the maximum concentration of thrombin formed, the
velocity-index, which is the amount of thrombin formed
per minute and the total thrombin formed, represented by
area under curve (AUC).

Statistical analysis

Categorical variables were compared using Chi-square
or Fisher exact test. To compare continuous variables
between two groups Wilcoxon-Mann—Whitney test was
used. To compare continuous variables among three or
more groups Kruskal-Wallis analysis was used, followed by
Tukey test to identify the differences, when necessary. The
Spearman rank correlation was used to determine the cor-
relation between variables. Multiple logistic regression and
ROC curve were performed to identify variables associated
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to bleeding tendencies and to estimate optimal cut-off
values, respectively.

Data were analyzed using SPSS for Windows version
10.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) and SAS System for
Windows version 9.2 (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA).
Graphics were made using GraphPad Prism, version 4 for
Windows (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, USA).
P <0.05 was considered statistically significant.

Results

Twenty-six adults with DF and spontaneous bleeding
complications, 33 adults with DF without spontaneous
bleeding and 67 healthy controls were included in the
study. Eight patients had DHF and were excluded from
the analysis. Twelve patients (20.3%) presented positive
anti-dengue IgG serology.

Demographic parameters such as age, gender, ethnicity
and ABO blood group were similar between patients and
controls (Table 1). The most common commorbidity was
hypertension, reported by 9 patients; patients with severe
commorbidities were excluded.

Patients without bleeding complications were treated in
the primary care medical centers where daily medical
examination was performed and periodic blood counts
obtained. In these centers, patients were treated with oral
or parenteral hydration. Those with bleeding complica-
tions were hospitalized. Bleeding episodes were mild in 15
(57.6%) patients and moderate in 11 (42.4%) patients.
Eight (30.7%) patients had bleedings in multiple sites.
There were no severe bleedings. Patients with mild
bleeding had predominantly disseminated ecchymosis
and petechiae (n=8), gingivorrhagia (n=5) and epistaxis
(n = 2). Patients with moderate bleeding had predominantly
hypermenorrhea (n =4), hematuria (n=3), melena (n=2),
hemoptysis (n=1) and hematemesis (n=1). Only one
patient received platelet transfusion. No other patient
received blood transfusions. No hemostatic agents were
administrated to the patients. Patients were mainly treated
with crystalloids replacement. Table 2 contains the detailed
clinical presentation of all patients.

Blood count parameters

Platelets and monocytes counts were significantly altered
among patients with bleedings (Figure 2). Median platelet
counts were 203,500/mm3 (range 77,000-479,000/mm3)
in patients without bleedings and 19,500/mm3 (range
3,000-58,000/mm3) in patients with DF and bleedings
(P <0.0001). Median monocytes counts were 497/mm3
(range 203-2320/mm3) in patients without bleedings and
1,320/mm3 (range 496-2597/mm3) in patients with
bleedings (P <0.0001). The degree of thrombocytopenia
was statistically correlated to the degree of monocytosis
(r=-0.45, P <0.0001).
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Table 1 Demographic data of patients and controls
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Demographic data Controls (n=67) DF without bleeding (n =33) DF with bleeding (n = 26) P

Female/Male (n) 35/32 13/20 15/1 0.32
Age (median and range), years 385 (19-76) 39007 -71) 41 (20-79) 045
Caucasian/Afrodescendent (n) 38/29 24/9 12/14 011
ABO "non-O'/ ABO "0" (n) 36/31 19/14 10/16 030

This table shows the demographic parameters, as gender, age, ethnicity and ABO blood group evaluated in patients and controls.

Median hemoglobin levels were within the normal
range among patient groups and there was no difference
in hematocrit levels (median values =43% vs. 43% in
non-bleeding vs. bleeding patients, P = 0.48).

Inflammatory and endothelial cell activation markers
Serum levels of TNF-a, plasma TM and VWF were
increased in DF patients compared to controls. However,
the levels of these markers were similar between
non-bleeding and bleeding patients (Figure 3).

Markers of fibrinolysis activity
D-dimer and tPA levels were significantly increased in
patients with bleedings. Median D-dimer levels were
515.5, 1028 and 1927 ng/ml in controls, non-bleeding and
bleeding patients, respectively (P < 0.0001). Median tPA
levels were 4.5, 5.2, 11.7 ng/ml in controls, non-bleeding
and bleeding patients, respectively (P < 0.0001) (Figure 4).
Plasma PAI-1 levels were similar among controls and DF
groups (data not shown).

Thrombocytopenia was significantly correlated to
higher D-dimer (r=-0.47, P <0.0001) and tPA levels
(r=-0.49, P <0.0001) in patients.

Table 2 Clinical presentation of patients with dengue fever

Blood coagulation parameters

Patients presented normal, or slightly altered, aPTT and PT.
Median aPTT was 30.3” (range 27.5" — 47.5”) and median
PT was 144" (range 13 — 24”). TGT was performed in 18
patients with DF (9 with bleedings and 9 without) and 24
controls. The first consecutive patients included in each
group were selected for TGT analysis. All TGT parameters
were significantly impaired in patients with bleedings,
compared to controls. Particularly, decreased values
of thrombin peak and AUC were observed in patients
with bleedings (P =0.014 and P=0.008, respectively),
suggesting that the thrombin formation is decreased
in these patients (Table 3).

Evaluation of independent parameters associated with
bleeding tendencies
Using a multivariate logistic regression analysis, throm-
bocytopenia  (OR =200; 95%CI=22-1000; P =0.0003),
monocytosis (OR = 13,5; 95%CI = 3,0-48,6; P < 0.0001) and
elevated D-dimer (OR =14,9; 95%CI = 2,4-90; P =0.0032)
were the strongest parameters associated to bleeding
complications in DF.

ROC curve analysis showed that the cut-off values
that better discriminated cases of DF with bleeding

Clinical presentation Patients with DF without bleeding (n=33) Patients with DF with bleeding (n = 26) P

Days with symptoms, median (range) 7 (5-10) 7 (2-15) 0.68
Days in the hospital, median (range) 0 2 (1-10) NA.
Fever 33 (100) 26 (100) NA.
Headache 17 (51.5) 22 (84,6) 0.01

Prostration 20 (60.6) 24(92,3) 0006
Nausea or Vomiting, n (%) 11(33.3) 13 (50) 0.28
Abdominal pain, n (36) 3(9) 12 (46) 0002
Liver enlargement, n (%) 0 2(7.7) NA.
Hypotension, n (%) 0 237D N.A,
Syncope, n (%) 0 2037 NA.
Acute renal insuficiency, n (%) 0 1(38) NA.
Signs cf plasma leakage, n (%) 0 0 NA.
Shock, n (%) 0 (0] N.A.

N.A. = not aplicable.

This table shows patients’ symptoms and signs of dengue at the first clinical evaluation or during the follow-up.
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Figure 2 Peripheral blood counts. This figure illustrates the presence of thrombecytopenia (a) and monocytosis (b) in patients with bleeding
complications. These parameters were performed in all patients. P values were calculated using the Wilcoxon-Mann-Whitney test. CT = controls.
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complications were platelets < 67,000/mm3 (P < 0.0001,
94% sensitivity and 93% specificity) and monocytes >
715/mm3 (P <0.0001, 84% sensitivity and 82% specificity).

Discussion

In this study, patients with dengue that did not fulfill the
WHO criteria of DHF, and could otherwise be considered
as having a non-severe form of the disease, indeed
presented bleeding episodes and needed special medical
care for that. This observation highlights that patients with
DF can present bleeding complications and reinforces the
importance of a detailed clinical evaluation of these patients
in order to deliver appropriate care. Nowadays, efforts have
been done to implement a new dengue classification,
capable to identify signs of potential severe manifestations
of the disease [1,2,8,10,13-16]. This new classification, how-
ever, is based only on clinical evaluations, many parameters
are subjective and the varied mechanisms responsible for
each detected complication are not fully understood.
Understanding these mechanisms could promote the early
identification of patients with severe disease and ultimately
improve diagnostic and therapeutic strategies, thus limiting
morbidity and mortality.

Bleeding complication is the most common complication
reported in patients with DF. Particularly, adult patients
may present more bleeding manifestations than children
[17], and the bleeding manifestations in adults may occur
in the absence of plasma leakage [18]. These observations
raise at least two questions: first, that bleeding manifesta-
tions and plasma leakage may be two independent compli-
cations of dengue. Second, that the dengue hemorrhagic
fever classification may underestimate some severe
cases of dengue. In this study, we focused on evaluating
the bleeding complication in adults with DF.

Thrombocytopenia has been considered as an important
factor responsible for bleeding events in DHF [19] and as
a common laboratory changing of DF [2,17]. The present
study showed that thrombocytopenia was strongly associ-
ated with bleeding complications; raising the hypothesis
that thrombocytopenia is not only a laboratory changing
in DF but also an important cause of bleeding. Many
factors can contribute to the onset of thrombocytopenia
in DE, from a reactive immune response against the plate-
lets to decreased platelet production [20-23], however the
evaluation of the causes of thrombocytopenia is beyond
the scope of our study. Besides thrombocytopenia, absolute
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Figure 3 Infl; atory and endothelial activation markers. This figure illustrates the activation of the inflammatory response and the
endothelial cells in dengue patients. Levels of inflammatary and endothelial cells activation markers were similar between DF groups. a. TNF-a, b.
plasma TM levels. c. VWF antigen. These parameters were performed in all patients. P values were calculated using the Kruskal-Wallis analysis,
followed by the Tukey post-test. CT = controls . * Place of differences detected by Tukey post-test.
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Figure 4 Fibrinolysis parameters. This figure illustrates the presence of hyperfibrinolysis in dengue patients. Fibrinolysis activity markers, such as
tPA and D-dimer, were particularly elevated in patients with DF and bleeding complications. a. tPA levels; b. D-dimer levels. These parameters
were performed in all patients. P values were calculated using the Kruskal-Wallis analysis, followed by the Tukey post-test. CT = controls. * Place
of differences detected by Tukey post-test.

monocytosis was also observed in patients with DF and
bleedings.

Our results have demonstrated, as well, that the
levels of TNF-a, TM and VWF were similar among
DF patients, regardless of the presence of bleeding
complications. These results were different from those
previously described in DHF. Clinical studies have
shown that markers of inflammation and endothelial
cells activation may be increased in patients with
DHF [5,24]. Indeed, the activation of the endothelial
cells, by the virus or by inflammation, seems to be
the initial pathogenesis of DHF [25]. Endothelial activation
may be responsible for plasma leakage and shock [25-29].
However, our findings suggest that inflimmation and
endothelial cells activation may not be associated with
bleeding complications of DF. Possibly, the fact that
our patients with bleeding complications did not have
an overt plasma leakage syndrome may explain the
lack of increased inflammation and endothelial activation
found in these patients, compared to those without
bleedings.

On the other hand, excessive fibrinolysis was associ-
ated with bleeding complications in our patients with
DF, since plasma levels of tPA and D-dimer were

Table 3 Thrombin generation test

significantly increased in these patients. In a similar
way, previous studies have demonstrated that patients
with DHF may also present with excessive fibrinolysis
[4,5,30-32]. Tt has been controversial, however, whether
the stimulus for fibrinolysis in dengue was secondary to a
disseminated intravascular coagulation (DIC) [4,17,33].

We failed to detect signs of DIC in patients with DF
and bleedings. All blood smears from these patients
were analyzed and none presented schistocytes. Results
of aPTT and PT were within the normal range or only
slightly increased. Furthermore, thrombin generation
was reduced in patients with DF and bleeding.

Indeed, the finding of decreased thrombin generation
is interesting since, to our knowledge, this coagulation
abnormality has not been confirmed in dengue before.
The relationship between dengue and activation of
coagulation pathways is controversial [31]. Prolonged
aPTT was demonstrated in some but not all clinical
studies [4,9] while PT and thrombin time seem to
remain unchanged [9]. We could confirm, by TGT,
that the coagulation in patients with bleedings was
impaired and the thrombin generation was decreased.
However, the causes of this coagulation disorder
remain speculative.

TGT Controls (n=24) DF without bleeding (n=9) DF with bleeding (n=9) p*

Lag phase * 91 (18-17.7) 12331-17.1)* 1163122617 0021
Thrombin peak (nM) * 3387 (145.1 - 512.2) 2516 (70.7 —4323) 1990 (159 - 394.1) * 0.009
Velocity-index * 59.1 (133 -1287) 373 (6.7 -1932) 328(12673.0) © 0033
AUC* 37534 (2228.9-4905.6) 33675 (1512.9-4284.2) 22745 (1805-38292) * 0002

* Median and range.
* P values were calculated using the Kruskal-Wallis analysis.

* Tukey test detected places of differences. In lag phase the differences were in DF with and also in DF without bleeding vs. controls. In thrombin peak, velocity
index and AUC the difference was significant in the DF with bleeding group vs. controls.
This table shows the TGT results in controls and patients with DF, according to the presence of bleeding manifestations.
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Clinical studies that evaluated the TGT in patients
with chronic liver disorder demonstrated that, besides
the prolonged aPTT and PT, the thrombin generation
was normal [34]. The authors hypothesized that the
decreased activity of the natural anticoagulants might
compensate the impaired activity of coagulation factors
in these patients, promoting thus a normal thrombin
formation [35]. It is possible that a similar mechanism
may happen in dengue and the activity of natural antico-
agulants may be important in determining the thrombin
formation. It has been shown previously that the activity
of coagulation factors seem to remain within the normal
range [33], although the activity of natural anticoagu-
lants may be altered in some cases of dengue [5,30].
Plasma TM is a molecule that contributes to the activa-
tion of C protein [36], thus the increased levels of
plasma TM observed in our patients with dengue could
contribute to the activation this natural anticoagulant.
Furthermore, it has been recently demonstrated that
DV could bind directly to prothrombin and inhibit its
activation to thrombin [37]. Regardless of the cause
of the coagulopathy, our study showed that the co-
agulation activity may be decreased during dengue
infections and that this disorder may be associated
with bleeding complications.

Our results have demonstrated not only that cases of
DF can manifest with spontaneous bleedings, but also
that these cases may be accompanied by changes in
peripheral blood counts, coagulation and fibrinolysis that
may be not significantly detected in DF without this
complication. In regard of bleeding complications, these
results are consistent with the new concept that DF
represents a clinically heterogeneous group of patients
and also raise the hypothesis that different pathological
mechanisms may be present in these patients. These
findings corroborate the importance of the revision of
dengue classification proposed by WHO in 2009.

It is important, also, to point out some limitations that
may be found in this study. It is possible that some
results have been influenced by the selection process
and the sample size. This is a case—control study and
patients were included as they presented or not the
outcome of interest. However, a great number of
patients could not be enrolled; this posed a problem to
the selection process because some patients with
possibly important clinical manifestations may have been
missed. Of note, all patients with bleeding complications
were selected from the hospitals and presented poten-
tially severe manifestations of dengue, less severe cases
were not detected among patients with bleedings.
Because of that, it is possible that the severity of the
coagulopathy associated with DF with bleedings may
have been overestimated. This may also explain that,
although being small, the sample size had enough power
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to show some differences in coagulation and fibrinolysis
markers, particularly the profound differences in platelet
counts observed between bleeding and non-bleeding
patients. On the other hand, the careful selection
approach warranted the standardization of the period of
the disease analyzed and the well characterization of the
groups. Another potential limitation is the fact that the
dengue groups came from different medical settings.
However the patients represent the same population,
their follow — up and treatment were performed
according to the WHO recommendations regardless of
where they were treated. Although this study is not a
controlled clinical trial, the methodology for patients’
diagnosis and classification used in this study reflects
the medical care on dengue in the real
Because of that, this study raises problems on dengue
risk stratification that appear in the current clinical
practices. Also, this study demonstrated some labora-
tory abnormalities that could be detected during the
patients’ regular follow-up. The evaluation of patients
in a real world set, without the need to follow a strict
agenda of tests as in the controlled clinical trials, may
represent an advantage because it allows the detection of
laboratory changes that might possibly be reproduced in
the clinical practice.

Moreover, our findings reflect dengue presentation
and treatment in Brazil. The clinical presentation of
dengue might be slightly different in Latin America
than observed in Southeast Asia, because of the importance
of non-dengue hemorrhagic fever syndromes for disease
morbidity [8,16]. Therefore, our findings may raise
important informations since the risk stratification of
dengue has been reevaluated in order to englobe the
disease presentation worldwide.

Finally, even with these limitations, our results
highlighted that patients classified as dengue fever may
present a complex coagulopathy and that the traditional
dengue classification may not identify cases with
laboratory abnormalities associated with potentially
severe forms of the disease.

world.

Conclusions

Bleeding complications in patients with DF were associ-
ated with thrombocytopenia, reduced thrombin forma-
tion and increased fibrinolysis activity. The identification
that some patients with DF may present with a complex
coagulopathy reinforces the heterogeneity of this group
and the necessity for new strategies to better stratify the
severity of the disease for clinical and epidemiological
purposes. Furthermore, understanding the bleeding
disorders associated with dengue could lead to new
diagnostic and therapeutic strategies in DF, since,
until recently, bleeding manifestations had been studied
mainly in patients with DHF.
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