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RESUMO

A dengue é causada por um arbovirus da familia Flaviviridae, género Flavivirus. A partir da
introducdo do DENV-2 no Ceard, em 1994, casos de infec¢do com evolucdo fatal comecaram
a ser reportados. O estudo desses casos € necessario para que se conhecam as causas que
contribuem para o 6bito e o diagnostico da dengue pos-mortem pode contribuir. O objetivo do
trabalho foi avaliar a deteccdo de antigeno NS1 e de anticorpos IgM para diagnostico de
dengue em amostras bioldgicas de visceras in natura, coletadas de pacientes que evoluiram
para Obito. Foram incluidos 109 pacientes, dos anos de 2013 e 2014, cujas amostras foram
encaminhadas ao LACEN/CE para realizagdo de exames laboratoriais para confirmacdo de
Obito por suspeita de dengue e que apresentaram pelo menos um resultado positivo ou
reagente em amostras de visceras em formol, sangue (soro) e/ou liquor nos exames: ELISA
IgM, ELISA NS1, RT-PCR, e Imunohistoquimica. A média de idade dos pacientes foi de
33,46 + 21,18 (5 dias a 95 anos). O ELISA IgM no sangue apresentou uma positividade de
21,1%; no liquor apresentou uma positividade de 22,0%; nas visceras apresentou uma
positividade de 16,5%. Das amostras de IgM positivo em visceras, 75,0% foram também IgM
positivo no liquor e 78,3% das amostras de IgM positivo em visceras foram também IgM
positivo no sangue. Houve mais amostras de NS1 positivo no sangue do que no liquor e
visceras. As amostras onde houve maior positividade de anticorpos IgM foram liquor e
sangue, entretanto a deteccdo de anticorpo IgM também foi possivel em amostras de visceras
in natura. A técnica de imunohistoquimica, em material de visceras conservadas em formol,
apresentou uma maior positividade para a deteccdo de antigenos de dengue, mas também foi
possivel detectar antigeno NS1 em amostras de visceras in natura. A detec¢do de anticorpo
IgM e de antigeno NS1 nas amostras de visceras in natura contribuiu para melhorar o
diagnostico de dengue post-mortem, devendo ser considerada como mais uma abordagem no

diagndstico de casos fatais de dengue.

Palavras-chave: Dengue. Anticorpos. Antigenos. Imuno-Histoquimica.



ABSTRACT

Dengue is caused by an arbovirus of the Flaviviridae family, genus Flavivirus. Cases of
infection with fatal evolution began to be reported from the introduction of DENV-2 in the
state of Ceara in 1994. The study of these cases is necessary to know the causes that
contribute to the death and the post-mortem diagnosis of dengue can contribute. The objective
of the work was to evaluate the detection of NS1 antigen and IgM antibodies for the diagnosis
of dengue in biological samples of fresh viscera collected from patients who died. A total of
109 patients were included from 2013 and 2014 whose samples were sent to LACEN/CE to
perform laboratory tests to confirm death due to suspected dengue and they had at least one
positive result or reagent in samples of viscera in formaldehyde, blood (serum) and/or CSF in
the exams IgM ELISA, NS1 ELISA, RT-PCR, and Immunohistochemistry. The mean age of
the patients was 33.46 + 21.18 (5 days to 95 years old). The IgM ELISA in the blood showed
a positivity of 21.1%; in the CSF showed a positivity of 22.0%; in the viscera showed a
positivity of 16.5%. Of the positive IgM samples in viscera, 75.0% were also CSF positive
IgM, and 78.3% of positive IgM samples in viscera were also positive IgM in the blood.
There were more NS1 positive samples in the blood than in the CSF and in viscera. CSF and
blood were the samples with the highest positivity of IgM antibodies. However, IgM antibody
detection was also possible in samples of fresh viscera. The immunohistochemistry technique
in preserved formalin material showed a higher positivity for the detection of dengue
antigens, but it was also possible to detect NS1 antigen in fresh viscera samples. The
detection of IgM antibody and NS1 antigen in the fresh viscera samples helped to improve the
post-mortem diagnosis of dengue and it should be considered as another approach in the

diagnosis of fatal dengue.

Keywords: Dengue. Antibodies. Antigens. Immunohistochemistry.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Histdrico da Dengue

O mais antigo registro encontrado que menciona uma doenca possivelmente
compativel com a dengue é oriundo de uma Enciclopédia chinesa publicada entre os anos de
255 - 420 d.C. A doenca foi chamada de veneno da agua pelos chineses que acreditavam que
a sua transmissdo estava conectada a mosquitos e associada com agua. Ja os primeiros relatos
de epidemias sugestivas de dengue ocorreram em trés continentes — Asia, Africa e América do
Norte — durante os anos de 1779 e 1780 (GUBLER, 1998). A expansdo geogréfica da
epidemia de dengue na década de 1980 envolveu as Américas do Norte, Central e do Sul
(MONATH, 1994).

Evidéncias mostram que o ciclo de transmissdo da dengue surgiu de um ancestral
do virus que emergiu acerca de 1000 anos e que originalmente causava infeccdes em primatas
ndo humanos que habitavam florestas tropicais da Africa e da Asia e que culminou em
transmissbes cruzadas entre espécies até acometer seres humanos (GLUBER, 1998;
HOLMES, 2003; MESSINA et al., 2014). A propagacdo da doenca foi lenta, geralmente por
navios que transportavam populacgdes reprodutoras de Aedes aegypti e hospedeiros humanos
susceptiveis. Em muitas areas, a dengue foi reconhecida apenas entre 0s colonos estrangeiros
ou nas forcas militares coloniais e a doenca escapou a atencao das populacdes indigenas sobre
pobre vigilancia médica (MONATH, 1994).

Clinicamente, a dengue tem sido reconhecida por mais de 200 anos e uma doenga
parecida foi descrita pela primeira vez no norte da Australia, no final do século XIX. Apesar
de vaérias epidemias ou pandemias de dengue terem sido descritas em séculos anteriores e na
primeira metade do século XX, um notavel aumento da incidéncia da doenca foi observado
desde os anos 1950. A principal preocupacéo foi o aparecimento de uma epidemia de dengue
hemorrégica nas Filipinas, em 1954, que rapidamente se espalhou para a Tailandia, Vietna,
Indonésia e outros paises da Asia e do Pacifico, tornando-se endémica e epidémica em varios
deles. A primeira epidemia de dengue hemorragica nas Américas ocorreu em Cuba em 1981.
Posteriormente, outros 24 paises da Regido relataram casos de dengue (PINHEIRO;
CORBER, 1997; GUZMAN; KOURI, 2003).
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O primeiro sorotipo do virus da dengue (DENV) foi isolado no ano de 1943 no
Japdo e foi chamado de dengue 1 (DENV-1), sendo sucedido pelo isolamento do DENV-2 em
1945 no Havai. DENV-3 e DENV-4 foram relatados pela primeira vez em 1953 nas Filipinas
e na Tailandia. Com o fendmeno global da urbanizacéo e as viagens internacionais houve a
facilitacdo da propagacdo dos sorotipos do virus da dengue (MESSINA et al., 2014).

A maioria das evidéncias sobre a doenca em seres humanos antes do século XX
vem de descri¢Ges aneddticas e teve que esperar a virada do século para que houvesse sua
identificacdo adequada por meio de exames soroldgicos. No entanto, descricdes de doencas
com caracteristicas da dengue datam por volta de 1779 e desde entdo o virus se tornou um
agente cosmopolita, causando epidemias quase simultaneas em locais tdo distantes como na
Filadélfia, em Jacarta, na Baviera e no Cairo e a dispersdo da populacdo de virus
provavelmente foi reforcada pela expansdo dos focos de reproducdo de mosquitos, o
movimento em massa de popula¢fes humanas ndo imunes em areas infestadas com mosquitos
e 0 aumento da urbanizacdo e da miséria que se seguiram. O transporte de massa eficiente e
rapido favoreceu a introducdo e co-circulacdo dos sorotipos ao redor do mundo, seguido por
um aumento nos casos (ZANOTTO, et al., 1996).

Mudancas ecoldgicas resultante dos conflitos durante e apds a Segunda Guerra
Mundial no Sudeste Asiatico e no Pacifico criaram condicGes ideais para 0 aumento da
transmissdo de arboviroses e esse foi o0 cenario para que uma pandemia global de dengue
comecasse. Durante esse periodo foram notificados os primeiros surtos de dengue
hemorragica no Sudeste Asiatico e ela tornou-se endémica a esta regido, sendo uma das
principais causas de hospitalizagdo e morte entre as criangas. A primeira epidemia que se tem
conhecimento de dengue hemorrégica ocorreu em Manila, nas Filipinas, entre 1953 e 1954 e
apos 20 anos a doenca em sua forma epidémica se espalhou por todo o Sudeste Asiatico. Nos
anos 1950, 1960 e mais ainda em 1970 a epidemia de dengue foi rara no Continente
Americano porque o principal mosquito vetor, o Aedes aegypti, havia sido erradicado da
maior parte das Américas Central e Sul. O programa de erradicacdo foi descontinuado no
inicio dos anos de 1970 e logo apds essas espécies iniciaram a reinvasdo nos paises em que
haviam sido erradicados (GUBLER, 1998). O colapso do programa de erradicacdo do Aedes
aegypti nas Américas na década de 70 foi uma marca importante no inicio do transporte dos
virus da dengue da Asia para as Américas, seguido pela réapida reintroducdo do principal
mosquito vetor entre ambos os continentes (MESSINA et al., 2014; ZANOTTO, et al., 1996).
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1.2 O Virus

O DENV ¢é um arbovirus membro da familia Flaviviridae, género Flavivirus, do
qual também fazem parte importantes patégenos humanos como os causadores da febre
amarela, da encefalite japonesa, do Nilo Ocidental e o Zika Virus, e tem um impacto
considerdvel sobre a saude global devido ao seu potencial para o surgimento rapido e
morbidade (GUBLER, 1998; MESSINA et al., 2014; MUKHERJEE, et al., 2016; PINTO
JUNIOR, et al., 2015).

Os flavivirus séo relativamente pequenos (possuem de 40 a 50 um) e seu genoma
composto de &cido ribonucléico (RNA) de cadeia simples e polaridade positiva possui
aproximadamente 11.000 pares de bases. Eles sdo esféricos, envelopados e contem trés
proteinas estruturais (capsideo, envelope e membrana) e sete proteinas ndo estruturais (NS1,
NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5), conforme demonstrado na figura 1 (GUBLER, 1998;
ANGEL; VALLE, 2013; PINTO JUNIOR, 2015).

As proteinas estruturais do capsideo (C), da membrana (M) e do envelope (E) sdo
componentes extracelulares de particulas virais maduras e as proteinas ndo estruturais (NS)
sdo expressas na célula hospedeira infectada, mas nao sdo detectaveis nas formas infectivas
dos virus. Essas proteinas estdo envolvidas na replicacdo do genoma DENV, que ocorre em
estreita associacdo com membranas celulares (WELSCH et al., 2009). A proteina NS1 é uma
glicoproteina altamente conservada. O mecanismo pelo qual se associa com as membranas
celulares é desconhecido. A imunizacdo com NS1 ou a transferéncia passiva de anticorpos
especificos de NS1 pode conferir imunidade protetora contra a infecgdo por flavivirus. Com
base nessas propriedades, foi proposto que o0 NS1 pode desempenhar um papel na montagem
e/ou na maturacdo viral. No entanto, estudos de imunolocalizacdo com o NS1 do DENV-2,
bem como a analise de mutagdes na glicosilagdo do NS1 do virus da febre amarela sugerem o
possivel envolvimento de NS1 na replicagcdo do RNA viral (MUYLAERT; GALLER; RICE,
1997). Nao se sabe muito sobre as func¢Ges das proteinas ndo estruturais NS2a, NS4a e NS4b.
Sugeriu-se que elas contribuem para a inibicdo da resposta dos interferons -a /B. Além disso,
NS2a pode ter como alvo o complexo de replicacdo viral para organelas da membrana o e
NS4b pode modular a replicagéo viral através de uma interacdo com NS3 (MILLER, 2007).
NS3 e seu co-factor, NS2b, estdo envolvidos no processamento da poliproteina viral. O NS3

também tem atividade de helicase de RNA e de trifosfatase de nucleotideos. J& o0 NS5 tem
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atividade de RNA polimerase dependente de RNA e estd envolvido no nivelamento das
progénies virais do genoma de RNA (WELSCH et al., 2009).

Todos os flavivirus tém em comum grupo de epitopos na proteina do envelope
que resulta em extensivas reacdes cruzadas nos testes sorologicos. Isso traz dificuldade para o
diagndstico soroldgico das flaviviroses (GUBLER, 1998).

H& quatro tipos de virus da dengue, chamados DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4, que sdo geneticamente divergentes e sdo tradicionalmente classificados como
sorotipos (GUBLER, 1998; KATZELNICK et al., 2015). Apesar da infec¢cdo com um tipo do
virus conferir imunidade em longo prazo isso é somente para um tipo e ndo para 0s outros
trés. Além disso, uma infeccdo secundaria pelo virus da dengue pode aumentar a

probabilidade de o paciente desenvolver um quadro grave da doenca (MESSINA et al., 2014).

UTR 5" UTR 3"

S 1 ¢
@O

Figura 1. Estrutura do virus da dengue. A. O virus da dengue é envolvido por trés
proteinas estruturais: capsideo (C), envelope (E) e membrana (M). B. Proteinas estruturais e
ndo-estruturais do virus da dengue (Adaptado de ANGEL; VALLE, 2013).

1.3 O Vetor

Os virus endémicos/epidémicos da dengue sdo transmitidos para 0s humanos
atraves dos mosquitos Aedes aegypti (Figura 2) e Aedes albopictus. Uma das hipoteses aceitas
para o inicio do seu envolvimento como vetores é a de que cepas silvestres do DENV foram
transmitidas através de primatas ndo humanos do Oeste da Africa e da Malésia para outros
mosquitos (WANG et al., 2000).
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Os varios sorotipos do virus da dengue sdo transmitidos para 0s humanos através
da picada de mosquitos Aedes infectados, principalmente Aedes aegypti. Esses mosquitos sdo
de espécies tropicais e subtropicais amplamente distribuidas ao redor do mundo,
principalmente entre latitudes 35°N e 35°S. Por causa das temperaturas mais baixas Aedes
aegypti é relativamente incomum acima de 1000 metros. Os estagios imaturos sao
encontrados em habitat cheios de agua, principalmente em recipientes artificiais intimamente
associados com habitacdes humanas e muitas vezes dentro de casa. Surtos de dengue também
tém sido atribuidos ao Aedes albopictus, Aedes polynesiensis e varias espécies do complexo
Aedes scutellaris. Cada uma destas espécies tem uma ecologia, comportamento e distribuicéo
geografica particular. Nas Gltimas décadas o Aedes albopictus se espalhou da Asia para a
Africa, as Américas e a Europa, nomeadamente ajudado pelo comércio internacional de pneus
usados em que 0s ovos sdo depositados quando eles contém agua da chuva. Os ovos podem
permanecer viaveis durante muitos meses, na auséncia de agua (WHO, 2009).

As epidemias de doencas transmitidas por mosquitos parecem tornar-se mais
frequentes e diversificadas, e é provavel que o cenario observado atualmente ird continuar por
varios anos. Sao necessarias medidas melhoradas de vigilancia e resposta para limitar a
propagacdo a outras partes do mundo. As medidas de controle para a dengue sédo as mesmas
recomendadas para zika e chikungunya, baseadas em educacdo em salde e controle do vetor,
ja que as trés doencas sdo transmitidas através de picadas de mosquitos fémeas do género
Aedes (ROTH et al., 2014; PINTO JUNIOR et al., 2015).

Figura 2. Vetor do virus da dengue. Mosquito do género Aedes aegypti (Adaptado de
ANGEL; VALLE, 2013).
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1.4 Dengue no Brasil

O alto nivel de atividade do virus da dengue no continente americano e a
reinfestacdo do Brasil pelo vetor Aedes aegypti em 1977 contribuiu para a reintroducdo dos
virus da dengue no Brasil na década de 1980. Desde entdo, mais de 60% dos casos notificados
de dengue no Continente Americano ocorreram no Brasil (NOGUEIRA; ARAUJO;
SCHATZMAYR, 2007).

No Brasil, a circulagdo dos virus dengue foi comprovada laboratorialmente em
1982, quando foram isolados os sorotipos DENV-1 e DENV-4, em Boa Vista (RR) ficando o
pais sem notificacdo de casos por quatro anos. Em 1986, foi isolado o DENV-1 no Estado do
Rio de Janeiro causando epidemia e dispersdo desse sorotipo para diversas regides do Brasil.
Em seguida, com a introducdo do DENV-2, também no Estado do Rio de Janeiro, confirmou-
se 0 primeiro caso de dengue hemorragico por esse sorotipo, com 0 aparecimento de formas
graves também em outras regides. Em janeiro de 2001, foi isolado o0 DENV-3 no municipio
de Nova Iguacu (RJ). Em 2010, o DENV-4 foi isolado a partir de casos detectados no estado
de Roraima e no Amazonas. Em janeiro de 2011, foi isolado no Para e, em marco do mesmo
ano, os primeiros casos de DENV-4 no Rio de Janeiro foram confirmados pelo Instituto
Oswaldo Cruz (IOC/FIOCRUZ, 2014).

Em 2015, foram registrados 1.677.013 casos provaveis de dengue no pais — casos
notificados, incluindo todas as classificacdes, exceto descartados. Nesse periodo, a regido
Sudeste registrou 0 maior nimero de casos provaveis (1.026.226 casos; 62,2%) em relacdo ao
total do pais, seguida das regiGes Nordeste (311.519 casos; 18,9%), Centro-Oeste (220.966
casos; 13,4%), Sul (56.187 casos; 3,4%) e Norte (34.110 casos; 2,1%). Quando analisada a
distribuicdo mensal no pais, observa-se que o0 pico da incidéncia ocorreu no més de abril
(229,7 casos/100 mil hab.), seguido de uma reducdo no més de maio (116,1 casos/100 mil
hab.), tendéncia que é observada nos meses subsequentes até outubro; a partir de novembro, a
incidéncia comega a apresentar leve tendéncia de aumento. Em 2014, foram registrados
583.221 casos e em 2016, até a semana epidemioldgica 51 (de 3/1/2016 a 24/12/2016), foram
registrados 1.496.282 casos provaveis de dengue no pais (Figura 3) (BRASIL, 2016, 2017).
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Figura 3. Casos provaveis de dengue, por semana epidemioldgica de inicio de sintomas.
Brasil, 2014, 2015 e 2016 (BRASIL, 2017).

1.5 Dengue no Ceara

O Ceard é um dos estados mais importantes em termos de nimero de casos
notificados de dengue no Brasil. Reintroduzido no Ceara durante meados dos anos 80, nas
cidades de Aquiraz, Beberibe e Fortaleza, o Aedes aegypti encontrou condi¢cdes adequadas
para comecar a sua dispersdo. Desde 1986 ha relatos de surtos extensos e pequenos ou casos
esporadicos de dengue no estado. A primeira epidemia no Ceara comecou em agosto de 1986,
com um pico reportado em abril do ano seguinte, e continuou até novembro de 1987, com
26.938 casos com confirmagdo laboratorial. No ano seguinte, a doenga continuou a se
espalhar, com novos casos sendo relatados durante os ultimos meses de 1988 até setembro de
1989, quando um novo surto comegou. De 1983 a 1993, apenas o sorotipo 1 do virus da
dengue havia sido isolado no Ceara e nenhuma fatalidade notificada. Durante os anos de 1990
e 1991, o estado relatou um total de 22.434 casos, e entre outubro de 1992 e fevereiro de 1994
apenas 16 casos da doenca foram relatados (CAVALCANTI et al., 2010; CUNHA et al.,
1998; VASCONCELOS et al., 1995).
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Os primeiros casos de dengue na epidemia de 1994 foram relatados em Fortaleza,
que tinha condigdes de ambiente apropriadas para a alta atividade da doenca. A interrupgéo
das medidas de controle de vetores em 1993 resultou em indice de Aedes aegypti nos
domicilios superior a 20% na capital. O inicio da estacdo das chuvas juntamente com
temperaturas em torno de 28°C contribuiu para a epidemia explosiva que rapidamente se
alastrou para o nordeste do estado. Nesse ano, o Ceara foi responsavel por 84% dos casos de
dengue no Brasil, notificando um total de 47.889 casos. Em mar¢o de 1994 a transmissao da
dengue aumentou significativamente e em abril o Laboratorio Central de Saude Publica do
Estado do Ceara (LACEN-CE) confirmou infeccdo por dengue em 38% dos casos testados
por MAC-ELISA. No més seguinte, o virus DENV-2 foi isolado pelo Laboratério de
Flavivirus, do Instituto Oswaldo Cruz. DENV-1 também foi isolado no Ceara durante 1994
mostrando a co-circulacdo de ambos os sorotipos no estado. Na epidemia de 1994 os
primeiros casos de dengue hemorrégica foram notificados e relacionados com a circulacdo do
sorotipo DENV-2, que havia sido detectado pela primeira vez no estado, com a maioria dos
casos ocorrendo em Fortaleza. De 1986 a 1996, o estado registrou um total de 102.010 casos
como resultado dos trés epidemias que ocorreram em intervalos de dois anos cada
(CAVALCANTI et al,, 2010; CEARA, 2015; CUNHA et al., 1998; SOUZA et al., 1995;
VASCONCELOS et al., 1995).

O sorotipo DENV-3 foi isolado no ano de 2002. Em 2003, uma grave epidemia de
DENV-3 ocorreu e a incidéncia de casos hemorragicos foi alta entre os adultos. No entanto,
da partir de 2007, a incidéncia de infeccdo por DENV passou a ser maior entre as criangas
(CAVALCANTI et al., 2011; CEARA, 2015).

Em 2011, foi isolado o sorotipo DENV-4. Nesses Gltimos 29 anos o dengue se
manifestou de forma endémica no Ceara, com o registro de, pelo menos, seis epidemias nos
anos de 1987, 1994, 2001, 2008, 2011 e 2012. Destacam-se as epidemias de 1994, pela
confirmagdo dos primeiros casos hemorragicos, a de 2008, pelo maior nimero de casos
graves, e a do ano de 2011 pelo maior numero de casos classicos confirmados. Nos ultimos
doze anos, foram registrados casos da doenca em todos os meses do ano, sempre com um
predominio no primeiro semestre, devido a fatores como o0 aumento da pluviosidade,
temperatura e umidade (Figura 4) (CEARA, 2015).
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Figura 4. Série historica dos casos confirmados de dengue e incidéncia, Ceara, 1986 a
2015 (Informe Semanal Dengue, 15/05/2015 - CEARA, 2015).

1.6 Diagnostico Laboratorial

O diagnostico definitivo da infeccdo pelo DENV sé pode ser feita em laboratério,
e depende do isolamento destes virus, da deteccdo de antigenos virais ou RNA no soro ou
tecidos, ou a deteccdo de anticorpos especificos em amostras bioldgicas de pacientes (WHO,
1998).

Os testes soroldgicos que tem sido utilizado para o diagndstico de infeccdo por
dengue sdo: inibicdo da hemaglutinacdo (IH), fixacdo do complemento (FC), teste de
neutralizacdo (TN) e ensaios imunoenzimaticos (ELISA) para deteccdo de anticorpos IgM,
IgG e deteccdo de antigeno NS1. As limitacOes dessas técnicas sdo a elevada reatividade
cruzada observada com estes testes, requerendo um abrangente pool de antigenos, incluindo
todos os quatro sorotipos, outros flavivirus (virus da febre amarela, virus da encefalite
japonesa, virus da encefalite de St. Louis), e em algumas areas, outro virus que provoca
manifestacdes clinicas semelhantes, mas que ndo séo flavivirus, como Oropouche, Mayaro ou
virus Chikungunya. Além disso, os anticorpos de dengue sdo mais bem detectados por volta
do quinto dia do inicio da doenga, tornando esta técnica invidvel para diagnostico rapido
(GUZMAN; KOURI, 1996).

Quatro métodos de isolamento viral que tem sido rotineiramente utilizado para os
virus da dengue: a inoculacéo intracerebral de camundongos recém-nascidos, a inoculagdo em

culturas de células de mamiferos, a inoculacdo intratordcica de mosquitos adultos e, mais
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comumente, a inoculagdo em culturas de células de mosquito (método de confirmacéo por
imunofluorescéncia indireta) (GUZMAN; KOURI, 1996).

Nos ultimos anos, varias novas técnicas de diagnéstico tém sido desenvolvidas e
tem-se mostrado Uteis no diagnéstico da dengue. Estes métodos podem assumir um papel
importante no diagndstico de dengue, uma vez que eles sdo capazes de detectar facilmente os
virus de dengue, durante a fase aguda da doenca, e, por vezes, durante a fase de
convalescenca. Esses varios métodos incluem: a hibridacdo de acidos nucleicos e a reacéo da
transcriptase reversa seguida de reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) (IGARASHI,
1978; DEUBEL et al., 1990).

Um grande problema para o diagnostico da dengue tem sido a confirmacao
etiologica dos casos fatais. Muitas vezes, apenas uma Unica amostra de soro € obtida, e o teste
sorologico é de valor limitado nestas situacdes. Nestes casos, surgiu a possibilidade de
detectar antigenos em uma grande variedade de amostras fixas com os novos métodos de
imunohistoquimica (HALL et al., 1991).

Como as infeccbes por dengue podem se apresentar como uma doenca grave,
caracterizada por hemorragia e choque, ¢ importante fazer um diagnostico rapido e, se
possivel, identificar o sorotipo envolvido nas infec¢bes. O diagnostico correto e identificacdo
do sorotipo assumem uma importancia maior para a forma grave da doenca, ja que ndo ha
marcador que prevé a progressdo da dengue classica as formas graves da doenca. A OMS
reconhece este fato e incentiva a pesquisa sobre o desenvolvimento de novas metodologias
para o diagndstico da dengue (DE PAULA; FONSECA, 2004).

Os testes laboratoriais para o diagnostico de infeccfes por dengue abrangem o
isolamento do virus, a deteccdo do RNA ou do antigeno viral e os testes soroldgicos de
anticorpos anti-dengue especificos (ZHANG et al., 2015). O isolamento do virus da dengue
por cultura de células fornece uma abordagem direta, especifica e conclusiva para o
diagnostico, no entanto, habilidades técnicas, mé&o-de-obra e tempo significativo sdo
necessarios para isolar e sorotipar o virus (TELES; PRAZERES; LIMA-FILHO, 2005). As
técnicas moleculares baseadas na reacdo da transcriptase reversa seguida da reacdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR), proporcionam um diagnostico rapido, discriminam o sorotipo, mais
sensivel e reprodutivel para a dengue, mas podem sofrer com contaminacéo facil da amostra e
exigem tecnologias elevadas (PATEL et al., 2013). Os ensaios baseados em antigenos, em

particular a deteccdo da proteina NS1 da dengue, provaram ser um meio Util para o
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diagndstico de infec¢bes agudas de dengue, mas os kits comerciais de deteccdo de antigenos
NS1 ndo diferenciam entre os sorotipos do virus da dengue (SHU; HUANG, 2004; GUZMAN
et al., 2010). Os ensaios soroldgicos sdo mais comumente utilizados para inferir a infeccéo
pelo virus da dengue, uma vez que sdo relativamente baratos, simples e faceis de executar. O
formato de ensaio imunoenzimatico de captura de anticorpos IgM é mais amplamente
utilizado para detectar IgM especifica de dengue em laboratérios de diagndstico e Kits
comerciais (HUNSPERGER et al., 2009).

Testes diagnosticos para dengue precisam ser especificos, de baixo custo e podem
ser usados para 0 manejo clinico, vigilancia e investigacdo de surtos, e, devem permitir uma
intervencdo na fase inicial da infeccdo para tratar pacientes ou controlar epidemias. Novas
técnicas para a deteccdo inicial de casos graves da doenca como com 0 uso de biomarcadores
tem o potencial para diminuir a morbidade e a mortalidade. O desenvolvimento de recentes
tecnologias de deteccao rapida oferece a promessa de diagnéstico e melhoram o manejo e de
detecgéo inicial de surtos de dengue (PEELING, 2010).

2.7 Obitos por Dengue

Embora a patogénese e fisiopatologia das infec¢des por dengue grave ainda sejam
incompreendidas, possiveis fatores que contribuem para 0 aumento da gravidade da doenca
tem sido descritas (ONG, 2006). Idade, sexo, raca, co-morbidades pré-existentes, e as
caracteristicas virais especificas foram adotados para desempenhar um papel na evolucéo das
doencas por varios autores (KOURI et al., 1989; WHITE, 1999; GUZMAN et al., 2002).
Vaughn et al. (2000) mostraram anteriormente que se correlaciona com a gravidade da doenca
titulos elevados de viremia de dengue e infec¢des secundarias.

Vaérias limitagdes para a aplicabilidade préatica dos critérios de classificacdo dos
casos de dengue sdo observadas, particularmente na avaliagdo de casos graves. Muitos
pacientes que desenvolviam um quadro clinico grave e ndo satisfaziam os critérios de febre
hemorragica do dengue eram, em Ultima analise, classificados como dengue classica. Em
2008, a OMS propds um novo sistema de classificacdo, baseado em um estudo multicéntrico
em paises asiaticos e latino-americanos, que forneceu uma lista de sinais clinicos sugestivos

de um resultado de doenca grave (sinais de alerta). Este sistema classifica os casos de dengue
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em: dengue sem sinais de alerta, dengue com sinais de alerta e dengue grave (NARVAEZ et
al., 2011; BARNIOL et al., 2011; WHO, 2009).

A classificacdo revista da OMS é mais eficaz do que a tradicional para a
identificacdo de casos graves de dengue e, consequentemente, os Obitos por dengue. A
classificacdo atual apresenta maior aplicabilidade pratica em paises em desenvolvimento
como o Brasil, porque € menos dependente de exames complementares. A capacidade de
apreciar e reconhecer os sinais de aviso da classificacdo revista é essencial para que o0s
clinicos possam identificar pacientes em risco de desenvolver doenca grave e para determinar
um curso de acdo apropriado em uma base por caso (LIMA et al., 2013).

No Ceara, 0 SVO-RF realiza autdpsias em casos de morte natural sem assisténcia
médica e causas mal definidas que sd@o encaminhados por servi¢os de salide. Em muitas das
mortes relatadas sem suspeita clinica de dengue, sinais, sintomas e achados morfoldgicos
estavam presentes o que levou os patologistas a suspeitar de 6bito por dengue. As autopsias
sdo realizadas apds autorizagdo da familia em 35% dos casos relatados ao servigo
(CAVALCANTI et al., 2016).

A deteccdo do antigeno NS1 em amostras de liquido cefalorraquidiano obtidas
durante autdpsia comprova o envolvimento do Sistema Nervoso Central em pacientes que
evoluiram a obito por dengue. O DENV ¢é raramente reportado como um agente causal de
meningite, mas alguns casos tem sido descritos na literatura. Manifestagdes neuroldgicas em
pacientes com DENV tem sido reportados no Ceard e estudos baseados no diagnostico
laboratorial indicaram a relacdo entre dengue e manifestacdes no Sistema Nervoso Central e
que h& um alto risco de morte entre pacientes com meningite/meningoencefalite por dengue
(ARAUJO et al., 2011; ARAUJO et al., 2012).
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2 JUSTIFICATIVA

Ha casos de dengue notificados no Ceard desde 1986, quando foi isolado o
primeiro sorotipo. Desde entdo, o virus da dengue tem se manifestado de forma endémica no
nosso estado, com o registro de, pelo menos, seis epidemias nos anos de 1987, 1994, 2001,
2008, 2011 e 2012. A circulagdo simultdnea de varios sorotipos aumentou o risco da
ocorréncia de casos graves de dengue nos municipios infestados pelo Aedes aegypti.

A avaliacdo e comparagdo do desempenho dos varios testes para diagndstico da
dengue com diversos tipos de amostras bioldgicas é fundamental para sua implementagdo nos
diversos cenarios: clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais. Existem muitos testes disponiveis
no mercado e que podem ser realizados em diferentes materiais de pacientes. Faz-se
necessario a realizacdo desse estudo para avaliar o desempenho de determinados testes em
amostras bioldgicas de visceras in natura de pacientes que foram a Obito por suspeita de
dengue.

O papel de alguns testes para diagnéstico de dengue em determinados espécimes,
como tecidos de casos fatais, ainda ndo tém sido completamente demonstrado. Esses
instrumentos sdo essenciais na confirmacdo da causa da morte do paciente e ha poucos

estudos no Brasil que avaliem esse desempenho.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

e Avaliar a capacidade de deteccdo de antigeno NS1 e de anticorpos IgM em amostras
biol6gicas de visceras in natura coletadas de pacientes com dengue que evoluiram para

obito.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar se um teste utilizado para a pesquisa de anticorpo IgM para o virus da dengue em
amostra de soro € capaz de detectar este anticorpo em amostras de visceras in natura .

e Auvaliar se um teste utilizado para a pesquisa de antigeno NS1 para o virus da dengue em
amostra de soro € capaz de detectar este antigeno em amostras de visceras in natura.

e Comparar a deteccdo de anticorpos IgM em amostras de sangue e liquor de casos fatais
com a deteccdo de anticorpos IgM em amostras de visceras in natura.

e Comparar a detec¢do de antigeno NS1 em amostras de sangue e liquor de casos fatais com

a deteccdo de antigenos NS1 em amostras de visceras in natura.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi realizado perante aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Cear4, sob o parecer de n° 1.086.121 e CAAE com n°
44635915.1.0000.5054, e seguiu as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa em
Seres Humanos estabelecidas na Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude/MS
(BRASIL, 2012).

4.2. TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo descritivo e transversal.

4.3. POPULACAO DO ESTUDO

Pacientes que evoluiram a O6bito por suspeita de dengue, encaminhados ao
Servico de Verificacdo de Obito Dr. Rocha Furtado, do Ceara (SVO-RF), que tiveram
amostras bioldgicas (sangue, liquor, e pecas de autopsia, como fragmentos de bago, cérebro,
coracdo, figado e pulméo) coletadas durante a necropsia e encaminhadas ao LACEN-CE para
esclarecimento diagnostico, nos anos de 2013 e 2014.

Foram excluidos os pacientes cujas amostras bioldgicas ndo foram suficientes

para a realizagdo de todos os testes.

4.4. AMOSTRA

Inicialmente foram analisadas as fichas dos pacientes que evoluiram para obito e
que tiveram suas amostras bioldgicas enviadas ao LACEN/CE, pelo SVO-RF.

Posteriormente, foram selecionados aqueles pacientes que apresentaram pelo
menos um resultado positivo ou reagente para dengue em algum dos testes laboratoriais
realizados no LACEN/CE (ELISA IgM e ELISA NS1) e no Instituto Evandro Chagas, no



28

Pard, para onde sdo enviados amostras de visceras para realizacdo de exame de
imunohistoquimica.

Apos a selecdo dos pacientes que fariam parte do estudo suas amostras (sangue,
liquor, e pecas de autopsia, como fragmentos de baco, cérebro, coracdo, figado e pulmao)
foram utilizadas para que fossem realizados exames laboratoriais para a detec¢do de anticorpo
IgM e antigeno NS1, pelo método de ELISA, para se avaliar a sensibilidade diagndstica
desses testes nas amostras bioldgicas de visceras in natura, ou seja, buscar os verdadeiro-

positivos.

4.5. CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidas no estudo pacientes cujas amostras biologicas foram
encaminhadas ao LACEN/CE para realizagdo de exames laboratoriais para confirmacéo de
6bito por suspeita de dengue e que apresentaram pelo menos um resultado positivo ou

reagente nos seguintes exames: ELISA IgM, ELISA NS1, RT-PCR, e Imunohistoquimica.

4.6. CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes que apresentaram quantidade insuficiente de amostras bioldgicas para a
realizacdo de todos os testes laboratoriais.

4.7. ANALISE DE DADOS

Os resultados dos testes diagndsticos foram inicialmente incluidos em tabelas
utilizando-se o programa Microsoft Excel e os dados posteriormente foram analisados para se
avaliar a sensibilidade diagnostica nos exames laboratoriais nas diversas amostras biologicas e

calcular frequéncias, médias, sensibilidade e especificidadem.
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4.8. TECNICAS LABORATORIAIS
4.8.1 Tratamento dos tecidos

As amostras de visceras foram tratadas segundo descrito anteriormente por Lima
et al. (2011). Amostras de tecidos humanos (1-2 g), mantidos a -80°C, foram macerados e
centrifugados. Com o uso de pincas e tesouras estéreis um fragmento de tecido (de cada
amostra de viscera) de cerca de 1 cm® foi cortado, transferido e macerado por graal com
pistilo de porcelana e colocado em um tubo cénico de 15 ml contendo 1,5 ml de meio L-15
(Leibovitz), com pH 7.0-7.4 e 3% de penicilina sodica/ sulfato de estreptomicina e foi
incubado a 4°C durante 60 minutos e centrifugado (10.000 rpm a 4°C, durante 15 minutos). O
sobrenadante limpido obtido foi transferido para um criotubo esterilizado de 2,0 mL e
armazenado a -80°C até ser utilizado. O sobrenadante foi utilizado para 0 a deteccdo de
anticorpos IgM e deteccdo de antigeno NS1, ligados a proteinas virais expressas ha membrana

plasmatica de células infectadas pelo virus dengue.
4.8.2 ELISA Dengue IgM

A confirmacdo laboratorial do diagnostico de dengue por ELISA IgM foi
realizado através do kit comercial de imunoensaio enzimatico, comercializada pela PanBio
Diagnostics® (Brasil), seguindo as recomendacdes do fabricante. Este teste destina-se a
deteccdo qualitativa, presenca ou ndo, de anticorpos IgM anti-dengue em amostras bioldgicas
dos pacientes, 0s quais, se presentes, ligam-se a anticorpos anti-lgM humano aderidos a
superficie de poliestireno de cada um dos 96 pocos da placa disponivel nos Kits de captura de
IgM.

Antes do procedimento, todos 0s reagentes tiveram sua temperatura equilibrada a
temperatura ambiente (20 a 25°C). Em seguida, os controles positivo e negativo, o calibrador
(fornecidos pelo kit) e as amostras de soro dos pacientes foram diluidos de 1:100, utilizando o
diluente das amostras e o antigeno de 1:250, usando o diluente do antigeno. Em seguida, o
antigeno diluido foi adicionado de igual volume do anticorpo monoclonal conjugado com
peroxidade HRP (MAD) e incubados por 1 h, a temperatura ambiente, permitindo a formacao
de complexos Ag-MAD. Durante os 10 minutos iniciais da incubacdo do Ag-MAb, 100 pL
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das amostras diluidas e dos controles (positivo, negativo e calibrador) foram adicionados a
placa, sendo que um pogo foi destinado ao controle negativo, outro para o controle positivo, e
para o calibrador, uma triplicata. A placa foi coberta e incubada por 1 h a 37°C. Apos essa
incubacdo, o soro residual que nédo reagiu com os anticorpos aderidos a placa, foi removido
por meio de lavagens sucessivas com o tampéo de lavagem, previamente diluido. Em seguida,
100 pL do Ag-MAb foram adicionados aos pocos e incubados & 37°C por 1 h. Apos esse
periodo, os pogos foram lavados novamente e foi adicionado 100uL do tetra-metil-benzeno
(cromdgeno TMB) aos pocos. O substrato, quando presente, foi entdo hidrolisado pela enzima
e 0 crombgeno se tornou azul. Finalmente, a reacdo foi parada pela adicdo de 100uL de acido
fosforico (1M) que mudou da cor azul para amarelo. A placa finalmente foi lida em aparelho
leitor de ELISA, em um comprimento de onda de 450 nm com filtro de referéncia de 650 nm.

Para analise dos resultados, seguiram-se as instruc@es fornecidas pelo fabricante,
contidas na bula do kit. Resumidamente, os calculos foram realizados da seguinte maneira:
foram obtidas as médias das absorbancias das triplicatas do calibrador e multiplicadas pelo
fator de calibracdo fornecido pelo kit, obtendo assim, o valor do ponto de corte (cut-off). O
indice de absorbancia das amostras foi calculado dividindo absorbancias das mesmas pelo
valor do ponto de corte. A multiplicacdo dos indices de absorbancia por 10 gerava o valor em
unidades PanBio. Resultados maiores que 11 unidades PanBio foram interpretados como
positivos; menores que 9, como negativos; e entre 9 e 11 unidades PanBio, o resultado foi
considerado duvidoso, necessitando repeticdo do teste.

Para as amostras de liquor e sobrenadante de visceras foi utilizada a diluicdo de
1:2.

4.8.3 ELISA Dengue NS1

A confirmacdo laboratorial do diagnostico de dengue por ELISA NS1 foi
realizado através do kit comercial de imunoensaio enzimético, Platelia™ Dengue NS1 Ag
ELISA, comercializado pela BioRad Laboratories® (Franca), seguindo as recomendagdes do
fabricante e os procedimentos anteriormente descritos por Lima et al., 2011. Este sistema de
teste baseia-se em um formato de enzima imunoensaio sanduiche com microplacas para
detectar antigenos DENV NS1 em amostras biologicas humanas. O teste utiliza anticorpo

monoclonal murino (AcM) para a captura e a revelagéo.
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Amostras dos pacientes e os controles foram deixados a temperatura ambiente
(21-22°C) para descongelar. Uma amostra de 50 pL do diluente das amostras e as respectivas
amostras e controles (50 pL cada) e 100 pL de conjugado diluido foram incubados durante 90
minutos a 37°C dentro dos respectivos pogos da microplaca revestidos com anticorpos
murinos NS1 monoespecificos purificados. Findado esse tempo, a microplaca foi lavada seis
vezes e 160 pL de substrato foi adicionado a cada pogo e incubou-se durante 30 minutos a
temperatura ambiente no escuro. Se o antigeno NS1 estiver presente na amostra forma-se um
imuno-complexo AcM-NS1-AcM/peroxidase. Apos seis lavagens praticadas no final da
incubacdo a presenca do complexo imune é revelada pela adi¢do, em cada poco, de 160 ul de
uma solucdo de revelagdo enzimética (substrato) que induz o desenvolvimento de uma reacao
de coloracdo. Apds 30 minutos de incubacdo a temperatura ambiente no escuro a reagdo
enzimatica é parada por adicdo de uma solucéo de acido (100 puL de H,SO4 1 N). A leitura da
densidade dptica foi feita com um espectrofotdmetro a um comprimento de onda de 450 nm-
620 nm e é proporcional a quantidade de antigeno NS1 presente na amostra testada. A
presenca do antigeno NS1 em uma amostra individual foi determinada por comparagdo da

densidade Optica lida nesta amostra e a obtida no soro do valor do calibrador.

4.8.4 Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica é utilizada para se determinar a presenca de
antigenos virais em amostras de muitos tecidos de pacientes que evoluiram a 6bito fixadas em
formalina, incluindo o baco, cérebro, coracdo, figado, nédulo linfético, timo, rim, pulmao e
pele, mas principalmente em células fagociticas mononucleares (JESSIE et al., 2004).

O procedimento da imunohistoquimica, segundo metodologia preconizada por
Hall et al. (1991) de modo geral, consiste em demostrar os antigenos da dengue em secgdes
de tecido por um procedimento de avidina-biotina peroxidase. Exame com tecidos corados
com hematoxilina e eosina revelou pigmentos enddgenos consistentes. Todos estes podem
interferir com a interpretacdo do produto de reagcdo formado com diaminobenzidina (DAB)
como substrato para o procedimento de imunoperoxidase. Resumidamente, se¢des de 5 pum
das amostras de visceras (baco, cérebro, coragéo, figado, pulméo e rim) foram montadas em
laminas revestidas com cola e hidratados. Os pigmentos foram removidos das se¢des por

imersdo em uma solucdo de hidréxido de aménio/etanol diluido, durante 15 minutos. As
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laminas foram entdo neutralizadas por lavagem em solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) com pH 7.2 antes da coloragdo. As laminas foram imersas numa solugdo a 0,05% de
protease VIII com pH 7.8 a 37°C durante 3 minutos e lavadas em PBS. Os tecidos foram
corados com o procedimento de complexo avidina-biotina (ABC), utilizando um bloco a 0,2%
peroxido de hidrogénio/metanol para a atividade da peroxidase endogena. Os anticorpos
policlonais de dengue foram adicionados para replicar as secGes e incubados em uma camara
Umida durante uma hora a temperatura ambiente. Os anticorpos foram eliminados a partir das
secOes selecionadas como um controle adicional. Isto foi seguido da incubagdo com um
anticorpo secundario biotinilado e o reagente ABC, com lavagens apropriadas em PBS. As
laminas foram colocadas em 0,05% de DAB, contendo perdxido de hidrogénio, e a reacéo foi
deixada até a coloracdo se desenvolver. Apds a reacdo com DAB as laminas foram lavadas
cuidadosamente em agua corrente e colocadas em 0,1% de tetroxido de 6smio durante 30
minutos e depois foram novamente lavadas em agua e contra coradas com uma solucéo de
ferrocianeto de potéssio por 15 minutos. As lIaminas foram contrastadas com hematoxilina de
Mayer, desidratadas e montadas com laminulas com o auxilo de resina Permount®. Para
comparacdo, as secOes adicionais foram cortadas e coradas com estreptavidina-biotina-
fosfatase alcalina como um marcador de enzima, acido 6-bromo-2-hidroxi-3-naftéico como
substrato, e levamisol para inibir a fosfatase alcalina enddgena. A hematoxilina foi novamente
utilizada como contrastante e as laminas foram desidratadas e montadas em Permount®. Com
este procedimento os antigenos ficaram corados intensamente em vermelho e ndo foi

necessario remover os pigmentos enddgenos, que apareceram em cores amarela ou marrom.

4.8.5 RT-PCR

A metodologia descrita por Lanciotti et al., (1992) foi utilizada para detecgéo e
tipagem dos DENV nas amostras de liquor e sangue. Esse protocolo detecta os quatro
sorotipos simultaneamente em um procedimento semi-nested, gerando produtos amplificados
com tamanhos especificos em pares de base para cada sorotipo dos DENV. A RT-PCR
constituiu-se em uma reacdo de duas etapas, onde na primeira foi realizada uma transcricdo
reversa (RT) seguida de uma reacdo pela polimerase em cadeia (PCR) que utilizou os

oligonucleotideos iniciadores (primers) D1 e D2 juntamente com as enzimas transcriptase
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reversa (Cloned Reverse Transcriptase - Invitrogen) e Taqg polimerase (Tag DNA Polymerase
Recombinant - Invitrogen) para a sintese e amplificacdo do cDNA viral.

O material foi amplificado a partir de uma etapa a 42°C durante 60 minutos
seguidos de 30 ciclos a 94°C por 35 segundos para a desnhaturacdo das fitas, 55°C por um
minuto para a hibridizacdo, 72°C por dois minutos para a extensdo e uma etapa final de 72°C
por 10 minutos para completar a extensao final das fitas formadas. O produto da amplificagio

foi utilizado para a realizacdo da semi-nested PCR.
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5. RESULTADOS

Durante os anos de 2013 e 2014, 202 amostras de pacientes com evolucao fatal
foram encaminhados ao LACEN com suspeita de obito por dengue, sendo 122 em 2013 e 80
em 2014. Dessas, foram analisadas 109, incluidas por apresentarem pelo menos um resultado
positivo ou reagente nos exames; 70 de 2013 e 39 do ano seguinte. Foram excluidas do estudo
aquelas amostras que se encontravam em quantidade insuficiente para a realizacdo dos
exames e aqueles pacientes que ndo apresentaram resultados positivos/reagentes em nenhum
dos testes laboratoriais realizados. Para cada paciente havia uma amostra de liquor,

sangue/soro e visceras.
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Quadro 1. Compilado da confirmagdo laboratorial de acordo com o0s espécimes e as
metodologias em casos de dbitos por dengue em liquor e em sangue.

2013 e 2014
RT-PCR IgM NS1 IHQ
Paciente | Idade/Sexo | Liquor Sangue | Liquor | Sangue | Liquor | Sangue | Visceras
1 51 anos/M N.R. N.R. - - - - +
2 17 anos/M - - - - + - +
3 48 anos/M N.R. N.R. + + - - -
4 35 anos/M N.R. - - - - - +
5 45 anos/M - N.R. - - - + +
6 < 1lano/M - N.R. - - - + _
7 37 anos/F N.R. N.R. + + - - +
8 40 anos/F - N.R. - - - + +
9 12 anos/F N.R. - - - - - +
10 20 anos/M - - - - - - ¥
11 68 anos/M - - - - - - ¥
12 47 anos/M - N.R. - - - - +
13 73 anos/F - N.R. - - - + +
14 57 anos/M - - - - - - ¥
15 77 anos/F - N.R. - - - - +
16 40 anos/M - - - - - - ¥
17 26 anos/M - - - - - + ¥
18 75 anos/F - - - - - - ¥
19 57 anos/M - - - - - - n
20 39 anos/M - - - - - + _
21 38 anos/F - - - - - - ¥
22 54 anos/M - N.R. + + - + +
23 1 ano/F - - - - - - ¥
24 33 anos/M - - - - - - ¥
25 42 anos/M - - - - - - n
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26

49 anos/F

N.R.

27

12 anos/M

28

4 anos/F

29

38 anos/F

30

1 ano/F

31

43 anos/F

32

15 anos/F

33

39 anos/M

34

<1 ano/F

35

25 anos/F

36

17 anos/M

37

44 anos/M

38

1 ano/F

39

14 anos/F

40

35 anos/F

41

31 anos/F

42

23 anos/F

43

46 anos/F

44

34 anos/M

45

19 anos/F

46

47 anos/M

47

37 anos/F

48

82 anos/M

49

30 anos/F

50

60 anos/F

N.R.

51

60 anos/M

N.R.

52

95 anos/F

53

47 anos/M

54

2 anos/M

55

< 1 ano/F

56

29 anos/F

N.R.
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57 <1 ano/M - - -
58 <1ano/M - N.R +
59 25 anos/M - - -
60 52 anos/F - - +
61 15 anos/M - - -
62 <1 ano/M - N.R. -
63 55 anos/F - N.R. -
64 33 anos/M - - +
65 54 anos/M - N.R. -
66 35 anos/M - - -
67 4 anos/F N.R - -
68 60 anos/F - - -
69 35 anos/M - DENV-1 -
70 26 anos/F N.R - N.R
71 2 anos/M - - -
72 28 anos/M - - -
73 26 anos/F - - -
74 41 anos/F - - -
75 29 anos/M - - -
76 13 anos/F - N.R. -
77 8 anos/M - N.R. -
78 3 anos/M - N.R. -
79 14 anos/M - - +
80 13 anos/F - - -
81 15 anos/M - N.R -
82 <1 ano/M - - -
83 5 anos/M - - -
84 26 anos/F - - -
85 47 anos/M - - -
86 1 ano/M - - -
87 48 anos/M - N.R. +
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88 <1ano/M - N.R. - - - -
89 52 anos/M - - - - - -
90 13 anos/F - N.R. - - - -
91 3 anos/M - DENV-1 + + - +
92 8 anos/F - N.R. - - - -
93 <1ano/M - N.R. + - - -
94 34 anos/M - - + - - -
95 13 anos/M | DENV-4 N.R. + + - -
96 21 anos/M - N.R. - - - -
97 13 anos/M - - - - - -
98 73 anos/M - N.R. - - - -
99 44 anos/M - - + + - -
100 32 anos/F - - - - - -
101 27 anos/M | DENV-4 - - - - -
102 57 anos/F - N.R - - - -
103 38 anos/F - - - - - -
104 <1 ano/F - - - - - -
105 < 1ano/M - - + + - -
106 59 anos/M - - - - - -
107 1 ano/F N.R N.R - - - -
108 < 1ano/M - - - - - -
109 <1ano/M - - - - - -

_Legenda: N.R. = Nao Realizado; - = Negativo; + = Positivo; F = Feminino; M = Masculino.

As manifestacOes clinicas mais comuns foram febre, dor, dispneia, vomito e
cefaleia (Tabela 1).
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Tabela 1. ManifestacGes clinicas relatadas pelos 109 pacientes incluidos no estudo.

Sintomas Total (%)
Febre 73 (66,97)
Mialgia 60 (55,04)
Dispneia 49 (44,95)
Vomitos 44 (40,36)
Cefaleia 34 (31,19)
Hipotenséo 20 (18,34)
Petéquias e Equimoses 19 (17,43)
Adinamia 18 (16,51)
Cianose 16 (14,67)
Tosse 13 (11,92)
Rebaixamento sensorio 13 (11,92)
Sudorese 08 (7,33)
Diarreia 07 (6,42)
Nauseas 06 (5,50)
Tontura 05 (4,58)
Calafrios 05 (4,58)
Comorbidades: cardiopatia, diabetes e hipertensdo 05 (4,58)
Convulséo 04 (3,66)
Dor precordial 02 (1,83)
Dor retro-orbital 02 (1,83)
Extremidades frias 02 (1,83)
Insuficiéncia renal e hepética 01 (0,91)
Sangramento de mucosas 01 (0,91)

A média de idade dos pacientes foi de 33,46 + 21,18, com valor de mediana de 34,
moda de 01 e os valores minimo e maximo variando de menos de 01 ano (05 dias) a 95 anos.

Amostras de 109 pacientes que evoluiram a ébito (63 do sexo masculino e 46 do
sexo feminino) foram submetidas a testes de ELISA (IgM e NS1) para se avaliar a capacidade
de detecgdo desses exames nas visceras in natura de casos fatais de dengue; essas amostras

foram conservadas em freezer -80°C até a realizacdo dos testes. Também foram realizados
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exames de Imunohistoquimica no Instituto Evandro Chagas nas amostras de visceras que
chegaram preservadas em formol. A Tabela 2 demonstra o resultado das metodologias

realizadas nas amostras clinicas incluidas no estudo.

As amostras bioldgicas que apresentaram maior positividade no ELISA IgM
foram liquor e sangue (Gréfico 1). O ELISA IgM detectou mais os verdadeiro-positivos em
todas as amostras testadas e 0 ELISA NS1 detectou menos os verdadeiro-positivos em

amostras de liquor, quando comparado as demais amostras em relagdo ao ELISA IgM.

Gréfico 1. Comparagdo de 109 casos fatais de dengue em amostras de liquor, sangue e

visceras na metodologia de detec¢do de anticorpo IgM e de antigeno NS1 por ELISA.
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Legenda: P/T = Positivo/Total. *Diferenca estatisticamente significante (p < 0,05).
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Tabela 2. Resultados de 109 casos fatais de dengue de acordo com espécime clinica analisada
e metodologia.

Metodologia Liquor Sangue Visceras
24/109 (22 %) 23/109 (21,1 %) 18/109 (16,5 %)
:\?Sl\il 7/109 (6,4 %) 18/109 (16,5 %) 13/109 (11,9 %)
Né&o se aplica N&o se aplica 96/109 (88,1 %)
IHQ 2/101 (2 %) 3/75 (4%) Né&o se aplica
PCR

2 DENV-4 2 DENV-1e 1 DENV-4

A partir da Tabela 4 acima inferiu-se que o ELISA IgM no sangue apresentou
uma positividade de 21,1 % (23 amostras reagentes de um total de 109 pacientes); no liquor
apresentou uma positividade de 22,0 % (24 amostras positivas de um total de 109 pacientes);
nas visceras apresentou uma positividade de 16,5 % (18 amostras de um total de 109
pacientes).

A deteccdo de AgNS1 nas visceras foi maior do que a deteccdo de AgNS1 no
liquor e € menor do que a deteccdo do AgNS1 no sangue.

A positividade no ELISA IgM ao se comparar o resultado no sangue com o das
visceras foi de 78,3 % e a positividade no ELISA NS1 ao se comparar o resultado no sangue
com o das visceras foi de 72,2 %, ou seja, 0 IgM no sangue apresentou 1,27 vezes mais
positividade do que o IgM nas visceras e 0 NS1 no sangue apresentou 1,38 vezes mais

positividade do que o NS1 nas visceras.

A Tabela 3 mostra os resultados dos pacientes (26) que apresentaram algum

resultado de IgM positivo em qualquer das amostras avaliadas.
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Tabela 3. Comparacédo dos resultados de IgM em 26 amostras de visceras, liquor e sangue de
pacientes com dengue e evolugdo fatal nos anos de 2013-2014, no Ceara.

Paciente IgM positivo IgM positivo IgM positivo
Idade/Sexo em visceras em liquor em sangue
48 anos/M - + +
35 anos/M + - -
<1l ano/M + - -
37 anos/F + + +
54 anos/M + + +
12 anos/M - + -

15 anos/F + + +
39 anos/M + + +

<1 ano/F + + +
31 anos/F + + +
23 anos/F + + +
47 anos/M + + +
37 anos/F + + +
82 anos/M + + +
29 anos/F - + +
<1l ano/M - + +
25 anos/M + + +
52 anos/F - + +
55 anos/F + + +
33 anos/M - + +

4 anos/F - + +
14 anos/M + + +

3 anos/M + + +
13 anos/M + + +
44 anos/M - + +
<1l ano/M + + +

Total (+) (%) 18 (69,2 %) 24 (92,3 %) 23 (88,5 %)
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Das amostras de IgM positivo em liquor (24), 75 % também foram IgM positivo
nas visceras (18) e 78,3 % das amostras de IgM positivo em liquor foram também IgM
positivo no sangue (23). Dos pacientes do estudo, 16 (61,5 %) apresentaram positividade no
ELISA IgM em todas as amostras analisadas (Tabela 3). Dois pacientes apresentaram
resultados positivos apenas no IgM nas visceras, casos de dengue que teriam sido perdidos se
essa metodologia ndo tivesse sido realizada nesses casos, ou seja, ELISA IgM deve ser o teste

de partida para a confirmacéo de casos suspeitos de dengue.

Tabela 4. Comparagdo da deteccdo do antigeno NS1 em 13 casos fatais de dengue em

amostras de visceras, liquor e sangue.

Paciente NS1 positivo NS1 positivo NS1 positivo
Idade/Sexo em visceras em liquor em sangue
37 anos/F + - -
12 anos/F + - -
15 anos/F + + +
<1 ano/F + + +
55 anos/F + + +
14 anos/M + + +
13 anos/F + - -
<l ano/M + - -
5 anos/M + - -
47 anos/M + - -
1 ano/M + - +
3 anos/M + - +
<1 ano/M + - -
Total (+) 13 4 6

Dos 13 pacientes que apresentaram pelo menos um resultado positivo nas
amostras avaliadas, 4 apresentaram positividade simultanea para o0 ELISA NS1 nas amostras
analisadas (Tabela 4).



Tabela 5. Sensibilidade e especificidade de deteccdo de IgM para DENV nas visceras.

Diagndstico Positivo Negativo  Total
Dengue 18 91 109
N&o Dengue 0 48 48
Total 18 139

Sensibilidade 16,5% (95 % IC 1,1 —34,1)
Especificidade 100 % (95 % IC 98 — 100 %)

45

A partir dos dados inferidos a partir da Tabela 5 tem-se que a sensibilidade
(verdadeiro-positivos) do IgM nas visceras foi de 16,5% (95% IC 1,1 — 34,1 % ) e a

especificidade (verdadeiro-negativos) foi de 100 % (95% IC 98 — 100 %).

Tabela 6. Sensibilidade e especificidade de deteccdo de NS1 para DENV nas visceras.

Diagnostico Positivo Negativo  Total
Dengue 13 96 109
N&o Dengue 0 48 48
Total 13 144

Sensibilidade 12 % (95% IC 5,6 — 29,6 %)
Especificidade 100 % (95% IC 98 — 100 %)

A partir dos dados inferidos a partir da Tabela 6 tem-se que a sensibilidade do
NS1 nas visceras foi de 12 % (95% IC 5,6 — 29,6 %) e a especificidade foi de 100 % (95% IC

98 — 100 %)
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6. DISCUSSAO

Das 109 amostras de pacientes incluidas no nosso estudo, oriundas de pacientes
que foram a 6bito por suspeita de dengue nos anos de 2013 e 2014, 63 (57,80%) eram do sexo
masculino e 46 (42,20%) do sexo feminino; a maioria (61.47%) ocorreu em adultos com
idades entre 20 e 95 anos e 13 (11,93%) ocorreram em crian¢as com menos de um ano. No
Brasil, foram confirmados 629 6bitos por dengue até a semana epidemioldgica 51 de 2016.
No mesmo periodo de 2015 foram confirmados 833 dbitos (BRASIL, 2017). Até a semana
epidemiolégica 51 de 2016, foram confirmados 30 ébitos por dengue no Ceard, 13 (43,3%) do
sexo feminino e 17 (56,7%) do sexo masculino. A maioria (82,4%) ocorreu em adultos com
idades entre 36 e 98 anos e trés (17,6%) ocorreram em criancas de um més e 11 anos
(mediana de 59 anos). Quando comparados ao mesmo periodo do ano anterior, quando foram
confirmados 66 Gbitos, houve uma reducdo de 59,0% (CEARA, 2016). O perfil apresentado
no nosso estudo é semelhante aos dados notificados pela SESA-CE que apontou um maior
nimero de dbitos entre pessoas do sexo masculino e entre a faixa etaria de adultos.

Alguns fatores estdo associados com uma maior taxa de mortalidade por dengue,
como um rendimento médio per capita baixo. O acesso a melhores condicdes
socioecondmicas e de salde tém sido reconhecidas como fatores de protecdo contra a morte
ndo sé por dengue, como das doencas infecciosas de maneira geral (NGUYEN et al., 2003).
Acesso aos profissionais de salude da atencdo primaria também pode reduzir a taxa de
letalidade por dengue. Além disso, a qualidade aos cuidados prestados deve ser um fator de
risco. No entanto, é dificil determinar a influéncia da qualidade da assisténcia médica a partir
de estudos baseados em dados de atestados de Gbito (PAIXAO et al., 2015). Com essa
limitacdo, ndo foi possivel extrair maiores informacGes a respeito das condicGes de
atendimento que esses pacientes receberam nas unidades de saude antes de evoluirem a ébito
e saber se de alguma forma isso influenciou no desfecho fatal.

A classificagdo revisada da OMS, adotada no Brasil a partir de 2014, é mais
sensivel do que a classificagdo anteriormente utilizada para encerrar e classificar os casos
mais graves de dengue. A habilidade de apreciar e reconhecer os sinais de alerta da
classificacdo revisada é essencial para que os clinicos identifiquem pacientes em risco de

desenvolver a doenca severa e para determinar uma linha de acdo apropriada em cada caso
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(LIMA et al., 2013). Sendo assim, ao se identificar pacientes com dengue com sinais de
alarme e dando-lhes o suporte adequado pode-se evitar que eles evoluam a 6bito.

A confirmacdo de casos fatais de dengue sempre foi problematica porque na
maioria dos casos apenas uma amostra de sangue € obtida e a morte ocorreu em um periodo
de tempo quando resultados positivos de técnicas caras e laboriosas, como isolamento viral e
deteccdo de RNA viral, podem ser dificeis (GUBLER, 1998; JESSIE et al., 2004). O
diagnostico virologico da dengue em espécimes de tecidos também é realizado por
imunohistoquimica (HALL et al., 1991). Estas metodologias permitem a deteccdo do DENV
em amostras de visceras, com figado, baco, cérebro, pulmao, rim, coracdo, e em espécimes de
linfonodo, timo, medula éssea e pele (LIMONTA et al., 2007).

Como uma proposta de uma nova abordagem para auxiliar no diagnostico de
casos fatais de dengue alguns pesquisadores procuraram demonstrar que a utilizacdo de Kits
comerciais para deteccdo de antigeno NS1 pode ser um instrumento a mais para auxiliar no
diagndstico de casos fatais de dengue. Lima et al. (2011) avaliaram trés testes para a captura
do antigeno NS1. Um dos kits avaliados foi o ELISA Platelia NS1 (BioRad) que detectou
NS1 em 45,9% das amostras (34/74). No nosso estudo, 0 mesmo kit foi capaz de detectar NS1
em 11,9% (13/109) das amostras de visceras analisadas. Apesar destes resultados, néo
podemos inferir se esta deteccdo foi ou ndo devida a replicagdo viral in situ ou devida ao virus
presente no sangue que suporta estes tecidos.

No trabalho de LIMA et al. (2011) apenas a técnica de RT-PCR em Tempo Real
realizada nos tecidos avaliados foi mais sensivel do que o ensaio de deteccdo do antigeno
NS1. As sensibilidades de qualquer um dos trés ensaios de captura NS1 foram superiores ao
isolamento viral e a RT-PCR convencional. No nosso estudo, as técnicas de deteccdo de
anticorpo IgM por ELISA e a imunohistoquimica foram mais sensiveis do que o ensaio para
deteccdo do antigeno NS1 em amostras de visceras. Na literatura ha poucas pesquisas
realizadas para demonstrar presenca de NS1 em tecidos de dengue de casos fatais. Os tecidos
incluidos no nosso estudo, cérebro, coracdo, baco, figado, pulméo e rim, foram relatados com
presenca de DENV usando métodos imunoenziméticos e imunohistoquimicos. Os testes
imunohistoquimicos e a deteccdo de antigeno NS1 por ELISA foram os que mais
contribuiram para o diagnostico de casos fatais de dengue, conforme relatado por Aradjo et al.
(2011). Com relacéo a metodologia de ELISA para deteccdo de anticorpos IgM néo ha relatos
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da sua utilizagdo em amostras de casos fatais 0 que torna 0 nosso estudo pioneiro nessa
analise.

No estudo de Aradujo et al. (2011) os sorotipos virais circulantes eram os DENV-2
e DENV-3 que eram detectados pela reacdo de ELISA AgNS1 melhor do que os sorotipos
DENV-1 e DENV-4, que circulavam durante o periodo do presente estudo.

A melhora do protocolo realizado pelo SVO de Fortaleza aumentou a deteccéo de
casos fatais de dengue em aproximadamente cinco vezes no Ceara em 2011 e 2012, em
comparacdo com obitos relatados como suspeitos pelos servicos de salde. Esse aumento na
deteccdo das mortes pode ser atribuido a fatores como a melhora no protocolo adotado para
casos de suspeita de dengue no SVO-RF e ao papel do LACEN, que utiliza cinco técnicas de
diagnostico para sangue, liquido cefalorraquidiano e visceras. E nesse estudo a deteccdo de
antigeno NS1 foi critica (CAVALCANTI et al., 2016). O nosso estudo vem complementar e
ratificar achados de trabalhos anteriores que também mostraram a importancia de se utilizar
todas as técnicas disponiveis para o diagndstico da dengue em casos pos-mortem.

Os sinais e sintomas mais comuns em um quadro de dengue sdo febre, cefaleia,
mialgia, ndusea, prostracdo, dor retro-orbital, artralgia, exantema, dor abdominal e diarreia
(CAVALCANTI et al., 2010). Em nosso estudo, a febre foi relatada em 66,97 % dos Gbitos
de dengue. A dispneia e a tosse foram relatadas em 44,95 % e 11,92 % dos pacientes,
respectivamente. A tosse foi observada em 76,1% dos casos fatais no estudo de
CAVALCANTI et al., 2016. A convulsdo foi observada em 3,66% das mortes por dengue e
diz respeito a manifestacdes neuroldgicas em alguns quadros graves dessa doenca, como
atestado por ARAUJO et al. (2012). A comorbidade foi relatada em 4,58% dos casos fatais de
dengue, com relatos de cardiopatia, diabetes e hipertensdo, conforme relatado por PANG et
al. (2012) e THEIN et al. (2013) que associaram presenca dessas comorbidades como fatores
associados & morte. As manifestacfes clinicas encontradas no nosso estudo podem néo estar
em acordo com o que esta descrito na literatura devido a sua coleta ter sido realizada por meio
das fichas oriundas do SVO e estas, em alguns casos, séo preenchidas de maneira incompleta.
Mesmo assim, a parceria entre SVO e LACEN permite que um maior nimero de 6bitos
suspeitos por dengue seja investigado e contribui para o trabalho da vigilancia epidemioldgica
que pode organizar estratégias para tentar diminuir a ocorréncia de grande nimero de casos

fatais da doenca.
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Nos ultimos 50 anos, a dengue tem progressivamente alcancado o status de uma
pandemia, e aproximadamente 4 bilhdes de pessoas estdo em risco de infec¢do com cerca de
390 milhdes de casos e 20.000 mortes ocorrendo anualmente (MESSINA et al., 2015). Dentre
0s casos fatais chama a atencdo o numero de Obitos registrados entre as menores faixas
etarias. Durante a gravidez, o feto pode ser suscetivel a infeccdo por DENV, especialmente
durante o periodo critico de organogénese ou no final da gravidez. J& foi observado o aumento
do numero de macréfagos na placenta ou no corddo umbilical (MAROUN et al., 2008). O
ensaio imunohistoquimico ja revelou a presenca de antigenos NS1 e NS3 da dengue em
macrdfagos presentes na vilosidade placentaria e dentro da tdnica adventicia do cordéo
umbilical, bem como no endotélio das duas artérias do corddo umbilical. O NS1 é uma
proteina ndo estrutural do DENV e, portanto, indica a replicacdo do virus. A presenca das
proteinas NS1 e NS3 do DENV no macrofago e no endotélio na placenta e no cordao
umbilical sugere uma possivel transmissdo vertical do DENV (NUNES et al., 2016). No
nosso estudo, treze pacientes (11,93%) possuiam idade inferior a um ano, sendo que o
paciente com menos idade possuia apenas cinco dias de nascimento e do nascimento ao
desfecho fatal ndo se ausentou do hospital, o que corrobora a via de transmissao vertical na
infeccdo por dengue.

No estudo de DE ARAUJO et al. (2009), que avaliou casos fatais de dengue
decorrentes da epidemia de DENV no Rio de Janeiro no inicio dos anos 2000, observou-se
um aumento de caracteristicas clinicas anormais do quadro da doenca, caracterizada pela
incidéncia de envolvimento do Sistema Nervoso Central e hepatite. Neste estudo, o figado foi
0 Orgdo mais importante para a deteccdo de virus, de acordo com os quatro métodos de
diagndstico. Outros achados importantes no mesmo trabalho foram que o exame das amostras
de tecido disponiveis do baco, do rim e do pulméo deu resultados positivos em 10, 4 e 10
casos fatais, respectivamente, utilizando imunohistoquimica, e houve 58,4% de positividade
nas 77 amostras histologicas. Na populacdo do nosso estudo a imunohistoquimica, realizada
em amostras de figados, foi 0 exame que apresentou maior positividade. O figado ja foi
reconhecido como um 6rgéo alvo principal na patogénese da infeccdo por DENV, sendo a sua
replicacdo ativa nos hepatdcitos talvez a responsavel por estas descobertas (LIN et al., 2000).
Com relagdo a amostras de liquor houve uma maior positividade no exame para deteccdo de
anticorpos IgM por ELISA. J& foi provado que o DENV possui neurotropismo e demonstrado

que pode ocorrer a desagregacdo da barreira hematoencefalica em casos fatais de dengue
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(LUM et al.,1996; MIAGOSTOVICH et al.,1997). No Brasil, como as infec¢des pelo virus da
dengue continuam a ser um grande problema de salde publica levando a um consideravel
numero de desfechos fatais a comparacédo de métodos para o seu diagnostico configura como
uma potencial ferramenta para a vigilancia da doenca.

E importante se destacar as dificuldades na realizagdo de um diagndstico
laboratorial da dengue, especialmente no final da doenga. Muitas vezes iSso ocorre porque
o(s) espécime(s) disponivel(s) foram incorretamente coletados com relacdo ao curso da
dengue. No estudo de TOMASHEK et al. (2012) sete dos quinze pacientes com diagnostico
de dengue indeterminado tiveram espécimes obtidos no dia 4 ou 5 ap6s o inicio dos sintomas,
periodo em que a viremia ou a IgM anti-DENV podem ser indetectaveis. Os médicos que
atuam em areas endémicas de dengue precisam estar cientes de inclui-la em seu diagnostico
diferencial de suspeita de doenca febril aguda e que devem obter amostras de soro para testes
diagndsticos precoces (dias 1 a 3) ap06s o inicio dos sintomas. Para melhorar a precisdo
diagndstica dos pacientes que apresentam atraso, as amostras devem ser coletadas
imediatamente e uma segunda amostra coletada entre 5 a 7 dias mais tarde. Se o0s ensaios de
diagnostico mais sensiveis podem ser desenvolvidos para aumentar a precisdo diagnostica de
espécimes coletados apenas durante o periodo critico de dengue isso ainda esta por se
determinar (TOMASHEK et al., 2012). Nesse mesmo cendrio, os médicos devem estar
atentos para, em casos fatais cujos sinais e sintomas se assemelhem aos da dengue, solicitar a

coleta de amostras para a realizacdo dos testes para confirmacao laboratorial da suspeita.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel detectar anticorpo IgM nas amostras de visceras in natura.

Foi possivel detectar antigeno NS1 nas amostras de visceras in natura.

A detecgéo de anticorpos IgM apresentou uma maior positividade nas amostras de
liquor e sangue quando comparado as visceras.

A deteccdo de antigenos NS1 apresentou uma maior positividade nas amostras de

sangue quando comparado as de liquor e visceras.
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Tabela com compilado da confirmag&o laboratorial de acordo com os espécimes e as

metodologias em casos de ébitos por dengue em amostras de visceras

2013 e 2014

IgM NS1

Paciente B Cor. | Cér. F P B [Cor.|Cér.| F P

[EEN
[
[
[
1
1
1
[
1
1
1

©O©| O N| o o ] W N
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

[ERY
o
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

-
-
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

=
N

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

[EY
w
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

H
o
1
1
1
]

]

]

1
]

1
1

=
(@]

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

[EY
»
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

-
\l
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

=
oo

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

[EY
O
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

N
o
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

N
[y
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

N
+
+
+
+
+
'
'
'
'
'

N
w
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

N
D
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1




25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

63



56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

64



87

88

89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

N.R.

102

N.R.

103

N.R.

104

N.R.

105

N.R.

106

N.R.

107

N.R.

108

N.R.

109

N.R.

65

Legenda: N.R. = N&o Realizado; - = Negativo; + = Positivo; B = Bago; Cér. = Cérebro; Cor. =

Coracéo; F = Figado; P = Pulm&o.
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PARE CER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIAGAD DE TECNICAS PARA DIAGNOSTICO DE DENGUE EM AMOSTRAS
BIOLOGICAS DE PACIENTES QUE EVOLUIRAM PARA OBITO

Pesquisador: CASSLARODRIGUES ROQUE

firea Temitica:

Vers3o: 1

CA0E: 44635915.1.0000 5054

Irstituig3o Proporente: Departamento de Patologia

Patrocinador Principal: Secretaria de Saide do Estado do Ceara- SES/CE

DADOS DO PARECER

Nirnero do Parecer: 1.086.121
Data da Relatoria: 28/05/2015

Apresentagio do Projto:

Trata-se de um estudo com vistas 3 andlise da validagdo e comparagdo do desempenho dos varos testes
para diagnéstico da dengue com os diverso s tipos de amostras & fundamental para sua impleme ntagdo nos
diversos cenarios clinico s, epidemmioldgicos e

laboratonais. Como existemn muitos testes disponiveis no mercado e que podem ser realizados em
diferentes materais de pacientes faz-se

necessario a realizagdo desse estudo para avaliar o desempenho de testes em amostras bioldgicas de
pacientes que foram a dbitos por dengue, ja

que esses instrumentos s3o essenciais na conimagdo da causa da morte do pacients e ha poucos estudos
no Brasil que avaliem esse

Obptivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

fosaliar a sensibilidade de testes |aboratoriais para diagnd stico de dengue em variadas amostras bioldgicas
de pacientes que ewluiram para dbito.

Objetive Secundario:

Identificar em quais amostras bioldgicas de pacientes que ewluiram para dbite a sensibilidade diagnéstica &
maior.|dentifcar quais testes

Enderogo: R Cel. Nures de Melo, 1000

Ealrmo:  Redolv Tedflo CEP. a0.«-Z75
UF: CE Munioiplo: FORTALEZA
Telefone: @555+ R @93Z5>=0 Emall: comepe@uizhr
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laboratoriais s30 mais sensiweis para diagndstico de dengue em pacientes que ewluiram para obito. faliar
a sengbilidade entre kits diagndstico s de
diferente s empre s3s e que sdo utilizados para a dete cgdo do mesmo componente viral.

Avaliagio dos Riscos e Bereficios:

Riscos:

No presente estudo serdo utilizadas somente as amostras de pacientes que ewluiram para obito por
suspeita de infecgdo por dengue recebidas no

Laboratério Central de Salde Piblica do Ceara (LACEN/CE), para esclarecimento diagndstico. Ndo
entraremos em contato com os pacientes,

portanto 05 mesmos ndo estardo sujeitos a Ascos.

Beneficios:

Acrescentar 3 literatura informagdes sobre o desempenho de exames |aboratoriais para diagndstico de
dengue em varas amostras de pacientes que

foram a obito, tendo em vista que poucos trabalhos s30 realizados nessa finalidade.

Comentarios e Consideragdes sobrea Pesquisa:

Pesquisa importante para aprimoramento dos métodos de diagnostico da dengue, em fung@o da extrema
relexdncia epidemioldgica dessa doenga.

Consideragdes sobre os Termos de apresertag3o cbrigatoria:
Dentro das normas

Recomendagdes:

Sem recomendagdes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de hadequagdes:

Sem pendéncias

Situmag3 o do Parecer:

Forovado

Necessita A preciag3o da CONEP:

Nio

Consideragdes Finais a critério do CEP:

0 CEP informa que a partir desta data de aprovagdo, & necessario o envio de relatdrios parciais
(anualmente), e o relatério final, quando do témino do estudo.

Enderego: RumCel. Nures de Melo, 1000
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UF: CE Munioiplo: FORTALEZA
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