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RESUMO

A dengue é considerada a mais importante arbovirose no mundo em termos de morbi-
mortalidade, causando 50 a 270.000.000 de infecg¢Ges por ano, dos quais 2.000.000 de casos
evoluem para as formas mais graves e 21.000 resultam em morte. As manifestacdes clinicas
variam desde formas assintomaticas e sindrome febril indiferenciada a quadros hemorragicos
graves. Considerando-se que a dengue possui um amplo e inespecifico espectro clinico, torna-
se dificil distingui-la de outras doencas, utilizando apenas critérios clinicos e epidemiologicos.
H& uma grande prevaléncia de pacientes com quadro de dengue ndo confirmado
laboratorialmente em epidemias, havendo necessidade de pesquisar outros possiveis agentes
etiologicos responsaveis por estes casos a fim de se adotar medidas terapéuticas precoces e
efetivas. O presente estudo apresentou como objetivo identificar casos de leptospirose e
hantavirose nos pacientes com quadro dengue-simile. Foram avaliados 93 pacientes, com
quadro clinico de dengue, atendidos em hospital de referéncia no Estado do Ceara, no periodo
de janeiro a setembro de 2012. As amostras foram avaliadas para dengue através do teste
imunocromatografico NS1, ELISA-IgM e RT-PCR. As amostras negativas para dengue foram
testadas para leptospirose, através de ELISA-IgM e PCR, e para hantavirose, através da
reacdo de RT-PCR. Todas as amostras do estudo foram testadas para hantavirus através de
ELISA-IgM e ELISA-IgG. Dos 93 pacientes avaliados para dengue, 48 (51,6%) foram
positivos por pelo menos um dos testes utilizados. Dos 45 pacientes com resultados negativos
para dengue, 13 (28,8%) foram positivos para leptospirose, sendo 5 por ELISA IgM e 8 por
PCR. Um (1,07%) paciente foi positivo para hantavirus, através de ELISA IgM e 30 (31,6%)
foram positivos pelo ELISA-1gG. Trinta e dois (32,2%) pacientes permaneceram negativos
nos testes realizados para dengue, leptospirose e hantavirus, ndo tendo sua etiologia revelada.
Desta forma, em epidemias de dengue, os casos de leptospirose e hantavirose podem estar
sendo subdiagnosticados e confundidos com a dengue, levando a tratamentos inadequados.
Além destes, outros agentes etioldgicos devem estar envolvidos, sendo necessarias maiores
investigacOes para se definir suas etiologias e as reais prevaléncias dessas patologias no
Estado.

Palavras-chave: dengue, leptospirose, hantavirus, sindrome febril, diagndstico diferencial.



ABSTRACT

Dengue is considered the most important arbovirus in the world in terms of morbidity and
mortality, causing 50-270,000,000 infections per year, of which 2,000,000 cases progress to
more severe forms and 21,000 result in death. Clinical manifestations range from
asymptomatic and undifferentiated febrile syndrome to severe hemorrhagic. Considering that
dengue has a wide range and nonspecific clinical spectrum, it is difficult to distinguish it from
other diseases, using only clinical and epidemiological criteria. There is a high prevalence of
patients with a non-laboratory confirmed dengue in epidemics, there is a need to investigate
other possible etiologic agents responsible for these cases in order to take early and effective
therapeutic measures. This study aimed to identify cases of leptospirosis and hantavirosis in
patients with dengue-like syndrome. Therefore, we evaluated 93 patients, with clinical
suspicion of dengue, recruited during January-September in 2012, in the State of Ceard. The
samples were tested for dengue through NS1 immunochromatographic, ELISA-IgM and RT-
PCR. Dengue negative samples were tested for leptospirosis, through ELISA-IgM and PCR,
and for hantaviruses, through RT-PCR. All the samples from this study were tested for
hantavirus by ELISA-IgM and ELISA-IgG. Of the 93 patients evaluated for dengue, 48
(51,6%) were positive for at least one of the tests. Of the remaining 45 patients with negative
results for dengue, 13 (28,8%) patients were positive for leptospirosis, 5 by ELISA-IgM and 8
by PCR. One (1,07%) patient was positive for hantavirus by ELISA IgM and 30 (31,6%) were
positive by ELISA-IgG. Thirty two (32,2%) patients remained negative in tests for dengue,
leptospirosis and hantavirus, not having revealed its etiology. Thus, in epidemics of dengue,
leptospirosis and hantaviruses cases were underdiagnosed and confused with dengue, leading
to inappropriate treatment. Besides these, other etiologic agents should be involved, requiring
further investigation to define its etiology and the actual prevalence of these pathologies in
State.

Keywords: dengue, leptospirosis, hantavirus, febrile syndrome, differential diagnosis.
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1 INTRODUCAO
1.1 Dengue
1.1.1 Epidemiologia

A dengue é considerada a mais importante arbovirose no mundo em termos de morbi-
mortalidade (GUZMAN et al., 2010; GUZMAN; KOURI, 2003). Atualmente, estima-se que
ocorrem de 50 a 270.000.000 infecc¢des por dengue anualmente, das quais 2.000.000 de casos
evoluem para as formas mais graves e 21.000 resultam em morte (WHO, 2009). A maioria
dos casos de dengue é assintomatica, assim, pessoas com doenca leve podem ndo procurar
atendimento médico e, consequentemente, o nimero real de casos de dengue ser subestimado
(GOMEZ; WILLOQUET, 2009).

Aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas, ou 40% da populagcdo do mundo vive em
areas onde ha um risco de transmissdo de dengue (Figura 1). Os sorotipos do virus dengue
(DENV) sdo encontrados em regides tropicais e subtropicais em todo o mundo. A dengue é
endémica em pelo menos 100 paises na Asia, no Pacifico, nas Américas, na Africa e no
Caribe (GUZMAN et al., 2010; SAN MARTIN et al., 2010; WHITEHORN; FARRAR,
2010). Depois de décadas de auséncia nos Estados Unidos (EUA), a dengue surgiu
recentemente com casos adquiridos localmente com o estabelecimento de endemicidade em
territorios tropicais dos EUA, como por exemplo, em Porto Rico (MORENS; FAUCI, 2008).
A dengue ndo ocorre naturalmente na Europa, mas condi¢fes adequadas para transmiss@o
podem aumentar o risco de infeccdo, como por exemplo, o estabelecimento da populagéo do
mosquito e a presenca de estrangeiros infectados (EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE
PREVENTION AND CONTROL, 2007). Impulsionada por estes fatores, a recente epidemia
na llha da Madeira (Portugal), em 2012, apresentou 966 casos confirmados laboratorialmente
(SOUSA et al., 2012). Esta foi a primeira epidemia de dengue na Europa desde a década de
1920, quando ocorreu uma epidemia na Grécia, onde 0 mosquito havia sido introduzido a
menos de meia década (ALMEIDA et al., 2007).

Nas regifes tropicais e subtropicais, a dengue é endémica, ocorrendo todos 0s anos,
geralmente durante a temporada de chuva, quando as populagbes de mosquitos Aedes
encontram condigdes favoraveis para sua reproducdo. Para ocorrer uma epidemia de dengue €
necessaria a coexisténcia de uma série de fatores: presenca de mosquitos vetores, grande

nimero de pessoas sem imunidade a um dos sorotipos virais e a oportunidade de contato entre
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os dois. Além desses, outros fatores importantes na epidemiologia global da dengue incluem:
mudancas demogréficas, crescimento da populagdo, tendéncias econdmicas, aumento do
tamanho da populacéo urbana e da densidade devido a migracéo rural-urbana, modernizagédo
do transporte com o aumento do fluxo de pessoas, vetores e patdgenos e mudancas nas
politicas de salde publica (BARRETO; TEIXEIRA, 2008; COSTA; TEIXEIRA, 1999;
KUNO, 1995; TEIXEIRA; BARRETO, 1996; TEIXEIRA et al., 1999).

Figura 1 - Areas de risco pela infecgio do virus dengue.

/—x

P

- Areas de risco de infecgc3o

Fonte: WHO, 2009

Descrigdes do quadro clinico de epidemias compativeis com a dengue estdo
registradas desde 610 d.C. Surtos epidémicos de doenca febril aguda na india Francesa, em
1635, e no Panama, em 1699, tém sido atualmente relacionados a dengue. Considera-se que as
ocorréncias mais bem documentadas antes do isolamento do agente etiolégico sdo as da
Filadélfia (1778) e do Egito (1779) (MARTINEZ-TORRES, 1990 apud BARRETO;
TEIXEIRA, 2008). Quando os meios de transportes eram mais lentos que os atuais, um
mesmo sorotipo persistia circulando em determinada area por alguns anos, causando surtos
epidémicos periodicos, modulados pela reposicdo da populacdo de individuos suscetiveis
(GUBLER, 1997).

Apols a Segunda Guerra Mundial, a dengue passou a exibir caracteristicas mais
severas, pois esse evento proporcionou a circulacdo de diferentes sorotipos em uma mesma

regido, além de mudangas ecoldgicas e demograficas significativas que facilitaram a
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transmisséo e disseminacdo da dengue (KUNO, 2007). Em 1953, nas Filipinas, foi registrado
0 primeiro surto de febre hemorragica da dengue (FHD), confundido na época com outras
febres hemorragicas, mas a confirmagdo de que se tratava do DENV s0 se deu em 1958
(MARTINEZ-TORRES, 1990).

Desde 1846, ha relatos de epidemias de dengue no Brasil ocorridas em Sao Paulo e
Rio de Janeiro, mas as primeiras citacdes na literatura cientifica datam de 1916, na cidade de
Sao Paulo, e em Niter6i no ano de 1923 (MEIRA, 1916 apud BARRETO; TEIXEIRA, 2008;
PEDRO, 1923 apud BARRETO; TEIXEIRA, 2008). A primeira evidéncia de ocorréncia de
epidemia de dengue no Brasil é de 1982, quando foram isolados os sorotipos DENV-1 e
DENV-4, em Boa Vista, Roraima (MALAVIGE et al., 1984). DENV-1, DENV-2 e DENV-3
foram introduzidos no Rio de Janeiro em 1985, 1990 e 2000, respectivamente, e se
espalharam por todo o pais. Em 2005, o DENV-4 foi isolado de casos de FHD em Manaus
(FIGUEIREDO et al., 2008). Em julho de 2010, o sorotipo 4 foi isolado novamente em
Roraima, apds 28 anos da sua auséncia no Estado (TEMPORAO et al., 2011). Desde 1996, a
dengue deixou de ser uma doenca intermitente e passou a ocorrer a cada ano (LINDOSO;
LINDOSO, 2009).

O Estado do Ceara é um dos mais importantes em termos de nimeros de notificacdes,
sendo o segundo Estado do Brasil a apresentar o maior indice de casos (CUNHA et al., 1998;
CAVALCANTI et al., 2010). Até 0 momento, foram registrados 6 picos epidémicos nos anos
de 1987, 1994, 2001, 2008, 2011 e 2012 (VASCONCELOS et al., 1998; CEARA, 2013;
Figura 2).
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Figura 2 - Gréafico de distribuicdo da incidéncia dos casos de dengue no Estado do Ceara desde a
sua primeira epidemia.
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Fonte: SESA/COMPROM/NUVEP, 2014

A notificacdo dos casos no Estado iniciou-se desde 1986, ap6s isolamento do sorotipo
DENV-1. Os primeiros casos confirmados de FHD ocorreram em 1994, com o isolamento do
DENV-2 (SOUZA et al., 1995; VASCONCELOS et al., 1995; CEARA, 2014). Até 2001, co-
circularam os sorotipos DENV-1 e DENV-2. Em 2002, foi isolado o DENV-3 no Estado que
predominou durante 2003 até o ano de 2006, quando em 2007 o DENV-2 voltou a circular no
Ceara com alta taxa de isolamento até 2009. Em 2010, o DENV-1, cuja entrada no Ceara se
deu em 1986, ap6s um siléncio epidemioldgico re-circulou no Estado com taxa de isolamento
maior do que 98%. Finalmente, no fim de 2011, foi isolado pela 12 vez no Estado o DENV-4,

principal responsavel pelas epidemias atuais (CEARA, 2014; Figura 3).
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Figura 3 — Percentual de isolamento para dengue por sorotipo viral no Ceara.
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No Ceard, os reservatorios infestados sdo principalmente aqueles utilizados para o
armazenamento de 4gua, como caixas d’agua, tambores, potes de barro e tanques. Além disso,
nos ultimos anos, o Estado tem registrado casos em todos os meses do ano com predominio
no primeiro semestre do ano (CEARA, 2014). Em 2012, foram confirmados 51.915 casos de
dengue em 167 (90,7%) municipios, com a circulacdo de DENV-1 e DENV-4 (CEARA,

2014).

Até o momento, ndo existem vacinas licenciadas para a prevencdo de dengue, nem
terapias especificas para deter ou limitar a replicacdo do virus ou mesmo modular a gravidade
dos sintomas dos pacientes afetados, o diagndstico preciso e precoce € essencial para uma
vigilancia eficaz e para a instituicdo adequada de medidas de controle (HU et al., 2011;
TRICOU et al., 2010). Na auséncia de uma vacina segura e eficaz contra a dengue, todas as
medidas para controle da doenca sdo dirigidas ao transmissor (WHO, 2009). Porém, ha uma
grande dificuldade de controle deste, visto sua extraordindria competéncia na escolha de
locais para oviposicdo (GADELHA; TODA, 1985). O uso de agentes quimicos, como
inseticidas, em depositos de agua que ndo podem ser eliminados ou manejados vem sendo
racionalizado devido a perspectiva de uma longa convivéncia com o vetor (PAN-
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 1994). Neste sentido, o controle bioldgico tem
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sido incentivado, como a utilizagdo de espécies de peixes larvofagos no controle das larvas
destes insetos (PAMPLONA et al., 2004).

1.1.2 Agente etioldgico

O género Flavivirus da familia Flaviviridae contém mais de 70 virus, muitos dos quais
sdo importantes patdgenos humanos, causando grandes ameacas a salde publica mundial. Um
dos principais virus deste género é o DENV responsavel por um grande numero de infeccbes
e mortes a cada ano (ZOU et al.,, 2011). O virus possui 4 sorotipos, estreitamente
relacionados, porém antigenicamente distintos: sorotipo dengue 1, 2, 3 ou 4 (DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4) (HENCHAL; PUTNAK, 1990; GUBLER, 1998;
HALSTEAD, 2007).

O genoma viral é formado por uma fita simples de RNA de polaridade positiva,
apresentando comprimento aproximado de 11 kilobases (Kb). Estruturalmente, o virus
caracteriza-se por ser envelopado e esférico, com um capsideo icosaédrico revestindo o RNA
viral. Cercando o nucleocapsideo, esta uma bicamada lipidica contendo proteinas. O genoma
do DENV codifica suas proteinas na seguinte ordem: 5°-C-prM(M)-E-NS1-NS2A-NS2B-
NS3-NS4A-NS4B-NS5-3’ (CHAMBERS et al., 1990; LODEIRO et al., 2009). A traducéo
do genoma do virus gera um precursor de uma grande poliproteina, que é processado pelas
células do hospedeiro e pelas proteases virais, que originam as 10 proteinas do virus maduro
(CHAMBERS et al., 1990; DUSSART et al., 2006; LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

O DENV possui 3 proteinas estruturais [Capsideo (C), pré-membrana (prM) e de
envelope (E)] que estdo envolvidos principalmente na formagao dos componentes do virus e 7
proteinas ndo estruturais (NS1, NS2a, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) gque sdo 0s principais
responsaveis pela replicacdo viral (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007; Figura 4). A
glicoproteina E possui conformacdo tridimensional, importante para a exposicdo dos
determinantes antigénicos virais. Os anticorpos especificos contra o virus reconhecem 0s
epitopos da proteina E, promovendo lise do envelope ou bloqueio de seus receptores. Essa
acdo resulta na neutralizacéo viral, uma vez que a entrada do virus na célula através da ligacao
do virus ao receptor de membrana é mediada pela proteina E. Os epitopos de E sdo os mais
importantes determinantes antigénicos do virus e, por isso, definem a producgéo de anticorpos
especificos para o sorotipo viral (CHAMBERS et al., 1990; NAVARRO-SANCHEZ et al.,
2003; MILLER et al., 2008). A proteina prM possui diferentes conformagdes no DENV

imaturo e maduro. O peptideo “pr” a partir de prM € clivado durante a maturagdo e M
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permanece na particula madura como uma proteina transmembrana. A clivagem da proteina
prM funciona como pré-requisito para aquisicdo da infectividade do virus, visto que os
epitopos da proteina E ficam livres para exercer sua atividade (JUNJHON et al., 2010).

Dentre as proteinas ndo estruturais, a NS1 € uma glicoproteina altamente conservada.
Ela possui atividade na maturacdo viral e é encontrada na superficie, ligada & membrana da
célula infectada e secretada no espaco extracelular (CHAMBERS et al., 1990; MACKENZIE;
SCHLESINGER et al., 1990; JONES; YOUNG, 1996; KUMARASAMY et al., 2007). A
forma hexamérica sollvel dessa proteina € também encontrada circulando no soro de
pacientes na fase aguda, por isso tem sido utilizada para diagnostico precoce de dengue
(CROOKS et al., 1994; FLAMAND et al.,1999; YOUNG et al., 2000a). Em relacdo as
demais proteinas ndo estruturais, a NS3 é uma serina protease e uma helicase dependente de
ATP requerida durante o processamento da poliproteina viral, a NS5 é uma metiltransferase e
uma RNA polimerase dependente de RNA, NS2b que é um cofator para a atividade de
protease da NS3 e a NS4b tem sido implicada no bloqueio da resposta pelo interferon (IFN).
As demais proteinas ndo estruturais, NS1, NS2a e NS4a, tem funcdes ainda desconhecidas
(PERERA; KUHN, 2008).

Figura 4 - Estrutura gendmica do virus dengue.
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1.1.3 Transmissao

O virus dengue é um arbovirus, necessitando de um vetor artropode para ocorrer sua
transmissdo aos seres humanos. Esta ocorre através da picada de fémeas dos mosquitos do
género Aedes, infectadas por um dos sorotipos. As espécies de maior importancia mundial
envolvidas na transmissdo sdo A. aegypti e A. albopictus (HENCHAL; PUTNAK, 1990;
Figura 5). Os mosquitos infectam-se apos alimentarem-se de individuos na fase virémica ou
por transmissdo transovariana, no qual estes artropodes podem transmitir os virus diretamente
para a prole (JOSHI; MOURYA; SHARMA, 2002; ARUNACHALAM et al., 2008;
GUZMAN; ISTURIZ, 2010). No mosquito infectado, o virus passa do trato intestinal para as
glandulas salivares apds um periodo de incubagdo extrinseco que dura cerca de 10 dias
(WATTS et al., 1987).

Figura 5 - Aedes aegypti durante repasto sanguineo.

A deteccdo de anticorpos anti-dengue nos soros de primatas ndo humanos em floresta
ou em regides escassamente povoadas na Asia e na Africa sugere que esses animais estio
envolvidos na transmissdo enzodtica do virus, porém a relacdo deste fendmeno com a
infeccdo humana é desconhecida (RUDNICK; MARCHETTE; GARCIA, 1967). Seres
humanos podem ser infectados de primatas ndo humanos, sob certas condi¢des de laboratorio
(BENTE; RICO-HESSE, 2006).

O Aedes é um vetor eficiente por varias razdes, como por exemplo, ser altamente
suscetivel ao virus dengue, se alimentar preferencialmente de sangue humano, se desenvolver

na proximidade destes, se alimentar durante o dia e ter sua picada quase que imperceptivel.
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Além disso, estes mosquitos se alimentam varias vezes durante um mesmo ciclo, aumentando
as chances de infecgdo (PLATT et al., 1997; HARRINGTON; EDMAN; SCOTT, 2001).

Embora o A. aegypti seja o principal transmissor do DENV, o A. albopictus tem se
expandido cada vez mais nos territorios brasileiros. O A. albopictus, originario da Asia, foi
introduzido no Brasil por navios mercantes (FORATTINI, 1986). Apenas 4 Estados
brasileiros ainda ndo registraram a presenca dessa espécie: Amapa, Acre, Piaui e Sergipe
(SANTOS, 2003; BALESTRA et al., 2008; AGUIAR et al., 2008; MARTINS et al., 2010).
Embora a maior parte dos Estados brasileiros tenha relatado sua presenca, o A. albopictus
ainda ndo foi incriminado por surtos de dengue no Brasil. Entretanto, a sua crescente
adaptacdo ao ambiente urbano o torna um potencial vetor dos virus da dengue nas populacdes
humanas (MARTINS et al., 2006).

1.1.4 Manifestacdes clinicas

As caracteristicas clinicas de dengue variam muito, de acordo com a idade do paciente
e estado imunolodgico, e podem ser classificadas em 4 apresentacGes: dengue classica (DC),
FHD, sindrome do choque da dengue (SCD), e outras sindromes incomuns, tais como a
encefalopatia e insuficiéncia hepética fulminante que, no Brasil, foi classificada como dengue
com complicagfes (DCC) (INNIS, 1995; WHO, 2009; ISTURIZ; GUBLER; FERREIRA et
al., 2005, BRASIL, 2011a). Alguns casos podem apresentar sinais clinicos incomuns,
envolvendo o sistema nervoso central (ARAUJO et al., 2011; ARAUJO et al., 2012).

Tipicamente, a DC é uma doenca febril aguda caracterizada por cefaleia frontal, dor
retroorbital, mialgia, artralgia, nauseas, vémitos e erittma (COBRA et al., 1995;
KALAYANAROQJ et al., 1997). Esta forma clinica é uma doenca aguda e auto-limitante,
que dura aproximadamente 4 ou 5 dias. A fase de convalescéncia geralmente ocorre de forma
espontanea, mas pode ser prolongada e acompanhada por astenia e depressdao. Na DC,
manifestacdes hemorragicas espontaneas ndo sao comuns de ocorrer, porém a prova do lago
positiva pode ser encontrada. Em relacdo aos dados laboratoriais inespecificos, sdo frequentes
plaquetopenia, leucopenia e elevagdo das enzimas hepéticas (KALAYANAROOQ] et al., 1997,
TROFA et al., 1997; GUBLER, 1998; SENEVIRATNE; MALAVIGE; SILVA, 2006;
JAHAN, 2011).

A FHD ¢ definida como uma doenca febril aguda, com hemorragias, plaquetopenia e
evidéncia de extravasamento plasméatico demonstrado por hemoconcentragdo (hematocrito

aumentado em pelo menos 20% do valor basal), derrame pleural ou hipoalbuminemia ou
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hipoproteinemia (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 1994). A principal
alteracdo fisiopatoldgica que determina a severidade do quadro de FHD é o extravasamento
do plasma que ocorre atraves das lacunas endoteliais, sem necrose ou inflamacéo do endotélio
capilar (CHATURVEDI; DHAWAN; MUKERJEE, 1997). Alguns sinais, conhecidos como
sinais de alarme, indicam uma possivel evolucdo da doenga para esta forma mais grave. Estes
sinais consistem em dor abdominal intensa e continua, vomitos persistentes, hipotensédo,
hepatomegalia, hemorragias importantes como a hematémese e/ou melena, sonoléncia e
irritabilidade, diminuicdo da diurese, aumento do hematdcrito, queda abrupta de plaquetas e
desconforto respiratério (WHO, 2009; BRASIL, 2011a). Manifestagdes hemorrégicas
espontaneas estdo presentes na maioria dos casos e mais de 50% dos pacientes apresentam
prova do laco positiva (KALAYANAROQ)J et al., 1997).

A SCD é definida como uma FHD com sinais de insuficiéncia circulatoria, incluindo
pulso fraco (< 20 mm Hg), hipotensdo ou choque. O figado pode ser palpavel e as enzimas
hepéticas estdo normalmente muito alteradas (RIGAU-PEREZ, 1997). Os sinais de alerta para
choque iminente sdo dor abdominal continua e intensa, vomitos persistente, agitacdo ou
letargia e uma subita mudanca na temperatura, da febre para hipotermia, com sudorese e
prostracao.

A DCC é todo caso grave que ndo pode ser classificado como FHD por ndo preencher
todos os critérios de FHD descritos pela Organizagdo Mundial de Satde (OMS). Os sinais e
sintomas mais frequentes da DCC sdo: alteracbes neuroldgicas, insuficiéncia hepatica,
hemorragia digestiva volumosa, disfuncdo cardiorrespiratoria, derrame pleural, pericardico e
ascite; plaquetopenia inferior a 20.000/mm?® contagem de leucécitos <1.000/mm?®, ou
qualquer caso suspeito de dengue fatal que ndo possua todos 0s requisitos para a classificacao
final de FHD (BRASIL, 2011a).

Esta classificacdo em 4 apresentacdes clinicas diferentes, proposta em 1974 e revisada
em 1997, apresenta alguns problemas praticos, visto que a classificacdo de alguns pacientes
graves depende de resultados de laborat6rio, uma préatica que pode levar a categorizar 0s casos
graves como DC por falta de critérios. Desta forma, em 2009, a OMS propds uma
classificagdo, baseada nos resultados do estudo multicéntrico “DENCO” (DENgue COntrol).
Esta nova classificacdo simplificada apresenta uma maior aplicabilidade pratica baseada na
avaliacdo clinica e nos exames laboratoriais amplamente disponiveis, dividindo os casos de
dengue em 2 categorias de gravidade: dengue (com ou sem sinais de alerta) e dengue grave
(WHO, 2009; VERDEAL et al., 2011; ANDRADE et al., 2014; ALEXANDER et al., 2011;
Figura 6).



Figura 6 — Nova classificacdo de dengue e seus sinais de alerta.
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1.1.5 Patogénese

Na pele, os virus dengue infectam as células dendriticas imaturas que migram e
amadurecem nos linfonodos regionais, onde apresentam o0s antigenos virais as células T,
iniciando as respostas da imunidade celular e humoral (WU et al., 2000). Nas células do
parénquima do figado e nos macréfagos dos ganglios linfaticos, figado e baco, bem como nos
monacitos do sangue periférico hd uma abundante replicacdo viral (JESSIE et al., 2004). A
partir desse ponto, a infeccdo pode evoluir para formas mais graves, ou ndo, da doenga.

Vérias hipoteses foram propostas no intuito de esclarecer a patogénese da dengue,
apesar de que nenhuma, isoladamente, ser capaz de explicar os mecanismos envolvidos
(HEMUNGKORN; THISYAKORN; THISYAKORN, 2007).

InfeccBes secundérias sao mais provaveis de resultar em doenca grave (THEIN et al.,
1997; VAUGHN et al., 2000). Isto é explicado pela teoria do aumento da infeccdo dependente
de anticorpos, onde ap6s um periodo inicial de protecdo cruzada, anticorpos adquiridos em
infeccBes prévias por um determinado sorotipo do virus dengue ndo seriam mais
neutralizantes ou teriam titulos muito baixos para neutralizarem o sorotipo responsavel pela
infeccdo atual. Estes anticorpos se ligariam a outros epitopos do sorotipo responsavel pela
infeccdo atual, comuns aos 4 sorotipos virais, mas ndo o neutralizaria, formando entéo,

complexos virus-anticorpos que facilitariam a penetracdo do virus nas células monocitarias.
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As células mononucleares expressam na sua superficie receptores para a por¢do Fc das
imunoglobulinas, facilitando assim a internalizacdo dos complexos virus-anticorpos. Esta
facilidade de penetracdo do virus nestas células resulta em uma maior carga viral, maior
intensidade da resposta imune com a liberacdo de citocinas e aminas vasoativas
(HALSTEAD, 1988; KURANE, 2007; VAUGHN et al, 2000; SULLIVAN, 2001). Os titulos
mais elevados dessas citocinas podem resultar numa ativagdo amplificada da cascata do
complemento, causando disfuncdo endotelial, destruicdo de plaquetas e consumo dos fatores
de coagulacdo, que resultam em perda de plasma e manifestacbes hemorragicas, resultando
em formas mais graves da doengca (KURANE; TAKASAKI, 2001; LEI et al., 2001). Alguns
estudos sugerem que os anticorpos anti-NS1 reagem de forma cruzada com as plaquetas e
células endoteliais, resultando na disfuncdo endotelial e ativacdo do complemento
(AVIRUTNAN et al., 2006; LIN et al., 2006).

A teoria de Rosen, proposta em 1977, estd baseada na viruléncia viral para explicar a
patogénese da FHD. Segundo esta, as formas graves da doenca estavam associadas a algumas
cepas virais com maior viruléncia, adquiridas a partir de mutacdes em seus genotipos. Essa
viruléncia teria se originado de mutacfes genéticas decorrentes de replicacdes sucessivas em
hospedeiros habitantes de localidades em periodos de hiperendemicidade e circulacdo de
multiplos sorotipos concomitantemente (GIBBONS; VAUGHN, 2002).

Outra grande hipdtese que tenta explicar a patogénese da FHD é a teoria integral da
multicausalidade que sustenta que a FHD ocorre como consequéncia de fatores complexos e
intrincados nos quais aspectos relacionados ao virus, ao hospedeiro e a epidemiologia
participam. Os fatores virais consistem na viruléncia da cepa, o sorotipo envolvido, mutagdes
no gendtipo viral; ja os fatores de risco individual incluem idade, sexo, estado nutricional,
infeccdo secundaria e a imunocompeténcia do individuo; e os fatores de risco
epidemioldgicos sdo o numero de individuos susceptiveis, alta densidade vetorial, circulacdo
de diferentes sorotipos e hiperendemicidade. Segundo essa hipotese, a intercessao dos trés
grupos de fatores leva & FHD epidémica (GUZMAN; KOURI, 2003).

Algumas caracteristicas do hospedeiro foram notificadas como fatores de risco para
FHD / SCD, como a idade, onde o risco mais elevado observado em criangas; doencas
crénicas, como asma bronquica, diabetes mellitus e anemia falciforme; etnia, sendo que o
maior risco € observado nos brancos em comparacdo aos negros; e fatores genéticos
(GONZALEZ et al., 2005; SIERRA et al., 2006; GUZMAN et al., 2002). Em relacdo aos

fatores genéticos, varios estudos epidemioldgicos indicaram componentes importantes na
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susceptibilidade a doenca, como alguns alelos HLA de classe | e 1l que estdo associados ao
desenvolvimento de dengue hemorréagica (STEPHENS et al., 2002; LAFLEUR et al., 2002).

1.1.6 Diagnostico

O diagnostico laboratorial especifico da dengue é essencial para o diagndstico
conclusivo, diferenciando-a de outras sindromes febris tropicais. Existem diferentes testes
capazes de diagnosticar a infeccdo pelo DENV, como o isolamento viral (IV), deteccdo de
anticorpos sericos especificos, deteccdo de antigenos e RNA viral no plasma, soro e em
tecidos (GUBLER, 1998).

Durante a fase aguda da doenca, no periodo virémico, os meétodos diagnosticos
recomendados sdo o IV, amplificacdo do RNA viral e deteccdo de NS1. No final da fase
aguda, o diagndstico soroldgico é o método de escolha (WHO, 2009).

O IV é uma das técnicas mais especificas que possibilita a identificacdo do sorotipo do
virus dengue. Esta técnica é considerada o padrao ouro para o diagnostico da infeccéo, porém
necessita que as amostras clinicas dos pacientes sejam coletadas entre 0 1° e o 5° dia de febre
que corresponde ao periodo virémico (ARAUJO, 2006). O IV pode ser a partir de inoculagio
em cérebro de camundongo; inoculacdo intratoracica em mosquitos; cultivo em células de
mamifero e cultivo em células de mosquito (GUBLER, 1998). A principal linhagem celular
utilizada para cultivo do DENV é a C6/36 do mosquito A. albopictus, embora outras
linhagens celulares de mosquitos (A. pseudoscutellaris AP61) e mamiferos (células Vero,
células LLC-MK2 e células BHK21) também possam ser utilizadas (SINGH; PAUL, 1968;
RACE; WILLIAMS; AGOSTINI, 1979). Apdés um periodo de incubacdo que permita a
replicacdo do virus nas células escolhidas, a identificacdo viral € realizada utilizando
anticorpos monoclonais especificos para cada sorotipo do DENV em ensaios de
imunofluorescéncia e PCR (HENCHAL et al., 1983; VORNDAM; KUNO, 1997; KAO et al.,
2001; GUZMAN; KOURI, 2004).

Ultimamente os testes de deteccdo do acido nucléico viral estdo sendo bastante
utilizados no diagnostico e na pesquisa devido a sua alta sensibilidade e especificidade.
Dentre as técnicas de amplificacdo, as mais realizadas para diagnéstico do DENV sdo: RT-
PCR (MORITA; TANAKA; IGARASHI, 1991; LANCIOTTI et al., 1992), nested RT-PCR
(LANCIOTTI et al., 1992), one-step multiplex RT-PCR (HARRIS et al., 1998) e gRT-PCR
(CHIEN et al., 2006). O RT-PCR é uma ferramenta que estd revolucionando os testes
laboratoriais, devido sua simplicidade e rapidez (SANTOS et al., 2008; SAXENA et al.,
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2008). A sensibilidade do RT-PCR, em comparacdo ao IV, varia entre 25% e 79%,
dependendo do sorotipo em questio (RAENGSAKULRACH et al., 2002). O gRT-PCR
permite a quantificacdo da carga viral, onde a detec¢do do gene alvo amplificado por sondas
fluorescentes substitui a necessidade de eletroforese na etapa pos-amplificacdo. Técnicas de
RT-PCR multiplex e gqRT-PCR multiplex foram desenvolvidas para a identificagdo de
quaisquer um dos quatro sorotipos em uma Unica reacdo, tornando-se uma importante
ferramenta que pode ser utilizada em investigacdes epidemiolégicas e no planejamento de
estratégias no controle contra o virus (LANCIOTTI et al., 1992; JOHNSON; RUSSELL,;
LANCIOTTI, 2005; KONG et al., 2006; CHIEN et al., 2006).

Os antigenos de dengue podem ser detectados nos tecidos, tais como figado e bago,
utilizando uma enzima e um substrato colorimétrico com anticorpos que se ligam a antigenos
especificos de dengue. Um dos antigenos de grande interesse comercial para producdo de
novos testes diagndsticos é a proteina NS1 que além de ser uma das primeiras proteinas a ser
produzida pelos virus, é secretada na forma livre na corrente sanguinea, sendo de facil
deteccdo. Desta forma, muitos testes foram desenvolvidos para diagnosticar infecces pelo
DENV utilizando NS1, como os testes imunoenzimaticos (ELISA) e imunocromatograficos
(SHU et al., 2002; XU et al., 2006). O ELISA detecta a secrecdo de NS1 in vivo tem
demonstrado que o Ag NS1 é detectavel a partir do 1° dia de febre, no sangue de individuos
infectados, até o 9° dia, mesmo quando a amostra é negativa no RT-PCR e no ELISA-IgM
(ALCON et al., 2002).

O diagnostico soroldgico para dengue apresenta uma maior sensibilidade a partir da
defervescéncia ou ao final da viremia. Testes sorologicos sdo mais comumente utilizados para
o diagndstico de infeccdo por DENV por serem relativamente mais baratos e féceis de
realizar. Porém, apesar das suas vantagens de rapidez e facilidade, estes testes apresentam
baixa especificidade podendo apresentar reacdes cruzadas com outros flavivirus que co-
circulam com o virus dengue (GUZMAN et al., 2010). Atualmente, os métodos soroldgicos
mais utilizados na rotina laboratorial sdo os testes imunoenzimaticos, porém amostras
positivas para IgM, por si s0, ndo confirmam infeccdo atual, devido ao fato de que anticorpos
IgM podem permanecer circulantes no soro até 3 meses apos a infeccdo (VORNDAM,;
KUNO, 1997; GUBLER, 1998; Figura 7).

O ELISA para deteccdo de 1gG especifico para dengue pode ser usado para confirmar
a infeccdo por dengue em soros emparelhados, atraves de um aumento substancial deste
anticorpo, o aumento dos titulos de IgG em 4 vezes em amostras pareadas indica infeccéo

aguda por flavivirus (WHO, 2009). O ELISA IgG ¢é também utilizado para classificar as
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infeccBes em primaria ou secundaria, de acordo com a presenca, ou ndo, deste anticorpo na
fase aguda da doenca (VORNDAM; KUNO, 1997; LIN et al., 2006; WHO, 2009).

Figura 7 - A: Dengue virus, antigeno e resposta de anticorpo usado no diagnostico. B: Comparacdo dos testes
diagndsticos em relagdo a confianca e a acessibilidade.
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Fonte: A: GUZMAN et al., 2010 (adaptado); B: WHO, 2009 (adaptado)

Dois padrdes de resposta imunoldgica podem ser observados em uma infeccdo por
dengue e devem ser levados em consideracdo durante a realizacdo dos testes soroldgicos: a
resposta primaria e a resposta secundaria. A primeira ocorre em pacientes que nunca tiveram
contato com o virus dengue ou com algum flavivirus e a segunda se refere a pacientes que
tiveram contato prévio com os flavivirus. Na infeccdo primaria, IgM é normalmente detectada
a partir do 5° dia da doenca, enquanto que a 1gG é detectada em niveis baixos, geralmente a
partir do 7° dia apds o inicio da infeccdo. Por outro lado, na infec¢do secundaria, 0s anticorpos
IgG sdo detectados em niveis elevados no inicio da fase aguda, através da estimulacdo das
células B de memoria da infeccdo anterior, enquanto que os anticorpos IgM sao detectados
com titulos inferiores aqueles observados nas infeccbes primarias, podendo ser indetectavel
em alguns casos (SCHILLING et al., 2004; SHU; HUANG, 2004; SA-NGASANG et al.,
2006; WHO, 2009; Figura 8).
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Figura 8 - Comparagdo da resposta primaria e secundaria em relacdo a produgao dos anticorpos.
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Fonte: GUZMAN et al., 2010 (adaptado)

Mesmo possuindo um consideravel nimero de técnicas para identificacdo da infeccao
para dengue, o ideal seria a combinacdo das mesmas para aumentar a eficacia do diagnéstico
da doenca (GUBLER, 1998; GURUKUMAR et al., 2009; TEIXEIRA; BARRETO, 2009;
GUZMAN et al., 2010). O diagndstico confirmatorio de um caso suspeito de dengue, além de
ser importante para o paciente, para que receba tratamento e cuidados especificos, é
importante a nivel coletivo, uma vez que, a partir do conhecimento do perfil epidemioldgico
da dengue, torna-se possivel estabelecer medidas preventivas e de controle especificas
(BRASIL, 2011a).

1.1.7 Diagnostico diferencial

Considerando-se que a dengue possui um amplo espectro clinico, torna-se dificil, em
alguns casos, distingui-la de outras doencas utilizando apenas critérios clinico-
epidemioldgicos, sem o emprego de técnicas laboratoriais. Por isso, 0 Ministério da Saude
recomenda a realizacdo de diagnoéstico diferencial para as seguintes doencas: influenza,
sarampo, rubéola, citomegalovirus, hepatites virais, hantavirose, febre amarela, oropouche,
leptospirose, maléria, dentre outras, a depender da situacdo epidemioldgica da regido
(BRASIL, 2011a). O diagnostico laboratorial especifico é essencial para o diagndstico
conclusivo da dengue, diferenciando-a de outras sindromes febris tropicais (SHU; HUANG,
2004; VELATHANTHIRIA et al., 2006). Contudo, em periodos epidémicos, devido a

quantidade exorbitante de casos suspeitos, a confirmacdo pode ser realizada através somente
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de critérios clinicos associados a epidemiologia. A utilizacdo destes critérios como Unica base
para o diagndstico da dengue pode ser arriscada, podendo levar a falhas diagndsticas devido a
sintomatologia inespecifica semelhante a outras patologias (GUZMAN et al., 2010;
CASTRO-JORGE et al., 2010; BRASIL, 2011a). Porém, dentro do espectro das doencas
febris agudas semelhantes a dengue, certamente ha patdgenos que ndo sdo rotineiramente
investigados pela caréncia de recursos e, também, pelo desconhecimento de sua existéncia na
regido. Dessa forma, os casos de dengue podem estar sendo superestimados em detrimento de
outras patologias com sintomatologia semelhante (BRUCE et al., 2005, SOUZA;
NOGUEIRA; PEREIRA, 2007; SUHARTI et al., 2009), levando pacientes a tratamentos
inadequados e a uma possivel piora de seu quadro clinico.

Dessa forma, no presente estudo optou-se por estudar a leptospirose e a hantavirose
como etiologias de diagnostico diferencial da dengue, por ja serem linhas de estudo do
laboratério de Virologia da Dra. Danielle Malta Lima (Universidade de Fortaleza). Além
disso, a leptospirose foi escolhida por seguir uma linha de tratamento totalmente diferenciada

da dengue e a hantavirose por ser uma patologia nunca notificada no Estado do Ceara.

1.2 Leptospirose
1.2.1 Epidemiologia

A leptospirose é a zoonose mais importante do mundo. Trata-se de uma zoonose de
grande importancia social e econdmica, por apresentar elevada incidéncia em determinadas
areas, alto custo hospitalar e apresentar alto indice de letalidade que pode chegar a 40%, nos
casos mais graves (BRASIL, 2009). A leptospirose é também um problema veterinario, tendo

um impacto direto sobre o comércio de animais e carnes (ELLIS, 1994).

Descrita pela primeira vez pelo alemdo Adolf Weil em 1886, a leptospirose embora
seja, provavelmente, a zoonose mais difundida do mundo, dados confiaveis da incidéncia e
prevaléncia de casos humanos sdo escassos devido a pobre qualidade dos dados de vigilancia,
dificuldade de diagnéstico por apresentar muitos sintomas inespecificos e baixa sensibilidade
dos testes diagnosticos padrées (BOUNLU et al.,, 1998; ABELA-RIDDER; SIKKEMA,;
HARTSKEERL, 2010). Assim, € provavel que a leptospirose seja uma doenca negligenciada
e subestimada em muitas partes do mundo (BOUNLU et al., 1998).

Esta zoonose tem uma ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em areas rurais e

urbanas de regies tropical, subtropical e temperada, devido principalmente a maior sobrevida
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de leptospiras em ambientes quentes e Umidos. Um padrdo de sazonalidade da doenga tem
sido descrito com um pico de incidéncia que ocorre no verdo ou no outono em regides
temperadas e durante a estacdo chuvosa em regides de clima quente (KO et al., 1999;
LEVETT, 2001). Entre as areas endémicas da doenca, destacam-se o Sudeste Asiatico,
Oceania, India, Caribe e América Latina (EVERARD; EVERARD, 1993; RATNAM, 1994;
PAPPAS et al., 2008). Os paises em desenvolvimento apresentam 500.000 casos registrados
por ano e uma taxa de mortalidade variando de 5 a 10%. Nestas regides, as mudancas
climaticas e inundac@es, baixos niveis de saneamento e altas populacdes de hospedeiros de
manutencdo sdo importantes determinantes da infec¢do. A incidéncia anual nestas &reas é de
10-100 casos por 100.000 habitantes, e esta taxa aumenta durante os surtos e em populagdes
de alto risco (VICTORIANO et al., 2009). Particularmente, a incidéncia desta doenca entre 0s
homens é muito maior do que nas mulheres e este fato foi atribuido a exposicdo mais
frequente de homens a profissdes e fatores de risco (LECOUR et al., 1989; SASAKI et al.,
1993, CICERONI et al., 1995; KO et al., 1999).

Durante a Ultima década ocorreram algumas mudangas no padrdo epidemioldgico da
leptospirose humana. Em regiGes onde a doenga ndo era comum, como o Canada, EUA e
Europa (Irlanda, Dinamarca e Italia), surtos esporadicos ocorreram associados com atividades
de esportes aquaticos em ambientes naturais contaminados (PATE et al., 2000; HOLK;
NIELSEN; RENNE, 2000; CICERONI et al., 2000; MORGAN et al., 2002; PAPPAS et al.,
2008; STERN et al., 2010) ou mudangas nos padrfes climaticos (PAPPAS et al, 2008). Os
surtos de doencas nos paises desenvolvidos sdo normalmente associados com exposicdo
ocupacional (BENSCHORP et al., 2009; DESAI et al., 2009), o turismo ou eventos esportivos
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1998; MORGAN et al., 2002; STERN et al., 2010).

No Brasil, a leptospirose é uma zoonose endémica de notificacdo compulséria que
atinge principalmente as pessoas que vivem em regifes sem as condi¢des minimas de
saneamento. Devido ao clima tropical umido e pela vasta populacdo de roedores, o agente
transmissor é favorecido (CASTRO et al., 2011). Os primeiros surtos nas regides brasileiras
foram na década de 80 e atingiram principalmente as regides Norte e Nordeste. Atualmente,
esta doenca é mais prevalente nas regides Sul, Sudeste e Nordeste (Figura 9), no entanto, 0s
dados obtidos pela vigilancia séo precarios, tornando assim, ndo muito confiaveis (KO et al.,
1999; DIAS et al., 2007; CEARA, 2011). No Brasil, os sorovares Icterohaemorrhagiae e

Copenhagueni sdo, com frequéncia, relacionados aos casos mais graves (BRASIL, 2009).
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Figura 9- Grafico com o nimero de casos confirmados de leptospirose no Brasil por
regido, entre 1997 e 20009.

N de casos
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Fonte: SESA.

Os primeiros casos de leptospirose no Estado do Ceard foram descritos em um
inquérito soroldgico ocorrido no Vale do Cariri em 1963 por Castro e Corréa, apresentando
uma positividade de 1,59% para o sorovar Icterohaemorrhagiae (LIMA; SANTA ROSA,
1974 apud CASTRO; CORREA, 1974). Apesar de ter sido descrita em 1963, os casos de
leptospirose no Estado do Ceard comegaram a ser notificados a partir de 1995, sendo o ano
com o maior nimero de pessoas infectadas pela doenca (Figura 10). Como nos demais
Estados do pais, a doenca se manifesta com um maior destaque no primeiro semestre de cada
ano (CEARA, 2011).

As medidas de prevencdo e controle da doenca baseiam-se na identificacdo das fontes
de infeccdo, ou seja, dos reservatdrios, requerendo um sistema de vigilancia permanente. Uma
forma de prevenir a transmissdo pode ser conseguida através do uso de roupas de protecdo
(HARTSKEERL; COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011). Embora pouco possa ser feito em
animais selvagens, os animais domésticos podem ser controlados através da vacinagdo
(PALANIAPPAN; RAMANUJAM; CHANG, 2007). Estas vacinas consistem de um limitado
painel de sorovares locais e ddo uma protecdo sorovares-especificas por curto periodo de
tempo. Atualmente, ndo existe nenhuma vacina disponivel contra a leptospirose para humanos

no Brasil, porém estas ja estdo disponiveis em determinados paises, como a China (CHEN,
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1985) e Cuba (MARTINEZ-SANCHES et al., 1998; MARTINEZ-SANCHES et al., 2000),
Franca (LAURICHESSE et al., 2007).

Figura 10 - Casos confirmados de leptospirose no Ceara, entre 1995 e 2010.

Casos notificados, confirmados e incidéncia de
leptospirose no Ceara, 1995 a 2010*
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1.2.2 Agente etioldgico

A leptospirose € uma zoonose causada por bactérias pertencentes ao género
Leptospira, sendo a principal espécie a L. interrogans. Esse patdgeno apresenta-se em forma
de espiroqueta com comprimento de 6-20 um e € um ser aerdbico obrigatério de ampla
distribuicdo mundial (KO et al., 1999; PLANK; DEAN, 2000; BHARTI et al., 2003;
ADLER; MOCTEZUMA, 2010; Figura 11). O genoma deste patdgeno €é constituido por cerca
de 3,9 - 4,6 Mbp, dependendo do sorovar ou da espécie, e é composto por 2 cromossomas
circulares (PICARDEAU et al., 2008). Estas bactérias possuem crescimento lento em cultura,
com temperatura 6tima de crescimento entre 28 e 30 °C em meio suplementado com &cidos
graxos de cadeia longa e vitaminas B1 e B12 (LEVETT, 2001; ADLER; MOCTEZUMA,
2010).

As analises filogenéticas do gene 16S do rRNA sugerem que o aglomerado de
espécies do género Leptospira seja dividido em 3 grupos designados patogénico, saprofitas e
intermediario (PEROLAT et al., 1998; LEVETT et al., 2006).
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A classificacdo em espécies decorre de acordo com a base genética e a semelhanga no
DNA, dividindo essas bactérias em pelo menos 19 espécies, sendo 13 patogénicas e 6
saprofiticas (PLANK; DEAN, 2000; BHARTI et al., 2003; ADLER; MOCTEZUMA, 2010).
Essa classificacdo é feita através de analises de hibridizacdo de DNA (BRENNER et al.,
1999; LEVETT, 2001).

A classificacdo em sorovar decorre a partir das diferencas dos grupos antigénicos
dessas bactérias. Todas as espécies reconhecidas de Leptospira sdo classificadas em 24
sorogrupos e 250 sorovares (PALANIAPPAN; RAMANUJAM; CHANG, 2007), com base
na semelhanca da expressdo de lipopolissacarideo (LPS) na superficie (ADLER;
MOCTEZUMA, 2010). As diferencas estruturais na porcdo hidrocarboneto de LPS

determinam a diversidade antigénica entre 0S nUMerosos sorovares.

Figura 11- Fotomicrografia de Leptospira sp., demonstrando sua forma helicoidal.

Fonte: ADLER; MOCTEZUMA, 2010

As leptospiras tém estruturas de superficie que compartilham caracteristicas de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A dupla membrana e a presenca de LPS séo
caracteristicas de bactérias Gram-negativas, enquanto a estreita associacdo entre a membrana
citoplasmatica com a parede celular é da arquitetura do envelope das Gram-positivas
(HAAKE, 2000; LEVETT, 2001; VIJAYACHARI; SUGUNAN; SHRIRAM, 2008; KO;
GOARANT; PICCARDEAU, 2009).

A motilidade dessas bactérias é dada pela fungdo dos dois flagelos periplasmico ou
endoflagelos, que surgem em cada extremidade da bactéria. Estudos sugerem que a rotacao
endoflagelar e consequente motilidade bacteriana pode ter papel na patogénese da infeccéo
por Leptospira (LIAO et al., 2009).
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1.2.3 Transmissao

Mamiferos selvagens e domésticos (bovinos, suinos e cdes), bem como répteis e
anfibios servem como uma fonte de manutencdo permanente de mais de 250 sorovares
conhecidos do género Leptospira (WHO, 2003). Em geral, cada sorovar € mais adaptado a um
determinado hospedeiro, enquanto que um hospedeiro pode levar varios sorovares distintos
(HARTSKEERL; COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011). Os ratos e outros roedores sdo as
fontes mais importantes para a infeccdo do ser humano (WHO, 2003). Vérias especies de
roedores estdo fortemente associadas a doenca, incluindo Rattus rattus, R. norvegicu e Mus
musculus, secretando 10’ bactérias por ml de urina (MATHIAS; LEVETT, 2002). Os seres
humanos, por outro lado, sdo considerados como hospedeiros acidentais, sofrendo de
infecgBes agudas, mas as vezes fatais (ELLIS et al., 1985; MCBRIDE et al., 2005).

Em geral, um animal infectado pode permanecer sem sintomas e dispensar organismos
infecciosos na urina por toda a vida (LEONARD; QUINN; ELLIS, 1992). Além disso, os
animais infectados transferem o agente infeccioso para sua prole durante o periodo neonatal.
Leptospiras patogénicas vivem nos rins de seus hospedeiros naturais, albergando-se nos
tibulos renais proximais dos rins. As vias genitais dos animais domésticos podem agir
também como sitios de persisténcia (ELLIS et al., 1985; ELLIS et al., 1986a; ELLIS et al.,
1986b). Estas bactérias sdo excretadas pela urina do animal infectado no ambiente, onde elas
podem sobreviver por varios meses, dependendo das condi¢cbes ambientais favoraveis. A
infecgdo por cepas patogénicas geralmente ocorre através do contato direto com urina de
animal infectado (através de abrasdes na pele e cortes ou através das mucosas dos olhos e
nariz) ou indiretamente através de dgua contaminada (REILLY; HANSON; FERRIS, 1970),
sendo o periodo de incubacdo de 1 a 30 dias (BRASIL, 2009).

Apbs infeccdo, o ser humano adquire imunidade sorovar-especifica, significando que
um mesmo individuo pode apresentar a doenca mais de uma vez, contanto que se infecte por
outro sorovar diferente do anterior (BRASIL, 2009).

1.2.4 Manifestaces clinicas

O periodo de incubacdo até o inicio dos sintomas €, em média, 15 dias apos a
exposicdo (PLANK; DEAN, 2000). A leptospirose humana apresenta manifestacfes clinicas
muito variaveis, com diferentes graus de severidade. As manifestacGes clinicas variam desde

formas assintomaéticas e subclinicas até quadros clinicos graves associados a manifestacfes
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fulminantes. A severidade dependera do sorovar envolvido, tamanho do indculo, idade, saide
e estado imune do individuo infectado (WHO, 2003; MCBRIDE et al., 2005). As
apresentacdes clinicas da leptospirose sdo divididas em 2 fases evolutivas: fase precoce ou

fase leptospirémica e fase tardia ou fase imune (BRASIL, 2010).

A fase precoce da doenca é caracterizada pelo inicio da febre, comumente
acompanhada de cefaleia, mialgia, nauseas e vOmitos (DAHER et al., 1999) e,
frequentemente, ndo pode ser diferenciada de outras causas de doencas febris agudas, devido
a similaridade sintomatologica. Portanto, muitas vezes € diagnosticada como uma dessas
outras doencas com sintomas inespecificos (SANDERS et al., 1999; KO et al., 1999). Isto
contribui para manutencdo do ciclo: subdiagndstico, subnotificagdo, falta de consciéncia e
negligéncia (HARTSKEERL; COLLARES-PEREIRA; ELLIS, 2011). Existem alguns sinais
e sintomas que podem ajudar a diferenciar a fase precoce da leptospirose de outras causas de
doengas febris agudas, como a sufusdo conjuntival e a mialgia em regido lombar e nas
panturrilhas. A fase precoce tende a ser autolimitada e regride em 3 a 7 dias, sem deixar
sequelas (BRASIL, 2010).

Em aproximadamente 15% dos pacientes, ap6s uma semana de doenca, a leptospirose
progride para a fase tardia da doenca, que é associada com manifestacGes mais graves e
potencialmente letais. A fase tardia ou imune caracteriza-se pela producdo de anticorpos e
excrecdo das leptospiras na urina (LEVETT, 2001; FARR, 1995). A manifestacdo classica da
leptospirose grave é a sindrome de Weil, caracterizada pela ictericia, insuficiéncia renal aguda

(IRA) e hemorragias, mais comumente pulmonar (BRASIL, 2010).

No Brasil, a sindrome pulmonar e a IRA estdo correlacionadas a alta mortalidade
(BRASIL, 2011b). A IRA ¢é uma importante complicacdo da fase tardia da leptospirose e
ocorre em 16 a 40% dos pacientes e é caracterizada por nefrite intersticial aguda e pode estar
associada a necrose tubular aguda. A lesdo renal € definida como um declinio abrupto da
funcdo renal, o que resulta na incapacidade de excretar residuos metabolicos e manter um
fluido adequado e equilibrio eletrolitico (HILTON, 2006). Diversos fatores de risco podem
fazer com o que os pacientes evoluam ao Obito, dentre eles, 0os mais importantes sdo a
oligaria, hipotensdo, acidose metabdlica, sepse e infeccdo pelo HIV (DAHER et al., 2008).
IRA se apresenta frequentemente com rapida elevacdo da ureia e creatinina séricas e podem
estar associadas com ictericia (SITPRIJA; LOSUWANRAK; KANJANABUCH, 2003).
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O comprometimento pulmonar da leptospirose se expressa com tosse seca, dispneia,
expectoracdo hemoptoica e, ocasionalmente, dor toracica e cianose. A hemoptise denota
extrema gravidade e pode ocorrer de forma subita, levando a insuficiéncia respiratoria,
sindrome da hemorragia pulmonar aguda, sindrome da angustia respiratéria aguda (SARA) e
6bito (GONCALVES, 1992; BRASIL, 2010).

Outras manifestagdes frequentes na leptospirose grave sdo: miocardite, arritmias,
pancreatite, anemia e distdrbios neurolégicos, como confusdo, delirio, alucinacfes e sinais de
irritacdo meningea. Além disso, tem sido frequentemente associada a meningite asséptica
(LEVETT, 2001; BRASIL, 2009).

Os achados laboratoriais da leptospirose também sdo comuns a outras doencas,
observando-se alteraces como: plaquetopenia, leucocitose, neutrofilia, elevacdo das
bilirrubinas totais e aumento da ureia e creatinina (DAHER et al., 2010a; BRASIL, 2011b). O
tratamento é feito atraves do uso de antibidticos, e quando precoce € benéfico para o curso da
doenca, enquanto o tratamento tardio pode apenas reduzir os periodos de recuperacdo e
minimizar sequelas (WATT et al., 1988).

1.2.5 Patogénese

Os mecanismos exatos da patogénese da leptospirose ainda ndo sdo bem
compreendidos e necessitam de mais estudos, sendo 0 uso de modelos animais indispensavel
para a compreensdo da biologia, transmissdo, colonizacdo e patogénese de Leptospira
(EVANGELISTA; COBURN, 2010).

A leptospirose é uma vasculite infecciosa que, na forma grave, os pacientes podem
desenvolver alteracbes hemodinamicas secundarias a hipovolemia devido a desidratacao e aos
efeitos diretos das toxinas que lesam o endotélio vascular e aumentam a permeabilidade
(DAHER et al., 1999).

O comprometimento renal é uma complicacdo frequente nos pacientes com a forma
grave da leptospirose, caracterizado principalmente por uma associagdo de dano intersticial e
tubular. Os principais fatores envolvidos na patogénese da IRA na leptospirose sdo acgdo
nefrotoxica direta da leptospira e acdo das toxinas com inducdo da resposta imune,

desencadeando um processo de nefrite intersticial aguda (CERQUEIRA et al., 2008).
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Os principais candidatos a fatores de viruléncia que contribuem para patogénese da
leptospirose sdo o LPS (fator de viruléncia geral de bactérias gram-negativas), hemolisinas,
proteinas da membrana externa e outras proteinas de superficie, bem como moléculas de
adesdo. A capacidade de hemolisinas para lisar os eritrocitos e outras membranas celulares
torna potenciais fatores de viruléncia (EVANGELISTA; COBURN, 2010). O mecanismo de
resisténcia a leptospirose é mediado em grande parte pela resposta humoral e 0s anticorpos
produzidos sdo dirigidos principalmente contra o LPS da leptospira (LEVETT, 2001; KO;
GOARANT; PICCARDEAU, 2009).

1.2.6 Diagnostico

O diagndstico baseia-se no quadro clinico e nos dados epidemioldgicos, sendo
confirmado por testes laboratoriais. O diagndstico clinico pode ser dificil, havendo
possibilidade de confusdo com dengue, hantavirus, meningite viral ou bacteriana, maléria ou
hepatites virais (BRASIL, 2010).

O método laboratorial de escolha depende da fase evolutiva em que se encontra o
paciente (Figura 12). Na fase precoce, as leptospiras podem ser visualizadas no sangue por
meio de exame direto, de cultura, inoculacdo em animais de laboratorio ou deteccdo do DNA
do microrganismo através do PCR. A cultura somente se finaliza (positiva ou negativa) apds
algumas semanas, 0 que garante apenas um diagnostico retrospectivo e o PCR apesar de ser
uma técnica precoce e sensivel, possui custo muito elevado (BHARTI et al., 2003).

Figura 12 - Cinética da leptospirose.

Fonte: KO; GOARANT; PICCARDEAU, 2009 (adaptado)
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Na fase tardia, as leptospiras podem ser encontradas na urina, cultivadas ou inoculadas
em animais, porém, pelas dificuldades inerentes a realizacdo destes testes, os métodos
soroldgicos sdo rotineiramente mais utilizados (BRASIL, 2010). Os anticorpos IgM anti-
leptospira podem ser detectados por volta do 6° e 10° dia de doenca e, geralmente, seus niveis
atingem o pico maximo de producdo dentro de 3 a 4 semanas de infeccdo, os quais
gradualmente regridem, mas podem permanecer detectaveis por muitos anos (CHALAYON et
al., 2011).

A microaglutinacdo (MAT) é o teste de escolha nos laboratérios de referéncia por
causa de sua alta sensibilidade e especificidade, além de ser o método indicado pela OMS
(BAJANI et al., 2003; CHALAYON et al., 2011). Entretanto, por ser uma técnica complexa,
necessitar de amostras pareadas para uma correta interpretacdo e por ndo permitir um
diagndstico rapido para 0 manejo dos pacientes, alguns testes baseados na deteccdo de IgM
por ELISA ou por imunocromatografia tem sido desenvolvidos e se mostrado altamente
especificos e sensiveis (LEVETT., 2001; BAJANI et al., 2003).

1.3 Hantavirus
1.3.1 Epidemiologia

As hantaviroses sao zoonoses que ocorrem em quase todo o mundo. Atualmente sdo
conhecidas 2 formas clinicas da doenca humana associadas a infecgdo por hantavirus: a febre
hemorragica com sindrome renal (FHSR), que ocorre atualmente na Asia e Europa, e a
sindrome pulmonar e cardiovascular por hantavirus (SPCVH), que ocorre nas Américas
(FIGUEIREDO, 2004; FIGUEIREDO, 2006; Figura 13). Em alguns surtos, a FHSR e a
SPCVH podem atingir taxas de mortalidade de até 12% e 60%, respectivamente (JONSSON;
FIGUEIREDO; VAPALAHTI, 2010).

Esse virus foi inicialmente descrito em 1934, na Suécia, causando acometimento renal.
A primeira doenga ligada a esses virus foi a febre hemorragica da Coréia, que acometeu
soldados durante a guerra nos anos 50 (LEE, 1982). Em 1978, Lee e colaboradores isolaram o
virus Hantaan de ratos selvagens, sendo esse agente classificado entre os Bunyavirus (LEE,
1982). Em maio de 1993, casos de doenca aguda foram reportados no Novo México, Arizona

e Colorado, nos Estados Unidos.
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Atualmente, a hantavirose esta propagada globalmente, atingindo Europa, Asia e
Américas (Norte, Central e do Sul). Na América do Sul, aléem do Brasil, atinge também
principalmente Argentina, Chile e Paraguai. Portanto, € uma zoonose emergente e
amplamente distribuida em praticamente todo o mundo (SCHMALJOHN; HJELLE, 1997).
Em todo o mundo, é possivel que haja cerca de 150.000 casos de FHSR anualmente. Em
contrapartida, cerca de 2.000 casos de SPCVH foram relatados em focos esporadicos nas
Américas (JONSSON; FIGUEIREDO; VAPALAHTI, 2010).

A distribui¢do geografica da hantavirose é consequéncia da distribui¢do e da histdria
natural dos seus hospedeiros primarios: os roedores (JONSSON; FIGUEIREDO;
VAPALAHTI, 2010). Além disso, ambas as manifestacfes clinicas causadas pela infec¢édo
pelo hantavirus ocorrem principalmente nas areas rurais devido a maior exposicdo aos
roedores (NICHOL, 2001).

Figura 13 - Distribuigdo global de hantavirus: FHSR e SPCVH.
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Fonte: ZHENQIANG BI; FORMENTY, 2008 (adaptado).

Determinados profissionais possuem maiores chances de contrair a hantavirose,
devido a maior proximidade com o agente infectante, como cacadores, trabalhadores
florestais, fazendeiros e militares (ZEITZ et al., 1997). Além disso, investigacdes
epidemioldgicas também demonstraram uma forte relacdo entre o indice de infeccdo com
hantavirus e baixas condi¢cdes econdmicas (HART; BENNETT, 1999).
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A hantavirose pode desencadear infeccBes assintomaticas ou com quadros leves e
inespecificos, resultando em uma subestimacdo do nimero de infec¢des por hantavirus
(ZHENQIANG BI; FORMENTY, 2008).

No Brasil, o virus do tipo Hantaan ja foi isolado de ratos domeésticos no Brasil em
1985 (LE DUC et al., 1985). Além disso, evidéncia soroldgica da doenca pelo virus Seoul
foram comprovadas em Recife-PE em pacientes com suspeita inicial de leptospirose
(HINRICHSEN et al., 1993). Os primeiros pacientes portadores de SPCVH foram
diagnosticados em 1993, em Juquitiba-SP, quando 3 irmdos adquiriram a virose em area de
desmatamento (SILVA et al., 1997).

No Brasil, 1.195 casos de SPCVH foram relatados entre 1993 e 2009, com taxa de
fatalidade de 40% (BRASIL, 2009; FIGUEIREDO et al., 2010). As regides Sul, Sudeste e
Centro-Oeste registraram quase 92% dos casos, sendo as principais regides acometidas por
esta doenca. E uma doenca de notificacio compulsoria e apesar da ocorréncia da hantavirose
em todas as regides brasileiras, apenas 14 estados registraram casos: Minas Gerais, Santa
Catarina, Parand, S8o Paulo e Rio Grande do Sul, Mato Grosso, Distrito Federal, Para, Goiés,
Maranh&o, Amazonas, Rondonia, Rio Grande do Norte e Bahia (BRASIL, 2010).

Ao contrario do que normalmente ocorre nas Américas onde a forma clinica
usualmente encontrada é a SPCVH, em Natal-RN e em Recife-PE descreveram-se casos de
FHSR, tendo sido a confirmacdo do diagnostico obtida através de imunohistohistoquimica
aplicada a tecidos retirados durante a necropsia (HINRICHSEN et al., 1993; FERREIRA,
2003; Figura 14.).

Figura 14 - Distribuicdo geogréafica dos casos de hantaviroses ocorridos no Brasil, entre 1993 e 2001.
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Desta forma, até o presente momento, nenhum caso foi notificado no Estado do Ceara.
No entanto, estudo de soroprevaléncia de hantavirose realizado no Ceara mostrou a ocorréncia
de anticorpos anti-hantavirus em roedores (Necromys lasiurus) (CHIORATTO et al., 2010).
Outro importante relato na literatura foi a possivel existéncia desta doenca em humanos no
Estado do Ceara, através da sorologia positiva em 3 pacientes com suspeita clinica de dengue
(LIMA et al., 2011).

N&o existe vacina que previna infeccdo por hantavirus americanos, logo a profilaxia é
de extrema necessidade. Dessa forma, recomenda-se evitar contato com roedores silvestres,
especialmente, tomando medidas que ndo os atraiam as proximidades das habitacGes ou locais
onde sementes sdo armazenadas (FIGUEIREDO et al.,, 2000). Além disso, € necessario
também buscar assisténcia médica no inicio do quadro, permitindo o diagndstico precoce e
consequente implementacdo de terapia precoce e eficaz, com o objetivo de evitar a evolucao

da doenca para insuficiéncia respiratoria e choque, diminuindo a letalidade dos casos.

As vacinas tém sido utilizadas na Republica da Coreia e na China por alguns anos,
mas ndo fora da Asia, apesar de ter sido demonstrada como segura e eficaz (CHEN; LUO;
ZHANG, 2002; VAHERI et al., 2013).

1.3.2 Agente etioldgico

Os virus causadores das hantaviroses pertencem a familia Bunyaviridae, sendo
reconhecidos 5 géneros (DOS SANTOS; GARRETT, 2005). Essa familia possui mais de 300
virus que podem infectar plantas, animais, artropodes e seres humanos, sendo que o
hantavirus € o Unico bunyavirus que ndo € um arbovirus (JONSSON; FIGUEIREDO;
VAPALAHTI, 2010).

Os hantavirus pertencem ao género Hantavirus que sao virus de RNA de fita simples,
envelopados, esféricos, medindo de 80 a 120 nm de didmetro. Seu genoma é trissegmentado e
com polaridade negativa, possuindo projecdes glicoproteicas em sua superficie (LEDNICKY,
2003; FIGUEIREDO, 2004).

Os segmentos sdo denominados de L (large — grande), M (médium — médio), S (small
— pequeno) e eles codificam, respectivamente, RNA polimerase dependente de RNA viral
(proteina L), precursor para as duas glicoproteinas de superficie (Gn ou G1 e Gc ou G2),
relacionados ao reconhecimento de receptores celulares e a inducdo de imunidade, e o

nucleocapsideo viral (Figura 15). Em alguns hantavirus, o segmento S é também responsavel
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pela codificacdo de uma proteina ndo estrutural, chamada de NS, responsavel por agir como
um antagonista de IFN (SCHMALJOHN et al., 1986; PINCELLI et al., 2003,
JAASKELAINEN et al., 2007; JONSSON; FIGUEIREDO; VAPALAHTI, 2010).

Nas Américas, existem 2 linhagens de hantavirus: uma patogénica, que esta associada
a ocorréncia da doenca, pois foram identificadas em roedores e em pacientes, e outra, que, até
0 momento, s6 foi detectada em roedores silvestres, ainda sem evidéncias de causar a doenga
em seres humanos (BRASIL, 2009).

Atualmente, sdo conhecidas 16 variantes de hantavirus associados a transmissdo da
SCPH nas Américas. No Brasil, foram identificadas 7 variantes, sendo 5 associadas com a
SCPH (Araraquara, Juquitiba, Castelo dos Sonhos, Anajatuba e Laguna Negra) e 2 (Rio

Mearim e Rio Mamoré), até 0 momento, s6 foram detectadas em roedores (BRASIL, 2009).

Figura 15 - Representagdo esquematica de uma particula de hantavirus. As letras L, M e S representam 0s
segmentos grande, médio e pequeno, respectivamente, do genoma.
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Fonte: LEDNICKY, 2003 (adaptado).

1.3.3 Transmissao

Roedores silvestres sdo 0s provaveis reservatorios de hantavirus. Cada tipo de virus
parece ter tropismo por uma determinada espécie de roedor e somente a ela, uma vez que
esses virus parecem ter antiga e estreita relacdo, provavelmente tendo coevoluido com seus
reservatorios animais (BRASIL, 2009).
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Os virus associados a FHSR sédo transmitidos por roedores da subfamilia Murinae,
sendo os principais géneros responsaveis pela transmissdo: Myodes, Rattus e Apodemus. Os
virus causadores da SPCVH sédo transmitidos pelos roedores da ordem Rodentia, familia
Muridae e subfamilia Sigmodontinae (ZHAO; HAY, 1997; FIGUEIREDO et al., 2000). No
Brasil, conhecem-se, até 0 momento, 7 espécies de roedores silvestres que sdo consideradas
como provaveis reservatorios, entre elas o Necromys lasiuru e Oligoryzomys nigripes
(BRASIL, 2009).

Nos roedores, a infecgdo pelo hantavirus é transmitida de forma horizontal e ndo é
letal, mantendo a infeccdo persistente e tornando-o um reservatorio por longo periodo. Os
virus podem ser detectados em diversos 6rgdos do animal, mesmo apds meses do contagio
(ZHAO; HAY, 1997).

Os hantavirus sdo eliminados, principalmente, pela urina, além das fezes e saliva dos
roedores infectados. A infeccdo por hantavirus nos seres humanos acontece, mais
frequentemente, pela inalacdo de particulas virais provenientes de aerosséis formados a partir
da urina, fezes e secrecGes contaminadas de roedores silvestres. Outras formas de transmisséo
foram descritas, como mordedura de roedores (CHILDS et al., 1994; FIGUEIREDO et al.,
2010) e transmissdo pessoa a pessoa, relatada, de forma esporadica, na Argentina e Chile,
sempre associada ao hantavirus Andes (WELLS; ESTANI; YADON , 1997; PETERS, 1998;
PADULA et al., 1998).

O periodo de incubacéo do virus dura, em média, de 2 a 3 semanas, com variacdo de 9
a 33 dias (YOUNG et al.,, 2000b). Enquanto que o periodo de transmissibilidade do
hantavirus no homem é desconhecido. Estudos sugerem que o periodo de maior viremia seria
alguns dias que antecedem o aparecimento dos sinais/sintomas (DOS SANTOS; GARRETT,
2005; BRASIL, 2009).

1.3.4 Manifestacoes clinicas

As hantaviroses podem se manifestar sob variadas formas, desde uma sindrome febril
até quadros mais caracteristicos, como a FHSR, que ocorre no territério eurasiatico, e a
SCPVH, presente no continente americano (FIGUEIREDO; CAMPOS; RODRIGUES, 2001).
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1.3.4.1 Febre hemorragica com sindrome renal

Classicamente, divide-se a evolugdo clinica da FHSR em 5 fases: febril, hipotensiva,
oligurica, diurética e de convalescéncia; esses periodos podem superpor-se e, nos casos leves,
nem mesmo ocorrer (MCKEE; LE DUC; PETERS, 1991; Figura 16). O inicio desta doenca
mostra-se abrupto e manifesta-se com febre elevada, calafrios, cefaleia retroorbital, fotofobia,
mialgias, dor abdominal, nduseas e vomitos (FERREIRA, 2003; KRAUTKRAMER; ZEIER;
PLYUSNIN, 2012).

Muitos pacientes se recuperam lentamente a partir dessa fase, mas alguns evoluem
para a hipotensdo e choque que costuma ocorrer antes do 5° ou 6° dia. As hemorragias
revelam-se comuns nessa fase. A funcéo renal deteriora, em geral, 24 horas apds a hipotensao,
surgindo oliguria ou mesmo andria, requerendo o uso de métodos dialiticos. A recuperacdo a
partir dai pode ser répida, com surgimento de diurese intensa e episodios de hipertensdo
arterial. A taxa de letalidade é baixa e varia de 1 a 10% (FERREIRA, 2003).

As anormalidades hematoldgicas mais comuns na fase tardia da FHSR séo

plaqguetopenia e leucocitose (RABONI et al., 2005).

Essa enfermidade deve ser diferenciada, clinicamente, da leptospirose e de outras
febres hemorragicas virais que ocorrem nas mesmas areas de ocorréncia das hantaviroses
(BRASIL, 2009).
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Figura 16 - Curso clinico e sintomatoldgico da FHSR.
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Fonte: ZHENQIANG BI; FORMENTY, 2008 (adaptado)
1.3.4.2 Sindrome pulmonar e cardiovascular por hantavirus

A SCPVH é uma doenga mais grave do que FHSR, com uma a taxa de mortalidade de
cerca de 40% (LEDNICKY, 2003). A SCPVH apresenta-se como doenca febril aguda
caracterizada pelo grave comprometimento cardiovascular e respiratério. O curso clinico
desta forma clinica € dividido em 3 periodos: o febril ou prédromo, fase cardiopulmonar e
fase de convalescenca (HALLIN et al., 1996; Figura 17).

O reconhecimento precoce dessa doenca, baseando-se nos sinais e sintomas iniciais,
ndo é facil de ser realizado e pode ser confundido com outras doencas endémicas prevalentes

nas mesmas areas, tais como o dengue e a leptospirose (PETERS, 1998).

O inicio da doenca é caracterizado por febre, mialgias, nduseas, diarreia e, menos
frequentemente, cefaleia, vomitos, dor abdominal, dor toracica, sudorese e vertigem; tosse e
dispneia podem estar presentes nessa fase. A fase febril é seguida por uma fase
cardiopulmonar caracterizada pelo inicio agudo do edema pulmonar (HALLIN et al., 1996).
Nesta fase, a tosse estd geralmente presente, e manifestaces gastrointestinais podem dominar
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as apresentacdes clinicas. A fase cardiorrespiratoria da doenca caracteriza-se pela progressiva
infiltracdo de liquido e proteinas no intersticio e alvéolos pulmonares, levando a taquipneia,
hipoxemia e taquicardia. A hipotensdo é comum nessa fase e pode evoluir para o choque
(HALLIN et al., 1996).

A radiografia do térax habitualmente demonstra infiltrado intersticial difuso bilateral,
que rapidamente evolui com enchimento alveolar, especialmente nos hilos e nas bases
pulmonares (BRASIL, 2009). Também, eleva-se o hematdcrito por extravasamento de fluidos
do intravascular para o parénquima pulmonar. Observa-se leucocitose, linfocitos atipicos no

sangue periféerico e plaquetopenia (FIGUEREIDO, 2004).

Figura 17 - Curso clinico e sintomatolégico da SCPVH.
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Atualmente, ndo h& nenhuma terapia especifica vidvel para FHSR ou SCPVH,
portanto, o tratamento continua a ser a medida de suporte. O manejo deve incluir admisséo
precoce para uma unidade de terapia intensiva, onde a oxigenacdo do sangue e dos tecidos, 0
débito cardiaco, a pressdo arterial e pressdo cerebral podem ser monitorados (LAZARO et al.,
2007).
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1.3.5 Patogénese

SCPVH tem uma patogénese complexa relacionada a presenca da infeccdo pelo
hantavirus e a uma intensa ativacdo da resposta imune que resulta em alteracBes na
permeabilidade vascular (ENRIA et al., 2001).

A infeccdo nos pulmdes comeca com a interagdo das glicoproteinas de superficie (Gn
e Gc) do hantavirus com as células-alvo endoteliais e macrofagos (GAVRILOVSKAYA et
al., 1999a; GAVRILOVSKAYA et al., 2002). Os hantavirus americanos utilizam [33
integrinas como receptores para infectar as células. Estas proteinas compdem as jungdes que
unem as celulas endoteliais e fecham a barreira alvéolo-capilar (GRAVILOVSKAYA et al.,
1998). Estas células permitem a replicacdo do virus, induzindo a ativacdo imune
(GRAVILOVSKAYA et al., 1999b). A ativacdo da resposta imune, especialmente por
macrofagos e células T CD8, pode estar envolvida na patogénese que leva a insuficiéncia
respiratoria (ENNIS et al., 1997; KILPATRICK et al., 2004). A infecgdo viral,
provavelmente, desencadeia agressdo imunoldgica, humoral e celular, ao endotélio vascular,
principalmente em nivel pulmonar. Em consequéncia dessa agressdo, ocorre extravasamento
de liquidos e edema pulmonar, levando a insuficiéncia respiratoria. As plaquetas, que também
possuem [3 integrinas em sua membrana, sdo infectadas pelos hantavirus, ocorrendo
plaquetopenia e reducdo da adesividade plaquetaria, o que explica, em parte, fenébmenos

hemorragicos que ocorrem nesses pacientes (FIGUEIREDO et al., 2000).
1.3.6 Diagnostico

O diagnéstico das infecgbes por hantavirus baseia-se nas informacdes clinicas-
epidemioldgicas e nos testes laboratoriais. No entanto, torna-se quase impossivel diagnosticar
casos com sintomatologia leve a moderada por apenas dados clinicos, sendo de grande
importancia o diagndstico laboratorial.

O diagnéstico laboratorial da infec¢do aguda por hantavirus é baseado primeiramente
em sorologia, uma vez que os RNA virais ndo podem ser regularmente detectados no sangue
ou urina dos pacientes em hospitais (PLYUSNIN et al., 1999), embora o virus seja facilmente
detectavel por RT-PCR durante a doenca aguda, em laboratorios de pesquisa (KRAMSKI et
al., 2007). O diagndstico sorologico é possivel, mesmo na fase aguda da doenca, porque 0s
anticorpos na SPCVH surgem juntamente com o aparecimento dos sinais e sintomas
(FIGUEIREDO et al., 2000; Figura 18).
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Figura 18 - Viremia e resposta imunol6gica em humanos com infec¢éo por hantavirus.
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Para sorologia, comumente utilizam-se como antigenos proteinas do nucleocapsideo
viral (N) ou as glicoproteinas Gn e Gc do envelope viral. O método mais utilizado é o ELISA
indireto, porém outros métodos sorolégicos, como a imunofluorescéncia indireta, podem ser
utilizados (KRAUS et al., 2005). Nos casos de 6bito, a imunohistoquimica utilizando o
anticorpo monoclonal de camundongo anti-hantavirus Puumala costuma ser utilizada para
confirmar o diagnostico (SAGGIORO et al., 2007). A técnica ELISA-1gG ¢é utilizada apenas
em estudos epidemioldgicos, para detectar infeccdo viral anterior, em roedores ou em seres
humanos (BRASIL, 2009).

O diagnostico virologico pode ser feito por IV em culturas de células de rim de
macaco verde africano (VERO-E6) com posterior identificacdo do virus isolado por
imunofluorescéncia ou por RT-PCR. O grande problema no manuseio dos hantavirus é que
existe risco de contaminacdo dos pesquisadores em laboratorio e, por isso, recomenda-se que
esse trabalho seja feito em laboratdrios de seguranca do tipo 3. O RT-PCR também pode ser
feito apds extracdo de RNA diretamente no sangue total ou soro de pacientes com a SPCVH,
detectando o genoma viral (FIGUEIREDO et al., 2000).
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1.4 Justificativa

Apesar de existir uma quantidade considerada de testes de diagndstico para dengue, o
diagnostico clinico ainda é muito limitado, devido ao seu amplo e inespecifico quadro clinico.
Assim, baseado no fato de que, em epidemias, a confirmacdo dos casos de dengue pode ser
realizada através de critérios clinicos e epidemioldgicos, muitas doengas podem estar sendo
subdiagnosticadas em funcdo da superestimacéo dos casos de dengue. Diante da possibilidade
de outros patdgenos causarem doenca com quadro clinico semelhante ao da dengue, a
relevancia desse estudo estd centrada na pesquisa da possivel ocorréncia de leptospirose e
hantavirose nos pacientes que apresentaram diagndstico laboratorial negativo para dengue. A
definicdo etioldgica correta é de suma importancia no combate dos vetores e/ou reservatorios

e no auxilio na ado¢do de medidas preventivas e terapéuticas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Identificar a etiologia dos pacientes com quadro dengue-simile atendidos em hospital

de referéncia de doencas infecciosas.
2.2 Objetivos especificos

2.2.1. Investigar os casos suspeitos de dengue, através de ELISA IgM, RT-PCR e
imunocromatografico NS1;

2.2.2. Detectar os pacientes com dengue secundaria, através de ELISA IgG;

2.2.3. Investigar casos de leptospirose nos quadros de dengue-simile, através de
ELISA IgM e PCR;

2.2.4. Investigar casos de hantavirus nos quadros de dengue-simile, através de RT-
PCR;

2.2.5. Detectar possiveis casos de hantavirose nos pacientes suspeitos de dengue,
através de ELISA-IgM e ELISA-IgG;

2.2.6. Descrever as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos casos confirmados

para dengue, leptospirose e hantavirose.
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3METODOLOGIA
3.1 Delineamento do estudo

Estudo de corte transversal descritivo de etiologia febril em pacientes com sindrome

febril aguda.
3.2 Populagéo do estudo

Os pacientes foram recrutados durante Janeiro a Setembro de 2012 no Hospital Séo
José de Doencas Infecciosas (HSJ) (Fortaleza, Ceard, Brasil) por busca ativa nos ambulatérios
e nas enfermarias e convidados a participar do estudo. Eles deveriam obedecer aos seguintes

critérios para inclusdo, ou néo, no estudo:

e Critérios de inclusdo: pacientes com quadro febril de até 5 dias de duracéo, associado
a pelo menos dois dos seguintes sintomas: cefaleia, dor retroorbitaria, mialgias,
artralgias, prostracdo e exantema. Os pacientes internados nas enfermarias foram
inclusos no estudo com até 12 dias de sintomatologia.

e Critérios de exclusdo: pacientes com idade inferior a 18 anos, gestantes, com mais de
5 dias de sintomatologia, salvo os pacientes de enfermaria, ou com sinais de

localizag&o que sugeriam outra etiologia (ex: influenza, gastrenterite, etc.).

Todos os pacientes inclusos no estudo assinaram 0 termo de consentimento livre
esclarecido — TCLE (APENDICE A) e responderam ao questionario clinico-epidemioldgico
(APENDICE B).

3.3 Coleta e processamento das amostras

Aproximadamente 10 ml de sangue de cada paciente foram coletados em tubo
vacutainer sem anticoagulante e encaminhados ao Laboratério de Parasitologia do
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade de Medicina — Universidade
Federal do Ceara (UFC) para processamento. O sangue foi submetido a uma centrifugacéo de
1.500g por 5 minutos a 4°C, para a obtengéo do soro. As amostras de soro foram estocadas a -

70°C e posteriormente submetidas aos testes de diagnosticos.

Foram realizadas duas coletas, a primeira até o 5° dia de febre, objetivando uma
amostra com maior probabilidade de carga viral para realizacdo dos testes virologicos, e a

segunda ap6s 2 dias, no minimo, da data da primeira coleta, com o objetivo de se obter uma
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provavel maior concentracdo de anticorpos da classe 1gM, assegurando a confiabilidade nos
testes imunoldgicos. O pequeno intervalo de tempo foi adotado a fim de evitar evasdo dos

pacientes durante o retorno do projeto.

As amostras de soro da 12 coleta foram testadas para deteccao da proteina NS1, através
de ensaio imunocromatografico, do RNA viral de dengue e hantavirus, através do RT-PCR,
do DNA bacteriano de Leptospira sp., através do PCR, de IgG anti-dengue e de IgM e IgG
anti-hantavirus, por ELISA. As amostras de soro da 22 coleta foram testadas para deteccdo de
IgM anti-dengue e de IgM anti-leptospira, atraves do ELISA. Nos casos em que o diagndstico
de dengue foi negativo através dos métodos soroldgicos e viroldgicos, os diagnosticos
diferenciais para leptospirose e hantavirose foram adotados, com excec¢édo das sorologias para
hantavirus que foram realizadas em todos os pacientes, a fim de aumentar o nimero amostral
(Figura 19).



Figura 19 - Fluxograma dos diagndsticos realizados nos pacientes com sindrome febril aguda.
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3.4 Local de estudo

As técnicas de diagndstico sorolégico e imunocromatografico foram realizadas no
Laboratdrio de Parasitologia da UFC, sob a autorizacdo das Profas. Dras. Maria Jania Teixeira

e Cristina Chaves.

As sorologias para hantavirus foram realizadas no Centro de Virologia da
Universidade de Sdo Paulo em Ribeirdo Preto, sob a orientacdo do Prof. Dr. Luiz Tadeu

Moraes Figueiredo.

As técnicas de diagndstico molecular foram realizadas no Laboratorio de Biologia
Molecular e de Desenvolvimento da Universidade de Fortaleza, sob a autorizagdo dos Profs.
Dra. Luciana Relly Bertolini e Dr. Marcelo Bertolini.

3.5 Defini¢éo de caso confirmado para dengue

Foi adotada a definicdo de caso confirmado para dengue proposta pelo Ministério da
Saude. De acordo com esse manual, o individuo deve se encontrar com uma doenga febril
aguda, acompanhada de pelo menos 2 dos seguintes sintomas: cefaleia, dor retroorbital,
mialgia, artralgia, prostracdo e/ou exantema. Além disso, o paciente deve ser confirmado
laboratorialmente através da detec¢do do virus, ou dos antigenos virais, ou da sorologia
positiva (BRASIL, 2011a).

3.6 Tecnicas laboratoriais
3.6.1 Dengue
3.6.1.1 Teste Imunocromatogréafico NS1 Ag STRIP

O teste dengue NS1 Ag STRIP® (Bio-Rad) é um teste de deteccdo qualitativa do
antigeno NS1 do virus dengue no soro ou plasma humano. E um teste rapido e descartavel
que utiliza a imunocromatografia de fluxo lateral. A fita dengue NS1 Ag STRIP é colocada na
posicao vertical dentro do tubo de vidro contendo 50 pl da amostra do paciente e uma gota de
tampdo de migracdo. A amostra migra ao longo da fita e os resultados s&o lidos apos 15
minutos do inicio do teste. Quando o antigeno esta presente na amostra, este se liga aos
anticorpos anti-NS1 fixados nas particulas de ouro coloidal. Apos a migragéo, os complexos
séo capturados pelos anticorpos anti-NS1 na linha teste, onde aparece uma coloragéo violeta.

O teste foi realizado seguindo as recomendacdes do fabricante.
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3.6.1.2 IgM ELISA

O dengue IgM ELISA test® (Bioeasy) é um ensaio imunoenzimético para deteccdo
qualitativa de anticorpos IgM anti-dengue em soro humano. O kit contém uma microplaca,
marcada com anticorpos anti-lgM humano anti-dengue (captura). Durante a primeira
incubacéo, os anticorpos IgM anti-dengue no soro do paciente ligam-se a anticorpos anti-lgM
humano anti-dengue presente na microplaca, em seguida adiciona-se 0 conjugado anti-dengue
HRP. Todos os materiais nao ligantes foram removidos por lavagem. A atividade da enzima
residual encontrada nas cavidades foi evidenciada pela incubacdo da fase solida com uma
solucdo do substrato tetrametilbenzidina (TMB). A leitura colorimétrica foi obtida usando-se
um espectofotbmetro em 450nm e o teste foi realizado seguindo as recomendagbes do

fabricante.
3.6.1.3 1gG ELISA

O dengue 1gG ELISA test® (Bioeasy) é um ensaio imunoenzimatico para detecgdo
qualitativa de anticorpos IgG anti-dengue em soro humano. O kit contém uma microplaca,
marcada com anticorpos anti-lgG humano anti-dengue (captura). Durante a primeira
incubacéo, anticorpos IgG anti-dengue no soro do paciente ligam-se a anticorpos anti-1gG
humano anti-dengue presente na microplaca, em seguida adiciona-se o conjugado anti-dengue
HRP. Todos os materiais ndo ligantes sdo removidos por lavagem. A atividade da enzima
residual encontrada nas cavidades foi evidenciada pela incubacdo da fase solida com uma
solucdo do substrato tetrametilbenzidina (TMB). A leitura colorimétrica foi obtida usando-se
um espectofotbmetro em 450nm e o teste foi realizado seguindo as recomendagbes do

fabricante.
3.6.1.4 Extracdo RNA

A extracdo do material genético foi realizada através da utilizacdo do Kit
QlAamp®Viral RNA (QIAGEN) de acordo com as recomendacdes do fabricante. O
QlAamp®Viral RNA proporciona o isolamento de moléculas de RNA viral com mais de 200
nucleotideos de extensdo, utilizando uma membrana silica-gel de alta afinidade. Apos a etapa
inicial de lise celular com o tamp&o AVL e a posterior precipita¢cdo do &cido nucléico com o
etanol absoluto, o material foi transferido para a coluna silica-gel de alta afinidade para RNA

e submetida a centrifugacGes e lavagens. Apos essas etapas, 0 RNA que ficou ligado a
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membrana foi eluido através da adi¢do da solucdo tamp@o AVE. O RNA extraido foi utilizado
para realizacdo das reacdes de RT- PCR.

3.6.1.5 RT-PCR

A identificacdo da infeccéo viral a partir do método molecular foi realizada através do
Kit QIAGEN® OneStep RT-PCR (QIAGEN) que contém enzimas Omniscript e Sensiscript
que permitem a transcricao reversa, e a HotStarTaq® que é responsavel pela amplificacéo do
material genético. Para amplificacdo do material genético foram utilizados os iniciadores AD3
e AD4 (HENCHAL, 1991; Tabela 1) que reconhecem a regido responsavel pela transcrigdo da
proteina NS1 e produzem um fragmento de 420pb. O volume final da reagdo consistia em
25ul, sendo 5ul de RNA (1pg - 2ug), 5ul da solucdo tampédo One-Step RT-PCR (Tris-Cl,
KCI, (NH4)2SO4, 125 mM MgCl,, DTT; pH 8.7), 1ul de dNTPs (10mM), 1ul de cada
iniciador (20 pmol), 0,5ul do QIAGEN One-Step RT-PCR Enzyme Mix e agua destilada para
completar o volume final da reacdo. O perfil térmico da reacdo consistiu de 30 minutos a
50°C para a fase RT e 15 minutos a 95°C para a ativacdo da Taq Polimerase e desnaturacao
das enzimas responsaveis pela transcri¢do reversa, seguidos de 35 ciclos de PCR: 95°C por 1
minuto para desnaturagdo, 55°C por 1 minuto para o anelamento dos inciadores e 72°C por 1
minuto para extensdo. Apoés os ciclos, uma extensdo final a 72°C por 10 minutos foi realizada.
O controle da reacdo para a deteccdo do genoma do virus dengue utilizado foi 0 RNA extraido
de uma cultura de células C6/36 de A. albopictus infectada com virus DENV-2, New Guinea
(NGC) gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Benedito Ant6nio Lopes da Fonseca (Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, USP).

3.6.1.6 Eletroforese

O resultado do RT-PCR foi analisado através de eletroforese horizontal. Nesta reacéo,
10uL do produto foi adicionado a corrida, juntamente com 0 tampdo Loading Dye
(Fermentas) e o revelador Gel Red™ (Uniscience). O gel de agarose foi produzido na
concentracdo de 2% com tampdo Tris-Acetato-EDTA (TAE) e submetido a 80 volts por 1
hora. Em seguida o gel foi visualizado a luz ultravioleta e analisado através do equipamento
FluorChem FC2® (Alpha Innotech). O fragmento foi de 420pb.
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Tabela 1 - Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores.

Iniciador Sequéncia (5’-3’)
Dengue
AD3 CTGATTTCCATCCCGTA
AD4 GATATGGGTTATTGGATAGA
Leptospirose
LP1 ATACAACTTAGGAAGAGCAT
LP2 GCT TCTTTGATATAGATCAA
Hantavirus
G1/HANGGnN-C GGGCAGTAAGTGCTGAAAC
G1/HANGGN-S ACATTTAGCAGTTTGCCATGGG
SAHN-S GATGAATCATCCTTGAACCTTAT
SAHN-C CAAAACCAGTTGATCCAACAGGG

3.6.2 Leptospirose
3.6.2.1 IgM ELISA

O Serion ELISA classic Leptospira IgM® (Virion\Serion) é um ensaio
imunoenzimatico quantitativo e qualitativo para deteccdo de anticorpos IgM anti-leptospira.
As cavidades da microplaca do kit sdo revestidas com antigenos especificos da leptospira. A
amostra é adicionada e todos os anticorpos especificos para o antigeno irdo se ligar ao mesmo.
Apos remocdo do material ndo ligado, um anticorpo secundario, anti-lgM humano, conjugado
com fosfatase alcalina é deixado reagir com o complexo imune. Ap6s a remog¢do do excesso
de conjugado por lavagem, o substrato p-nitrofenilfosfato é adicionado, e a enzima conjugada
reage produzindo um derivado corado deste substrato. A intensidade da cor é proporcional a
concentracdo do analito na amostra e é quantificada por fotometria. A leitura colorimétrica foi
obtida usando-se um espectofotdbmetro em 450nm. O teste foi realizado seguindo as

recomendacdes do fabricante.
3.6.2.2 Extracdo DNA

A extracdo do material genético foi realizada através da utilizagdo do Kit QlAamp®
DNA Mini (QIAGEN) de acordo com as recomendagdes do fabricante. O QlAamp® DNA
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Mini proporciona a purificagdo do DNA total da amostra, utilizando uma membrana silica-gel
de alta afinidade. Apés a etapa inicial de lise celular com a proteinase K e a posterior
precipitacdo do &cido nucléico com o etanol absoluto, o material foi transferido para a coluna
silica-gel de alta afinidade para DNA e submetida a centrifugacdes e lavagens. ApoOs essas
etapas, 0 DNA que ficou ligado a membrana foi eluido através da adi¢do da solugdo tampéo
AE. O DNA extraido foi utilizado para realizagdo das reacGes de PCR.

3.6.2.3 PCR

A deteccdo do DNA bacteriano nas amostras foi realizada através da utilizagdo do Kit
Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen), que contém a enzima Platinum® Tagq DNA
Polimerase responsavel pela amplificacdo do material genético. Para amplificacdo do material
genético foram utilizados os iniciadores LP1 e LP2 que reconhecem uma sequéncia
conservada na regido do 16S do RNA ribossomal da Leptospira e produzem um fragmento de
274pb (FONSECA et al., 2006a; KEE et al., 1994) (Tabela 1). O volume final da reacdo
consistia em 50ul, sendo 10ul de DNA (aproximadamente 1ng), 5ul do tampdo 10X sem
Mg®*, 2 ul de Mg?®* (50mM), 2pl de dNTPs (10mM), 1pl de cada iniciador (20 pmol), 1ul da
Taq polimerase e 4gua destilada para completar o volume final da reagdo. O perfil térmico da
reacdo consistiu de 5 minutos a 94°C para a ativagdo da Taq Polimerase, seguidos de 40
ciclos de: 94°C por 1 minuto para desnaturacao, 52°C por 1 minuto para o anelamento dos
iniciadores e 72°C por 1 minuto para extensdo. Apds os ciclos, uma extensao final a 72°C por
10 minutos foi realizada. O controle da reacdo para a deteccdo bacteriana foi 0 DNA extraido
de cultura de Leptospira M-20 congelada com SBF. Esta cultura foi gentilmente cedida pelo
Prof. Dr. Mitermayer Galvdo dos Reis (Centro de Pesquisa Gongalo Moniz/Fundacédo
Oswaldo Cruz, Bahia).

3.6.2.4 Eletroforese

A eletroforese seguiu 0s mesmos parametros citados no topico 3.6.1.6. O fragmento

esperado correspondeu a 274pb.
3.6.3 Hantavirus
3.6.3.11gM e IgG ELISA

Para avaliar se a hantavirose foi etiologia do quadro clinico dos pacientes e para

verificar se ha circulagdo de hantavirus no estado do Ceard, avaliaram-se todas as amostras
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disponiveis para sorologia, a fim de se aumentar a probabilidade de deteccdo, visto que este

virus, de acordo com a literatura, ndo circula no estado do Ceara.

A sorologia para hantavirus seguiu o protocolo descrito por Figueiredo et al. (2009). O
protocolo utiliza a proteina recombinante N do hantavirus Araraquara, produzido em

Escherichia coli, como antigeno para pesquisa dos anticorpos IgM e 1gG especificos.

Resumidamente, as placas de microtitulacdo de poliestireno foram sensibilizadas com
0s antigenos (2 pg/mL) durante 18 horas em camara umida a 4 °© C. Todas as outras
incubacGes foram realizadas a 37 ° C durante 1 hora e as placas foram lavadas 6 vezes com
tampé&o de lavagem (solucédo salina tamponada com fosfato [PBS] - 0,1% de Tween 20) entre
cada etapa. Todos os controles e as amostras foram diluidos de 1:100 em tampao de diluicdo
(10 % de leite desnatado em p6 em PBS-Tween 0,1%). Posteriormente a adicdo das amostras
diluidas na placa, os anticorpos anti-lgM ou anti-lgG humano marcado com peroxidase foram
adicionados e a ligacdo especifica foi detectada pela adicdo do substrato. A leitura
colorimétrica foi obtida usando-se um espectofotdmetro em 405nm. Para determinacdo do
ponto de corte utilizou-se a média das absorbancias dos soros negativos e mais 3 desvios-
padrdo. Foram consideradas positivas as amostras cujas absorbancias foram maiores que o

valor do ponto de corte.
3.6.3.2 Extragdo RNA

A extracdo de RNA foi a mesma descrita anteriormente no tdpico 3.6.1.4.
3.6.3.3 RT-PCR

A identificacdo da infeccdo viral foi realizada através do Kit QIAGEN® OneStep RT-
PCR (QIAGEN). Para amplificacdo do material genético foram utilizados dois pares de
inciadores: G1/HANGGnN-C/ G1/HANGGnN-S (FIGUEIREDO, 2009) e SAHN-S/ SAHN-C
(FIGUEIREDO, 2009) (Tabela 1) que reconhecem a regido responsavel pela transcri¢do da
glicoproteina Gn do envelope e produzem um fragmento de 324pb e 264pb, respectivamente.
O volume final da reacdo consistiu em 25ul, sendo 6ul de RNA (1pg - 2ug), 5ul da solugéo
tamp&o One-Step RT-PCR (Tris-Cl, KCI, (NH4)2SO4, 12.5 mM MgCl,, DTT; pH 8.7), 1pl de
dNTPs (10mM), 0,4ul de cada iniciador (20 pmol), 1pl do QIAGEN One-Step RT-PCR
Enzyme Mix e agua destilada para completar o volume final da reacdo. O perfil térmico da
reacao consistiu de 30 minutos a 50°C para a fase RT e 15 minutos a 95°C para a ativagédo da
Taq Polimerase, seguidos de 35 ciclos de PCR: 95°C por 30 segundos para desnaturagéo,
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54°C por 1 minuto para o anelamento dos iniciadores e 72°C por 2 minutos para extens&o.
Apos os ciclos, uma extensdo final a 72°C por 15 minutos foi realizada. O controle da reagéo
utilizado para a deteccdo do genoma de hantavirus foram células Vero E6 infectadas com o
virus Mamoré gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Luiz Tadeu Moraes Figueiredo (Faculdade
de Medicina de Ribeir&o Preto, USP).

3.6.3.4 Eletroforese

A eletroforese seguiu 0s mesmo parametros citados no topico 3.6.1.6. O fragmento
esperado utilizando os iniciadores GI/HANGGnN-C/ G1/HANGGN-S correspondeu a 324pb e
utilizando os iniciadores SAHN-S/ SAHN-C correspondeu a 264pb.

3.7 Analise estatistica

Para analisar as varidveis ndo pareadas com distribuicdo normal foi utilizado o teste T
ndo pareado, enquanto que para as variaveis com distribuicdo ndo paramétrica foi utilizado o
teste de Mann-Whitney. As variaveis categéricas foram analisadas por meio de tabelas de
contigéncia através do teste de Fisher. O valor de p < 0,05 foi adotado para resultados
estatisticamente significantes. Todos os testes foram realizados por meio do software
GraphPad PRISMA 5.0.

3.8 Consideracdes éticas

Por se tratar de um estudo envolvendo seres humanos, de acordo com a
Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude, o projeto foi submetido ao Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital S&o José de Doencas Infecciosas para avaliacio e parecer.
Os pacientes foram informados adequadamente sobre os objetivos do trabalho e
oferecido a participacao voluntaria. O estudo foi iniciado ap6s a aprovacdo do Comité
de Etica e Pesquisa do Hospital S&o José (n° do processo 064/2009) (ANEXO A e B).
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4 RESULTADOS
4.1 Total de pacientes

No periodo entre janeiro a setembro de 2012, 147 pacientes com sindrome febril foram
recrutados para a participagdo no estudo. Entretanto, 54 pacientes foram excluidos do estudo,
de acordo com os critérios de exclusdo mencionados no item 3.2. Assim, 24 pacientes foram
excluidos por serem de ambulatorio e possuirem mais de 5 dias de sintomas, 2 pacientes por
serem de enfermaria com mais de 12 dias de sintomas, 13 pacientes por serem menores de 18
anos e 15 pacientes por ndo concordarem em coletar sangue. Desta forma, apenas 95
pacientes foram inclusos na pesquisa, sendo 60 pacientes provenientes do ambulatério de

emergéncia e 35 internados nas enfermarias do HSJ (Figura 20).

Figura 20 - Fluxograma dos pacientes recrutados, exclusos e inclusos no estudo.

147 Pacientes recrutados

24 > 5 dias
2> 12 dias
93 Pacientes incluidos 54 Pacientes excluidos
13 < 18 anos
15 ndo concordaram
60 ambulatério 33 enfermaria
4.2 Dengue

4.2.1 Diagnaéstico

Dos 93 pacientes inclusos, 48 (51,6%) foram positivos para dengue por pelo menos

um dos testes realizados (Tabela 2).
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Tabela 2- Pacientes positivos para cada um dos testes para dengue

Técnicas empregadas para o NUmero de pacientes positivos
diagnéstico de dengue (N=48)
Somente ELISA IgM 38
Somente NS1 5
Somente RT-PCR 1
ELISA + NS1 4

As amostras de 12 coleta dos 93 pacientes foram testadas para dengue através do RT-
PCR e do NS1, 1 (1,07%) paciente apresentou resultado positivo no diagnostico molecular e 9
(9,7%) no imunocromatografico (Figura 21).

Dos 93 pacientes inclusos, 58 (62,4%) possuiam amostras de retorno de 22 coleta para
a realizacdo da sorologia IgM para dengue. Assim, dos 58 pacientes testados, 42(72,4%)

foram positivos por esta técnica.

Figura 21 - A: Imunocromatografico de paciente positivo; B: Imunocromatogréafico de paciente negativo; C:
Eletroforese mostrando os produtos do RT-PCR para dengue. Coluna 1: Marcador de 100 pb; Coluna 12:
paciente positivo; Coluna 13: controle negativo; Coluna 14: controle positivo (420 pb).
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O imunocromatografico NS1 conseguiu detectar infeccdo pelo DENV desde o 1° dia

de sintomatologia até o 7° dia em um paciente internado (Gréfico 1).

Gréfico 1 - Pacientes positivos pelo teste imunocromatografico NS1 em comparagdo com o tempo
decorrido do inicio dos sintomas.
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O ELISA-1gM conseguiu detectar a doenga a partir do 4° dia de sintomas até o 12° dia

(Grafico 2).

Gréfico 2 - Pacientes positivos pelo ensaio de ELISA-IgM em comparagdo com o tempo decorrido
do inicio dos sintomas.
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4.2.2 Caracteristicas epidemiolégicas

Foram detectados pacientes confirmados laboratorialmente para dengue em todos os
meses em que foram realizadas as coletas, com excecdo de setembro (Gréfico 3). Embora
abril tenha sido 0 més com maior nimero de casos suspeitos inclusos no trabalho, maio foi o
més com maior nimero de casos confirmados. Janeiro (2/2; 100%), marco (10/14; 71,4%) e

junho (5/7; 71,4%) foram os meses com o maior percentual de positivos para o diagnostico de

dengue.
Grafico 3 - Distribuicdo temporal dos casos inclusos e confirmados para dengue.
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A faixa etaria mais acometida entre os pacientes positivos para dengue foi a dos
adultos mais jovens: 18-38 anos (Grafico 4). Em relacdo ao género, 21 (43,8%) pertenciam ao
sexo masculino, enquanto 26 (54,2%) eram do sexo feminino. Dos 45 pacientes positivos para

dengue, 25 (52%) eram provenientes do ambulatério e 23 (48%) da enfermaria.

Gréfico 4 - Distribuigéo etéria dos pacientes confirmados para dengue.
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4.2.3 Caracteristicas clinicas e laboratoriais

As caracteristicas clinicas e laboratoriais inespecificas, como o0 hemograma e os testes
bioquimicos, foram comparadas entre os pacientes confirmados laboratorialmente para
dengue e o0s pacientes negativos e, assim, classificados como dengue-simile. Em relacdo a
sintomatologia, houve diferenca estatistica somente em relacdo a diarreia (p = 0,02), a
anorexia (p = 0,02) e aos vémitos (p = 0,001) entre os dois grupos, havendo predominio
destes sintomas nos pacientes positivos para dengue. Os sintomas mais relatados entre os
pacientes com dengue foram: cefaleia (100%), mialgia (94%), prostracdo (92%), artralgia
(81%), anorexia (85%) e dor retroorbital (81%) (Gréfico 5).

Gréfico 5 - Comparacdo sintomatoldgica entre pacientes confirmados laboratorialmente para dengue e
dengue-simile. (*) estatisticamente significante
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Em relacdo aos achados dos exames laboratoriais inespecificos, foram comparados os
seguintes parametros entre os dois grupos: hemoglobina (Hb), hematdcrito (Ht), leucdcitos,
linfdcitos, plaquetas, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST). As
médias destes parametros nos dois grupos estdo representadas no grafico 6. As plaquetas (p =
0,001), os linfocitos (p = 0,04), AST (p = 0,0006) e ALT (p = 0,001) apresentaram diferenca
estatistica significante entre o grupo dengue positivo e dengue negativo (dengue-simile),
sendo a média dos linfécitos e das transferases mais elevadas no grupo dengue, enquanto as

plaquetas estavam mais aumentadas no grupo dengue-simile.
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Gréfico 6 - Comparacdo dos achados laboratoriais inespecificos entre os pacientes com dengue e dengue-simile. A:
Hemoglobina, hematocrito, linfocitos, AST e ALT; B: Leucdcitos e plaquetas. (*) estatisticamente significante
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As anormalidades encontradas nos exames laboratoriais inespecificos dos pacientes
positivos para dengue foram: 8 (16,6%) pacientes com queda da hemoglobina (<11,6g/dL), 10
(20,8%) com diminuicdo do hematdcrito (<36%), 34 (69,7%) com plaquetopenia
(<150.000/mm?®), 6 (12,5%) com leucopenia (<3.600/mm®), 9 (18,7%) com linfopenia
(<20%), 11 (22,4%) com linfocitose (>50%), 32 (66,6%) com elevagdo da AST (>37U/L) e
18 (36,7%) com elevagdo da ALT (>65U/L). Sete pacientes (14,3%) apresentaram uma

diminuig&o da alanina aminotransferase (<30U/L).
4.2.4 InfecgBes secundarias

As amostras de 12 coleta dos 93 pacientes foram testadas quanto a infec¢do pregressa
por dengue, através de sorologia IgG, sendo que 81 (87,1%) apresentaram positividade. No
entanto, quando os pacientes positivos foram perguntados sobre infeccdes anteriores pelo
DENV durante o questionario epidemioldgico, apenas 21 (26%) mencionaram infecgédo

pregressa por dengue.

Os 48 pacientes positivos para dengue foram classificados quanto a infec¢do primaria
ou secundaria, sendo que 45 (94%) estavam num provavel quadro de infeccdo secundaria,
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enquanto apenas 3 (6%) estavam apresentando uma possivel infec¢do primaria pelo DENV
(Grafico 7).

Gréfico 7 - Pacientes apresentando uma possivel infecgéo primaria ou infeccéo secundéria.
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4.3 Leptospirose
4.3.1 Diagndstico

Apo6s serem aplicados todos os testes diagnosticos para pesquisa de dengue, 0s
pacientes negativos foram avaliados para deteccdo de leptospirose através da reacdo de PCR e

da deteccdo de anticorpos anti-leptospira IgM.

As amostras de 12 coleta dos 45 pacientes negativos para dengue foram utilizadas para

a realizacdo do PCR. Dos pacientes testados, 8 (17,7%) foram positivos (Figura 22).

Figura 22 - Eletroforese mostrando os produtos do PCR para leptospirose. Coluna 1: Marcador de 100 pb;
Coluna 2: controle positivo (274pb); Coluna 3, 9 e 12: pacientes positivos; Coluna 13: controle negativo.

300pb
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As amostras de 22 coleta foram utilizadas para a realizagdo da sorologia, portanto
apenas 0s pacientes que possuiam amostras de 22 coleta e que foram negativos para dengue
foram testados. Assim, apenas 15 pacientes foram avaliados para leptospirose através de

ELISA-IgM e, dos pacientes testados, 5 (33,3%) foram positivos.

Desta forma, 13 (29%) pacientes foram positivos para leptospirose por pelo menos um

dos testes realizados (Tabela 3).

Tabela 3- Pacientes positivos para cada um dos testes para leptospirose.

Técnicas empregadas para o NUmero de pacientes positivos
diagnostico de leptospirose (N=13)
Somente ELISA 5
Somente PCR 8

O PCR conseguiu detectar infeccdo pela Leptospira sp. desde o 1° dia de

sintomatologia até o 5° dia nos pacientes com dengue-simile (Gréfico 8).

Grafico 8 - Pacientes positivos pelo PCR em comparagdo com o tempo decorrido do inicio dos
sintomas.
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A deteccdo do anticorpo anti-leptospira IgM através do ELISA conseguiu detectar a

doenca a partir do 4° dia de sintomas até o 15° dia (Grafico 9).
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Graéfico 9 - Pacientes positivos pelo ELISA em comparacdo com o tempo decorrido do inicio dos
sintomas.
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4.3.2 Caracteristicas epidemiolégicas

De acordo com a distribuigc@o dos géneros, 7 (53,8%) pacientes eram do sexo feminino
e 6 (46,2%) do sexo masculino. A faixa etaria mais acometida entre os pacientes positivos
para leptospirose foi a dos adultos mais jovens: 18-38 anos (Grafico 10). As amostras
positivas foram coletadas nos meses de fevereiro, abril e maio (Grafico 11). Dez (77%)
pacientes eram provenientes do ambulatério de emergéncia, enquanto 3 (23%) estavam
internados nas enfermarias com quadros mais graves. Um paciente relatou contato prévio com
ratos que habitavam as proximidades de sua residéncia e outro relatou contato com a agua
proveniente de enxurradas.

Grafico 10 - Distribuic&o etéria dos pacientes positivos para leptospirose.
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Gréfico 11 - Gréafico de distribuicdo temporal dos pacientes incluidos, positivos para dengue e para leptospirose.
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4.3.3 Caracteristicas clinicas e laboratoriais

As caracteristicas clinicas e laboratoriais inespecificas foram comparadas entre os
pacientes confirmados para dengue e os pacientes confirmados para leptospirose. Em relacéo
a sintomatologia, houve diferenca estatistica somente em relacdo ao prurido (p = 0,004) e a
tosse (p = 0,002) entre os dois grupos, havendo predominio do primeiro sintoma no grupo
dengue; e do segundo no grupo dos pacientes positivos para leptospirose. Os sintomas mais
relatados entre estes pacientes foram: cefaleia (100%), dor retroorbital (92%), mialgia (92%),
artralgia (92%) e nausea (85%) (Grafico 12). Alguns sintomas e sinais menos relatados, mas
de grande importancia entre estes pacientes foram: dispneia (15%), ictericia (8%), ascite (8%)
e queda da pressdo arterial postural (8%).

Grafico 12 - Comparagdo sintomatolégica entre pacientes positivos para dengue e leptospirose. (*)
estatisticamente significante
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Em relacdo aos achados dos exames laboratoriais inespecificos, foram comparados 0s
seguintes parametros entre os dois grupos: Hb, Ht, leucdcitos, linfocitos, plaquetas, ALT e
AST. Um dos pacientes com leptospirose ndo foi possivel obter os resultados no banco de
dados do HSJ. As médias destes pardmetros nos dois grupos estdo representadas no grafico
13. A hemoglobina (p = 0,04) e as plaquetas (p = 0,006) apresentaram diferenca estatistica
significante entre os grupos dengue e leptospirose, havendo maiores niveis de Hb no grupo
dengue; enquanto as plaquetas permaneceram mais elevadas nos pacientes positivos para

leptospirose.

Gréfico 13 - Comparacdo dos achados laboratoriais inespecificos entre os pacientes com dengue e leptospirose.
A: Hemoglobina, hematdcrito, linfocitos, ALT e AST; B: Leucocitos e plaquetas.
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As anormalidades encontradas nos exames laboratoriais inespecificos dos pacientes
com leptospirose foram: 5 (38,5%) pacientes com queda da hemoglobina (<11,6g/dL) e do
hematdcrito (<36%), 4 (30,8%) pacientes com plaguetopenia (<150.000/mm?), 5 (38,5%)
com leucopenia (<3.600/mm?), 5 (38,5%) com linfopenia (<20%), 6 (46,2%) com elevacéo da
AST (>37U/L) e 4 (30,8%) com elevacdo da ALT (>65U/L). Sete pacientes (53,9%)

apresentaram uma diminuigdo da alanina aminotransferase (<30U/L) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Exames laboratoriais inespecificos dos pacientes com leptospirose. (*) Resultados alterados.

Exames Hb (11,6- Ht (36- Plaquetas Leucdcitos Linfocito AST (15- ALT
laboratoriais  17,8g/dL)  54%) (150.000- (3.600- $(20-  37UML) (30-
inespecificos 450.000/mm®  11.000/mm?) 50%) 65UIL)

PFSF 14,2 41,2 189.000 5.919 12,9* 23 10*

ACS 13,1 37,4 183.000 8.500 11* 75* 143*
FEM 13,8 39,8 157.000 3.380* 33,1 20 29*
LMMM 11,5* 32,8* 107.000* 2.640* 36,4 138*% 126*
MMCS 10,5% 32,2% 179.000 3.570* 36,8 34 25*
MVRN 10,7* 31,5* 285.000 10.990 16,2% 17 17*
FNO 11,1* 32,7* 183.000 6.010 3,7* 16 16*
FGGL 13,1 39,3 97.000* 6.700 22,9 107* 89*
MBSS 12,6 40,2 38.000* 3.040* 28,6 46* 43

LNCV 12,1 36,4 221.000 6.870 10,8* 85* 140*
FMS 13,9 421 211.000 3.210* 39,3 22 18*
DRFS 10,3* 32,7* 86.000* 4.040 47,5 47* 19*

4.4 Hantavirus
4.4.1 Diagndstico

Os 93 pacientes inclusos neste trabalho foram testados para hantavirus através da
sorologia IgM e 1gG. Destes, apenas 1 (1,07%) paciente apresentou positividade para 0s
anticorpos da classe IgM, com titulo de 1:400, mostrando uma infecgdo atual ou recente,
enquanto 30 (32,2%) apresentaram positividade para os anticorpos da classe 1gG, mostrando
que mais de 30% da populacdo estudada possivelmente entrou em contato com este virus
(Gréfico 14).
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Grafico 14 — Sorologia 1gG para hantavirus dos pacientes inclusos (n=93).
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Apenas 0s pacientes negativos para dengue foram testados para hantavirus através de
diagnostico molecular. Assim, dos 46 pacientes testados, nenhum caso de hantavirus foi
detectado (Figura 23).

Figura 23 - Padronizagdo do RT-PCR de hantavirus. A: G1/HANGGn-C/ G1/HANGGN-S. Coluna 1:
Marcador de 100pb; Coluna 2: Controle positivo (324pb); Coluna 3: Controle negativo. B: SAHN-S/ SAHN-
C. Coluna 1: Marcador de 100pb; Coluna 2: Controle positivo (264pb); Coluna 3: Controle negativo.
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4.4.2 Caracteristicas epidemiolégicas

Uma possivel infeccdo aguda por hantavirus neste trabalho foi diagnosticada através
do ELISA-IgM para hantavirus. Trata-se de um paciente do sexo feminino, 22 anos, natural
de Fortaleza e residente do bairro Bom Jardim. A paciente procurou ajuda médica no
ambulatorio do HSJ no 5° dia de sintomatologia em abril de 2012. A paciente negou viagens
pregressas. As principais caracteristicas epidemioldgicas desta paciente encontram-se na
tabela 5.

Esta mesma paciente, anteriormente testada para dengue, apresentou também resultado
positivo para dengue através do ELISA-IgM.

Tabela 5 — Caracteristicas epidemioldgicas de paciente com sorologia positiva para hantavirus.

Paciente  Sexo Idade Bairro  Situacdo Viagens  Atendimento ELISA- ELISA-

IgM IgM
Dengue Hantavirus
CMS F 22 Bom Ambulatério Nao Abril/2012 Positivo Positivo

Jardim

4.4.3 Caracteristicas clinicas e laboratoriais

A paciente CMS relatou cefaleia, dor retroorbital, mialgia, artralgia, prostracéo,
exantema, nausea, vomitos, tosse, prurido, dor de garganta e anorexia. Além disso, relatou

também manifestacdo hemorragica com a presenca de sangue nos vomitos.

Os dados laboratoriais inespecificos da paciente encontram-se resumidos na tabela 6.
Podemos observar que a mesma apresentou uma queda da hemoglobina (<11,6g/dL) e do
hematdcrito (<36%), plaquetopenia (<150.000/mm?), linfocitose (>50%) e uma elevacdo da
AST (>37UI/L).

Tabela 6 - Exames laboratoriais inespecificos do paciente com sorologia positiva para hantavirus. (*)
Resultados alterados.

Exames Hb (11,6- Ht (36- Plaquetas Leucocitos Linfdcitos AST ALT
laboratoriais  17,8g/dL) 54%) (150.000- (3.600- (20-50%) (15- (30-
inespecificos 450.000/mm®)  11.000/mm?) 37U/L)  65UI/L)

CMS 11,2* 33,6* 77.000* 3.940 51,3* 42* 47
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4.5 Sindrome febril indiferenciada (SFI)

Ao final do estudo, 32 (34,7%) pacientes foram classificados como SFI por terem sido
negativos nos testes realizados para dengue, leptospirose e hantavirus e assim, ndo terem sua

etiologia revelada. Houve casos de SFI em quase todos os meses estudados, com excecdo de

janeiro (Grafico 15).

Grafico 15 - Grafico de distribuicdo temporal dos pacientes incluidos e com SFI.
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5 DISCUSSAO

O diagnostico preciso da dengue é essencial para o tratamento correto dos pacientes,
fornecendo medidas de controle especificas contra a evolucéo clinica da doenga. A rigor, um
caso suspeito de dengue s6 pode ser confirmado apds diagndstico laboratorial. Entretanto,
devido a grande quantidade de casos suspeitos durante periodos epidémicos, a confirmacao
pode ser realizada somente atraves dos critérios clinicos associados a epidemiologia
(BRASIL, 2011a). Todavia, a utilizacdo destes critérios como Unica base para o diagndstico
pode ser arriscada, uma vez que muitos sintomas inespecificos da dengue se assemelham aos
de outras doencas infecciosas, as quais requerem tratamento especifico (CASTRO-JORGE et
al., 2010; BRASIL, 2011a). Desta forma, a confirmacdo laboratorial tem se tornado cada vez
mais necessaria para diferenciar a dengue de outras sindromes febris e também para o

acompanhamento clinico dos pacientes que apresentam as formas mais graves da doenca.

O diagnostico molecular, baseado no RT-PCR e/ou no qRT-PCR tem substituido
gradativamente o IV, tornando-se um forte candidato a ser considerado padrdo-ouro para a
deteccdo viral na fase aguda da doenca (SHU; HUANG, 2004). Isso porque, além de
demandar menos tempo que o IV, é mais sensivel, pois é capaz de amplificar material
genético até mesmo de virus inativado. Além disso, alguns estudos tém mostrado que o RT-
PCR pode permitir a deteccdo de dengue em amostras estocadas por longos periodos, mesmo
naquelas com mais de 15 anos, quando estocadas adequadamente (LANCIOTTI et al., 1992,
POERSCH et al., 2005; SANTOS et al., 2008; DUTRA, 2009). Vérios protocolos tém sido
desenvolvidos, variando nas sequéncias-alvo, especificidades e sensibilidades dos mesmos
(CHUA et al., 2011; ROSEN et al., 1999; JOHNSON; RUSSELL; LANCIOTT]I, 2005).

Dentre as desvantagens e desafios desse método, é possivel citar o curto periodo
virémico, a necessidade de estocagem das amostras em temperaturas extremamente baixas,
devido a intrinseca termolabilidade do RNA viral, a necessidade de equipamentos de precisao
e de profissionais bem-treinados, além do alto custo dos aparelhos e da sua complexidade
(GUZMAN; KOURI, 2004).

Apesar de ser um método de crescente aceitacdo e que tem mostrado bons resultados,
0 RT-PCR utilizado neste estudo foi positivo em 1 (1,07%) paciente, mostrando uma baixa
sensibilidade na deteccéo dos casos, ao contrario dos estudos de Shu e Huang (2004) e Saxena
et al. (2008), que afirmam que esta técnica seria uma possivel substituta de melhor

sensibilidade parao IV.



82

Um dos provéaveis fatores determinantes foi a variabilidade genética a qual estes virus
estdo expostos. Esta pode ter sido imposta a sequéncias de nucleotideos da regido do genoma
viral que foi alvo do desenho dos iniciadores, realizado ha mais de 10 anos (HENCHAL et al.,
1991). E valido ressaltar também que a sensibilidade do diagnostico através do RT- PCR é
variavel ndo somente de acordo com o protocolo adotado, mas também devido a utilizagdo de
diversos outros reagentes, como por exemplo, iniciadores, enzimas, tampdes, sequéncia-alvo
do genoma e condicgdes das reacbes (KAO et al., 2005). Além disso, Raengsakulrach et al.
(2002), descreveram uma baixa sensibilidade no protocolo de Henchal et al. (1991) para a
deteccdo do DENV-4, sendo apenas 25% sensivel. Desta forma, como no ano de 2012 o
sorotipo circulante predominante isolado no Estado do Ceara foi o DENV-4, provavelmente o

protocolo utilizado ndo foi capaz de detectar todos os casos (CEARA, 2014).

Outra importante ferramenta no diagndstico da dengue é a deteccdo da glicoproteina
NS1, pois essa proteina é bastante conservada e também abundante no soro de pacientes
infectados logo durante o inicio da fase aguda da doenca. Embora o diagnoéstico através do
uso desta técnica venha sendo amplamente utilizado para a deteccéo da infecgdo aguda por
dengue (TEIXEIRA; BARRETO, 2009; WANG; SEKARAN, 2010), é uma técnica que ainda
precisa ser aperfeicoada, devido sua sensibilidade ser menor que o teste de ELISA (FRY et
al., 2011).

Neste estudo, apenas 9/93 (9,7%) pacientes foram positivos pelo teste
imunocromatografico NS1, discordando de Dussart et al. (2008) e Silva et al. (2011), que
apresentaram uma alta positividade para deteccdo de NS1 através deste teste.

Estudos realizados por Bessof et al. (2008) e Tricou et al. (2010) demonstraram que a
eficiéncia do teste imunocromatografico NS1 € variavel em infec¢Bes secundarias, visto que
0s pacientes que apresentaram infeccdo secundaria de dengue tiveram um resultado negativo
para deteccdo desta proteina. Hang et al. (2009) sugerem que a negatividade pelo teste de NS1
em uma infeccdo secundaria pode ser causada devido a ligacdo do anticorpo 1gG com a
proteina NS1, visto que durante a fase aguda em pacientes com infec¢do secundaria, uma
guantidade substancial da proteina NS1 pode ter se ligado aos anticorpos IgG especificos,
produzidos a niveis elevados pela ativagdo das celulas B de memdria da infecgéo anterior pelo
DENV. Uma evidéncia de que esse fato ocorre € que a dissociacdo dos complexos Ag-
anticorpos aumenta moderadamente a sensibilidade do teste, especialmente nas infeccoes

secundarias (LAPPHRA et al., 2008). Desta forma, como no ano de 2012 todos 0s sorotipos
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haviam circulado no Estado e visto que o Ceara é uma regido endémica para DENV, a
populagéo deste estudo tratava-se provavelmente de uma populacdo que havia tido contato
com o DENV, consequentemente, possiveis resultados falso-negativos poderiam ocorrer por
esta técnica (CEARA, 2014).

Estudos também relataram diferenca na sensibilidade do teste NS1 em relacdo ao
sorotipo viral, sendo que o DENV-4 foi o que apresentou menor sensibilidade no teste
(DENV-1, 93%, DENV-2, 82%, DENV-3, 87%, DENV-4, 71%) (BESSOF et al., 2008;
BESSOF et al., 2010). Desta forma, como no ano de 2012 a epidemia no Ceara foi causada
principalmente pelo DENV-4, a sensibilidade do teste para deteccdo destes casos foi inferior,

justificando mais uma vez a baixa sensibilidade do teste neste trabalho (CEARA, 2014).

O teste imunocromatografico NS1, neste estudo, conseguiu detectar casos até o 7° dia
de sintomatologia, sendo que 88,9% dos casos detectados foram até o 5° dia, corroborando
com os dados de Castro-Jorge et al. (2010) e Wang e Sekaran (2010), que demonstraram que
o diagnostico através do NS1 possui uma maior sensibilidade quando realizado nas amostras
coletadas entre 0 1° e 0 5° dia de sintomas. Porém, estudos anteriores demonstraram que 0
antigeno NS1 pode ser detectado até o 9° dia de doenca (FALCONAR, 1997; SHU et al.,
2002; DUSSART et al., 2006) e os picos de deteccdo foram do 6° ao 10° dia (XU et al.,
2006).

Dentre os testes sorolégicos, o IgM-ELISA é o mais utilizado na rotina laboratorial.
Este método oferece uma boa sensibilidade e especificidade, é de simples execuc¢do, pratico e
pode ser realizado em qualquer laboratério de rotina. No entanto, para uma melhor eficacia, o
melhor periodo para a realizacdo do mesmo € a partir do 5° dia de sintomatologia da doenga,
periodo no qual a pessoa infectada pelo DENV passa a produzir anticorpos a niveis
detectaveis (DE PAULA et al., 2004; WHO, 2009; GUZMAN et al., 2010). Apesar de esta
técnica ser a mais utilizada na rotina laboratorial para dengue, ela apresenta diversas
desvantagens, como por exemplo, a baixa sensibilidade antes do 5° dia de sintoma, néo
diferencia o sorotipo e pode apresentar reacdes cruzadas geradas por certos epitopos, comuns
a outras espécies do género Flavivirus, como a febre amarela. Porém, isso tem verdadeira
importancia somente em areas onde 2 ou mais flavivirus co-circulam (GUBLER, 1998;
PEELING et al., 2010).

De todos os diagnosticos aplicados, o IgM-ELISA apresentou uma maior positividade,
mostrando resultados satisfatorios ao detectar a presenca de anticorpos especificos em 42/58
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(72,4%). Entretanto, a positividade no IgM-ELISA em amostra Unica ndo diferencia uma
infeccdo atual de uma infeccdo recente, visto que os anticorpos da classe IgM podem
permanecer a niveis detectaveis durante até 3 meses no soro do paciente (HUNSPERGER et
al., 2009).

Os resultados do presente estudo corroboram com os achados de Velathanthiria et al.
(2006), em um estudo realizado no Sri Lanka, que mostraram que os testes sorologicos sdo
mais Uteis para detec¢cdo de dengue, pois dentre 226 pacientes com dengue-simile, o anticorpo
IgM foi detectado em 117 (81,8%), enquanto o RNA viral foi detectado em apenas 27
(11,9%) pacientes. Khan et al. (2009), durante um surto de dengue no Paquistdo em 2006,
compararam as técnicas de RT-PCR e IgM-ELISA. O teste molecular apresentou uma maior
positividade quando confrontado com o teste soroldgico, sendo que dentre 83 amostras de
casos suspeitos de dengue, o RT-PCR foi positivo em 73 (87,9%) pacientes, enquanto o
ELISA conseguiu detectar a infeccdo em 61 (83,6%). Khan et al. (2009), também enfatizaram
que apesar do RT-PCR apresentar uma positividade maior, os testes sorolégicos tém um papel
importante no diagnostico, pois sdo técnicas de baixo custo e facilmente disponiveis,
principalmente nos paises endémicos. E valido ressaltar que as sensibilidades dos testes irdo
variar de acordo com o periodo no qual foi realizada a coleta do material biologico, visto que
os testes virologicos apresentam melhor eficdcia durante a fase virémica e 0s testes
soroldgicos apos o periodo de viremia (WHO, 2009; GUZMAN et al., 2010).

O IgM-ELISA neste estudo conseguiu detectar casos do 4° até o 12° dia de
sintomatologia, com sensibilidade elevada em todos os dias pesquisados. Tontulawat et al.,
(2011) detectaram casos positivos, através de IgM —ELISA, desde o 1° dia de sintomas até o
24°. Segundo alguns autores, o aumento da sensibilidade do teste é diretamente proporcional
aos dias decorridos do inicio da doenga (SHU; HUANG, 2004; TONTULAWAT et al., 2011,
SOLANKE et al., 2013).

Os pacientes positivos para dengue apresentaram como a faixa etaria mais acometida a
dos adultos mais jovens (18-38 anos). Este resultado foi semelhante ao estudo realizado no
Estado do Pard, onde os grupos mais vulneraveis foram na faixa etaria com maior atividade
produtiva (ARAUJO et al., 2002). Cavalcanti et al. (2011), relataram mudanca no padréo de
idade dos pacientes atingidos por dengue no Ceara, mostrando que desde 2007, a populacéo
mais atingida passou a ser criangas, provavelmente pelo fato da populacdo mais velha ja ter

entrado em contato com 0s sorotipos circulantes e adquirido imunidade. Outro estudo também
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relatou que além da populacdo mais jovem ser a que mais apresenta infecgdo por dengue, o
aumento de casos de FHD também tem sido observado nesta populacdo (HALSTEAD, 2006).
Entretanto, é valido ressaltar que neste estudo foram estabelecidos critérios de inclusdo e de
exclusdo, desta forma, so6 foram inclusos nesta pesquisa pacientes acima de 18 anos. Portanto,
mesmo que esteja ocorrendo uma mudanca na populacéo atingida pelo DENV, este fato ndo
foi observado no presente estudo, visto que estes individuos ndo foram recrutados. De

qualquer forma, a populacdo mais jovem inserida no estudo foi a mais atingida.

Neste estudo, foram pesquisados 0s casos suspeitos de dengue apenas de janeiro a
setembro de 2012, ndo podendo caracterizar em qual semestre do ano teve maior incidéncia
da doenca, visto que o 2° semestre ndo foi totalmente analisado. Porém, de acordo com a
SESA, a dengue apesar de estar presente no Ceara durante todo o ano, ocorre com mais
intensidade durante o 1° semestre do ano (CEARA, 2014).

Os meses com maior numero de casos confirmados para dengue neste estudo foram
marco, abril e maio, ndo corroborando com os achados de Vasconcelos et al. (1995), em um
estudo realizado no Ceard, em 1994, que evidenciaram a presenca da doenca no 1° semestre,
mas com o0 maior numero de casos em junho. Magalhdes (2011), em um estudo que avaliou a
relagdo entre os elementos atmosféricos e a dengue em Fortaleza, entre os anos de 2001 a
2009, observou que quando ocorre 0 aumento das precipitacdes pluviométricas, percebe-se o
aumento da infestacdo do mosquito transmissor e a maior concentracao dos casos de dengue.
Magalhdes (2011) ainda relatou que esta elevacdo dos casos na quadra chuvosa pode ser
verificado até 2 meses apds 0os meses com maiores indices pluviométricos. As chuvas ndo s
aumentam a quantidade de criadouros para o desenvolvimento das formas imaturas do vetor,
como também geram condices para o desenvolvimento das formas adultas (REBELO et al.,
1999; SANDOVAL et al., 2003; GLASSER; GOMES, 2002). No ano de 2012, no Cear4, 0s
meses com maiores indices pluviométricos foram fevereiro e marco (FUNCEME, 2014),
assim, de acordo com Magalhées (2011), podia-se encontrar um pico da dengue até o més de

maio, como foi visto no presente estudo.

As manifestacdes mais comuns na pratica clinica nos pacientes com dengue séo febre
acompanhada pelos seguintes sintomas: calafrios, dor retroorbital, mialgia, artralgia, nauseas,
vomitos e dor abdominal (GUZMAN; KOURI, 2002). Os sintomas mais relatados entre os
pacientes com dengue neste estudo foram: cefaleia (100%), mialgia (94%), prostracéo (92%),

artralgia (81%), anorexia (85%) e dor retroorbital (81%), corroborando com os achados de
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Khan et al. (2008), que encontraram como as principais queixas dos pacientes com dengue:
febre (100%), mialgia (81%), prostracdo (83%), cefaleia (75%) e anorexia (63%).

Em relacdo a sintomatologia, houve diferenca estatistica somente em relacéo a diarreia
(p = 0,02), a anorexia (p = 0,02) e aos vomitos (p = 0,001) entre os grupos dengue e dengue-
simile, havendo predominio destes sintomas nos pacientes positivos para dengue. Em dois
estudos que incluiram apenas criancas, a frequéncia de anorexia foi maior entre os pacientes
com dengue do que nos pacientes com as demais sindromes febris estudadas
(KALAYANAROOJ et al.,, 1997; PHUONG et al., 2004). Os achados deste estudo ndo
corroboram com os de Ahmed et al. (2008), onde ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos confirmados e ndo confirmados para dengue quanto a diarreia ou aos vémitos,
apresentado diferenca significativa apenas para cefaleia e mialgia, sintomas que

predominaram nos pacientes confirmados para dengue.

Nos pacientes com dengue sd&o comuns alteragbes no hemograma, como
hemoconcentracdo, leucopenia, plaquetopenia e alteracdes de homeostasia sanguinea com
presenca frequente de manifestacdes hemorragicas. Algumas dessas alteracGes estdo
relacionadas com a gravidade da doenca e indicam a necessidade de intervencdo terapéutica
com finalidade de reduzir a mortalidade (WHO, 2009).

No presente estudo, os achados laboratoriais inespecificos mais encontrados nos
pacientes confirmados para dengue corroboram com os achados de Oliveira et al. (2009) e
Ayyub et al. (2006) que revelaram a plaguetopenia como principal exame laboratorial
alterado. Contrariamente, estes resultados diferem dos encontrados no Para, em 2008, no qual
a presenca de plaquetopenia (24,3%) foi bastante reduzida (BARROS et al., 2008).

A ocorréncia de leucocitose na dengue pode ser considerada como um fator
prognastico associado ao desenvolvimento de complicacdes, contudo, nenhum dos pacientes

do presente estudo apresentou esta alteracdo (AYYUB et al., 2006).

Quando os achados dos exames laboratoriais inespecificos foram comparados entre o
grupo confirmado para dengue e 0 grupo dengue-simile, apenas as plaquetas (p = 0,001), os
linfdcitos (p = 0,04), AST (p = 0,0006) e ALT (p = 0,001) apresentaram diferenca estatistica
significante, sendo a média dos linfocitos e das transferases mais elevadas no grupo dengue,
enquanto as plaquetas estavam mais aumentadas no grupo dengue-simile. Diferencas nas

caracteristicas laboratoriais entre dengue e outras doencas febris tem sido relatadas na
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literatura (POTTS; ROTHMAN, 2008). No presente estudo, a média dos linfocitos nos
pacientes com dengue foi maior do que nos demais pacientes, ndo corroborando com estudos
anteriores que mostraram que 0s pacientes com dengue geralmente apresentavam niveis mais
baixos de linfocitos do que as demais sindromes febris (KALAYANAROOJ et al., 1997;
DEPARIS et al., 1998; PHUONG et al., 2004; WILDER-SMITH et al., 2004; HAMMOND
et al., 2005; KARANDE et al., 2005; CHADWICK et al., 2006; LOW et al., 2006). Os niveis
mais elevados das transaminases hepaticas foram encontrados em pacientes com dengue neste
estudo e também em outros trabalhos quando comparado com outras sindromes febris
(KALAYANAROOJ et al., 1997; WILDER-SMITH et al., 2004; CHADWICK et al., 2006).

Para a avaliacdo de possiveis infec¢fes pregressas pelo DENV, foi realizado, neste
estudo, o IgG-ELISA para deteccdo de anticorpos especificos da classe 1gG nas amostras de
12 coleta dos pacientes. Dos 93 pacientes testados, 81 (87,1%) apresentaram positividade, no
entanto, quando perguntados, durante questionario epidemiolégico, sobre infec¢fes anteriores
pelo DENV, apenas 21 mencionaram ter tido diagndstico de dengue, apesar da maioria ndo
referir a realizacdo de diagnostico laboratorial especifico para confirmacdo da doenca
pregressa. Os demais pacientes provavelmente apresentaram quadros clinicos assintomaticos
ou leves durante quadro de dengue pregressa e, desta forma, ndo procuraram atendimento
médico, ndo diagnosticando a doenca. Vasconcelos et al. (1998) mostraram em um inquérito
sorolégico realizado no Ceard, em 1994, que 41% das infeccbes pelo DENV foram

assintomaticas.

Os 48 pacientes com sorologia IgM positiva para dengue foram classificados quanto a
infeccdo priméaria ou secundaria, sendo que 45 (94%) estavam num quadro de infec¢do
secundaria, enquanto apenas 3 (6%) estavam apresentando uma infeccdo priméaria pelo
DENV. A grande quantidade de pacientes com IgG positivo revela a situacdo endémica
encontrada no Estado do Ceara, mostrando que as epidemias ocorrem anualmente e uma parte
significativa da populacdo entrou em contato com o virus. Esses dados corroboram com um
estudo realizado em 1994, no Estado do Ceard, que de 588 soros IgM reagentes, 495 (84,2%)
pacientes apresentavam infeccdo secundaria pelo DENV (VASCONCELOS et al., 1998).
Além disso, a confirmacdo da quantidade exorbitante de pacientes com infeccdo secundéria
por DENV pode justificar a baixa sensibilidade no teste NS1, visto este ter uma baixa
sensibilidade em pacientes com infecgdes secundarias, como descrito anteriormente (HANG
et al., 2009).
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A dengue apresenta uma série de sintomas inespecificos, bem como alteracdes
laboratoriais comuns a uma série de patologias, incluindo a leptospirose (BRASIL, 2011a). A
leptospirose apresenta quadro clinico inespecifico, tornando dificil distingui-la de outras
doencas febris, especialmente aquelas que também se manifestam com sintomas inespecificos
como dor de cabeca e mialgia tais como dengue, influenza e outras doencas febris(BAJANI et
al., 2003). Por isto, em vérios paises em desenvolvimento, a leptospirose € a causa mais
comum de sindrome febril indiferenciada, podendo ser responsavel por 20 a 40% dessas
infeccdes (KO et al., 1999).

Neste estudo, 13 pacientes com suspeita clinica de dengue foram positivos para
leptospirose. Diversos trabalhos tém evidenciado confusdo diagnodstica entre dengue e
leptospirose e, dentre eles, alguns, realizados em areas endémicas para ambos, indicam a
leptospirose como etiologia de sindrome febril indiferenciada em pacientes com
sintomatologia de dengue, mas com diagnostico laboratorial especifico negativo (SANDERS
etal., 1999; BROWN et al., 2010; BRUCE et al., 2005).

Brown et al. (2010), em um estudo de pesquisa de leptospirose em 590 pacientes com
suspeita de dengue na Jamaica, demonstraram que 314 tiveram sorologia positiva para dengue
e 27 (5%) apresentaram positividade para leptospirose. Souza, Nogueira e Pereira (2007),
identificaram 34 (15,9%) casos de leptospirose em 215 pacientes com suspeita clinica de
dengue em um estudo realizado em Mato Grosso do Sul. Bruce et al. (2005), estudando 730
casos com suspeita de dengue em Porto Rico, encontraram leptospirose como etiologia de 36
(5%) casos. Outro estudo de diagndstico diferencial, realizado no Havai, identificou 54
(4,5%) casos de leptospirose em 1206 pacientes dengue-simile (ELLIS et al., 2008). Da
mesma maneira, casos de dengue tém sido detectados em pacientes com suspeita de
leptospirose. Levett, Branch e Edwards (2000), em estudo realizado em Barbados, detectaram
38/92 (41%) casos de dengue entre 0s casos suspeitos de leptospirose, mas sem confirmagéo
laboratorial. Em estudo de casos de 6bitos realizados no Ceara, de 6 casos suspeitos de
leptospirose, 2 foram positivos para dengue (ARAUJO, 2011). O presente estudo corrobora
com os dados dos autores acima, mostrando a ocorréncia de confusdes diagndsticas entre os

pacientes com dengue-simile.

O diagndstico preciso e precoce € imprescindivel para a conduta clinica da
leptospirose, uma vez que o tratamento apropriado dos pacientes acometidos por dengue e

leptospirose difere substancialmente, e também para que se tomem medidas de vigilancia e
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controle epidemioldgicos. No caso da leptospirose, por exemplo, a antibidtico-terapia confere
melhor resultado, tanto na gravidade, quanto na duracdo da doenga, quando administrada

precocemente no curso da infeccdo (ELLIS et al., 2008).

O diagnostico clinico da leptospirose baseia-se no quadro clinico e epidemiologico,
sendo confirmado por técnicas laboratoriais especificas. Existem diferentes testes utilizados
para a deteccdo da leptospirose, no entanto, 0 método laboratorial vai depender da fase
evolutiva em que se encontra o0 paciente. As principais técnicas sdo: o isolamento da
leptospira, o MAT, IgM-ELISA e PCR (DAHER; ABREU; JUNIOR, 2010; ADLER;
MOCTEZUMA, 2010). Neste estudo foram aplicadas as técnicas de PCR e IgM-ELISA.

O PCR, utilizado para deteccdo de DNA na fase aguda da doenca, tem se mostrado
bastante eficaz em diferentes estudos e diferentes protocolos tem sido propostos para o
aumento da eficicia do teste, contudo, este diagnodstico possui elevado custo e requer
laboratérios bem equipados (PEREZ; GOARANT, 2010; VILLUMSEN et al., 2010;
THAIPADUNPANIT et al., 2011). O DNA de leptospira pode ser amplificado a partir de
diferentes amostras, como: sangue, urina, liquor, humor aquoso e tecido (LEVETT, 2001).
Além disso, foi demonstrado que tanto o PCR convencional quanto o qPCR sdo Uteis para o
diagndstico precoce da doenca, durante o qual a producédo de anticorpos ainda € baixa para ser
detectado nos testes soroldgicos. A sensibilidade da deteccdo do DNA pelo PCR diminui com
0 curso da doenca (FONSECA et al., 2006b; SLACK et al., 2007).

Dos 45 pacientes dengue-simile avaliados por PCR para leptospirose neste estudo, 8
(17,7%) foram positivos, detectando casos do 1° ao 5° dia de sintomatologia. Em outro estudo,
realizado em 70 pacientes com suspeita clinica de leptospirose durante a 1* semana de
sintomatologia clinica, o PCR detectou 24 (34,3%) casos (HONARMAND;
KHORAMIZADEH; ESHRAGHI, 2010).

A maioria dos casos de leptospirose é diagnosticada por sorologia e os anticorpos IgM
sdo detectados no sangue cerca de 5 a 7 dias apds o inicio dos sintomas (LEVETT, 2001).
Estudos que realizaram a comparacéo entre 0 MAT e ELISA demonstraram que a detec¢éo de
anticorpos pelo ELISA tem se tornado cada vez mais eficaz, detectando casos antes mesmo do
MAT (LEVETT; BRANCH, 2002; BAJANI et al., 2003).

Dos 15 pacientes avaliados para leptospirose por IgM-ELISA, 5 (33,3%) foram

positivos, detectando casos do 7° ao 12° dia de doenca. Bajani et al. (2003), relataram que,
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quando utilizado na fase aguda, o ELISA tem sua sensibilidade reduzida, sendo esta de 95%
durante a fase de convalescéncia e de 52,7% na fase inicial da infec¢cdo, demonstrando que
este teste apresenta uma maior eficacia a partir do 6° e 7° dia de sintoma. Além disso, 0s
anticorpos IgM anti-Leptospira podem permanecer circulantes durante anos apds a exposi¢ao

inicial, dificultando a diferenciacéo entre infeccdes atuais e recentes (MCBRIDE et al., 2005).

Neste estudo, os pacientes foram positivos para leptospirose ou por PCR ou por
ELISA IgM. Este dado enfatiza o fato de que os anticorpos, na leptospirose, S6 comecam a ser
detectaveis no fim da leptospiremia, como descrito na literatura (KO; GOARANT,;
PICCARDEAU, 2009).

A faixa etaria mais acometida entre os pacientes positivos para leptospirose foi de 18-
38 anos. Nossos achados corroboram com os descritos pela SESA, na qual a faixa etaria mais
atingida é a de 20 a 49 anos, correspondendo a faixa etaria economicamente mais ativa e que,
consequentemente, se expde mais aos riscos de contaminagdo com a bactéria (CEARA, 2011).

Em relacéo a distribuicdo mensal dos pacientes positivos para leptospirose, 0S mesmos
encontraram-se distribuidos entre os meses de fevereiro e maio, corroborando com os dados
da SESA que revela o periodo de fevereiro a junho como 0 momento no qual mais se notifica
casos da doenca (CEARA, 2011). Em um estudo que demonstra a ocorréncia de chuvas e a
incidéncia de leptospirose, Magalhdes et al. (2009) demonstraram que a doenga ocorre

principalmente no periodo de maior precipitacdo, ou seja, entre fevereiro a maio.

Os principais sintomas dos pacientes positivos para leptospirose neste estudo foram
cefaleia (100%), dor retroorbital (92%), mialgia (92%), artralgia (92%) e nausea (85%),
corroborando com os achados de Daher et al. (2010b), em um estudo retrospectivo no Ceara,
no qual demonstraram que 0s principais sinais e sintomas dos pacientes com leptospirose
foram febre (96,5%), cefaleia (74,6%), mialgia (92,5%), ictericia (94,5%), vomitos (71,6%) e
desidratacdo (63,5%). Em estudos realizados em outros paises, a febre, mialgia e cefaleia sdo
0s sintomas mais relatados entre os pacientes com leptospirose (ELLIS et al., 2008; BRUCE
et al., 2005).

Alguns sinais e sintomas menos relatados, mas de grande importancia clinica entre 0s
pacientes com leptospirose deste estudo foram: dispneia (15%), ictericia (8%), ascite (8%) e
queda da pressdo arterial postural (8%). O paciente que apresentou ictericia pode estar

relacionado a um quadro mais grave da doenca, sugerindo uma possivel evolugdo do quadro



91

da paciente para a sindrome de Weil, quadro caracterizado pelo acometimento renal
(BRASIL, 2011b).

Neste estudo, os principais sinais e sintomas entre os pacientes positivos para dengue
foram febre (100%), cefaleia (100%), mialgia (94%), prostracdo (92%), artralgia (81%),
anorexia (85%) e dor retroorbital (81%). Observa-se que estes mesmos sintomas foram
também relatados pelos pacientes positivos para leptospirose, demonstrando a similaridade de
sintomas. O presente estudo corrobora com os achados de Brown et al. (2010) que também
observaram a paridade de sintomas entre pacientes positivos para dengue e leptospirose.

Ainda em relagdo aos sintomas dos pacientes, houve diferenca estatistica entre o0s
pacientes com dengue e leptospirose apenas em relacdo ao prurido (p= 0,004) e a tosse (p =
0,002), havendo predominio do primeiro sintoma no grupo dengue; e do segundo no grupo
dos pacientes positivos para leptospirose. Em estudo comparando a sintomatologia entre
pacientes com dengue e leptospirose, 0s pacientes com dengue apresentaram mais diarreia,
enguanto os com leptospirose apresentaram mais garganta inflamada (p<0,05; CONROY et
al., 2014).

Estudos relatam que as anormalidades laboratoriais mais frequentes em pacientes com
leptospirose sdo plaquetopenia, leucocitose, elevacdo das transaminases e queda no
hematocrito e na hemoglobina (DAHER et al., 2010b). Com excec¢do da leucocitose, essas
anormalidades também foram observadas neste estudo. Além destas, 5 pacientes apresentaram
leucopenia (<4,000/mm?®), caracteristica esta muito comum nos pacientes com dengue,

dificultando ainda mais o diagndstico clinico na rotina médica (MEHTA et al., 2013).

A hemoglobina (p = 0,04) e as plaquetas (p = 0,006) apresentaram diferenca estatistica
significante quando comparados os grupos dengue e leptospirose, havendo maiores niveis de
Hb no grupo dengue; enquanto as plaquetas permaneceram mais elevadas nos pacientes
positivos para leptospirose. Em estudo comparando os achados laboratoriais entre pacientes
com dengue e leptospirose, 0s pacientes com leptospirose apresentaram niveis mais elevados
de leucocitos, hematocrito e plaquetas (p<0,05; CONROY et al., 2014).

Além da leptospirose, a dengue faz diagnostico diferencial com varias outras
patologias, de acordo com a situacdo epidemioldgica da regido a ser analisada (BRASIL,
2011a). No Ceara, pouco se sabe sobre a real situagdo do hantavirus no Estado, dessa forma
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esta etiologia, que apresenta grande semelhanga clinica com a dengue e leptospirose, foi
investigada no presente estudo.

No Brasil, o primeiro caso de hantavirose foi registrado em 1993. Desde entéo,
diversos outros tém sido confirmados em todas as regides do pais. Embora o nimero de casos
de hantavirose seja pequeno em relacéo a outras doengas zoondticas, é importante considerar
a possivel subestimacdo da ocorréncia dessa patologia, uma vez que acomete principalmente
habitantes de regifes pouco urbanizadas, com dificil acesso aos servigos de salde. Outra
razdo é diagndstico deficiente, devido a inespecificidade dos sintomas e a répida evolugdo
clinica (KORTING et al., 2008).

O diagnostico da infeccdo por hantavirus baseia-se nas informacdes clinica e
epidemioldgica e nos testes laboratoriais. No entanto, é quase impossivel no caso de um
individuo com sintomas leve a moderado diagnosticar infeccdo por hantavirus apenas com os
dados clinicos. O diagndéstico laboratorial da infeccdo aguda por hantavirus € baseado
primeiramente na sorologia, pois a viremia no humano é muito curta, embora o virus ainda
consiga ser detectdvel por RT-PCR durante a fase aguda da doenca (ZHENQIANG BI,;
FORMENTY; ROTH, 2008). Neste estudo utilizamos o ELISA-IgM e 2 protocolos diferentes
de RT-PCR para deteccdo dos possiveis casos de hantavirose.

No presente estudo foi detectado 1/93 (1,07%) caso de hantavirose entre os pacientes
com dengue-simile, através do IgM-ELISA. Este pequeno resultado pode estar relacionado ao
pequeno numero amostral testado, visto ser uma doenca nunca notificada no Estado, com
excecao de pequenos casos relatados na literatura recentemente (LIMA et al., 2011). Silva e
Evangelista (2010), em um estudo realizado no Distrito Federal/Brasilia, pesquisaram casos
de hantavirus em 122 pacientes com suspeita clinica de dengue, porém nenhum caso foi

encontrado.

A presenca dos anticorpos IgM surge precocemente na hantavirose, juntamente com o
inicio dos sintomas, e mantem-se detectavel por 60 a 90 dias, sendo sua detecc¢do relacionada
a infeccdo recente ou atual pelo virus (FIGUEIREDO, 2004). O soro do paciente com
positividade no teste de ELISA-IgM apresentou titulo de 1:400. Esse dado corrobora com um

trabalho de Campos et al. (2003), cujo titulos maximo de anticorpos encontrado foi de 1:400.

Assim como no presente estudo, pesquisa realizada na Indonésia por Suharti et al.

(2009) demonstraram que 58/118 dos pacientes suspeitos de dengue foram confirmados
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sorologicamente, enquanto nos outros 60/118 pacientes, foi encontrada evidéncia soroldgica
de outra infec¢do recente como: hantavirus (5/60), virus da rubéola (3/60) e leptospira (2/60).
Outro estudo, realizado no Ceara em 2008, com pacientes com suspeita clinica de dengue,
evidenciou 1/72 (1,4%) caso de hantavirus atraves de IgM-ELISA (LIMA et al., 2011). Dessa
forma, enfatiza-se o fato de que com base apenas em critérios clinicos ndo é facil diagnosticar
a dengue, sendo necessaria a realizacdo de testes laboratoriais especificos para diferencia-la

de outras doencas febris.

Quanto a técnica de RT-PCR, utilizada para identificacdo de RNA viral em casos
suspeitos, verificou-se que 0s 46 pacientes avaliados, para ambos os iniciadores testados,
foram negativos para amplificagdo do genoma do virus. Sendo importante observar que
diferencas significativas entre os virus isolados de cada regido ou pais, comprometem a
sensibilidade da técnica e dificultam seu uso rotineiro no diagnostico das hantaviroses
(TERAJIMA et al., 1999).

Os anticorpos da classe IgG persistem por toda a vida do individuo e podem ser
utilizados em inquéritos sorologicos, visando diagnosticar infec¢bes passadas sintomaticas ou
assintomaticas (FERREIRA, 2003). Desta forma, em busca de mais informacdes sobre a
hantavirose no Estado, foi realizada a sorologia 1gG em todos os 93 pacientes inclusos neste
trabalho, encontrando positividade em 30 pacientes. A presenca de anticorpos IgG contra
hantavirus no soro de 30/93 (32,2%) dos pacientes sugere que eles foram recentemente ou
previamente infectados por hantavirus, entretanto, esse resultado ndo permite determinar se o
hantavirus foi o agente causador da sindrome febril apresentada por esses pacientes. N0ssos
dados corroboram com os achados de LIMA et al. (2011), em estudo com pacientes dengue-
simile no Ceara em 2008, que encontraram 2/72 (2,8%) pacientes positivos na sorologia 1gG

para hantavirus.

Todos os pacientes que participaram deste estudo foram interrogados quanto a
realizacdo de viagens recentes e nenhum alegou ter saido do Ceard nos Gltimos meses. E
valido ressaltar que para um Estado que possui apenas um registro na literatura para este
patdgeno em humanos a porcentagem de pessoas com contato prévio com o mesmo foi muito
alta (32,2%), mostrando a necessidade de maiores investimentos e pesquisas a respeito desta
doenga no Ceara (LIMA et al., 2011). Esses dados complementam e corroboram com 0s
dados de Chioratto et al. (2010), que encontraram anticorpos contra o virus em roedores
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reservatorios na Serra de Ibiapaba/Ceard em 2005, sugerindo que a populagdo humana estava
em risco de contrair a doenca desde entdo.

O paciente IgM positivo para hantavirus, descrito neste estudo por suas inicias CMS,
tratava-se de um paciente do sexo feminino, 22 anos, natural de Fortaleza e residente do
bairro Bom Jardim. A paciente procurou ajuda médica no ambulatério do HSJ no 5° dia de
sintomatologia em abril de 2012, com posterior melhora do quadro clinico. Estes dados
corroboram com os achados de LIMA et al. (2011), onde o Unico paciente IgM positivo para

hantavirus encontrado também apresentou recuperacao clinica.

Infeccbes por hantavirus sdo caracterizadas por inicio subito, com sintomas
semelhantes aos da gripe, tais como febre, cefaleia, dor abdominal, nausea, vomitos e diarreia
(KRAUTKRAMER; ZEIER; PLYUSNIN, 2012; BRASIL, 2009).

A paciente CMS relatou cefaleia, dor retroorbital, mialgia, artralgia, prostracéo,
exantema, nausea, vomitos, tosse, prurido, dor de garganta e anorexia. Além disso, relatou
também manifestacdo hemorragica com a presenca de sangue nos vémitos. Esses dados
corroboram com os achados iniciais da hantavirose que podem progredir para a cura ou para
sintomas mais graves, dependendo da variante do hantavirus em questdo e da resposta
imunologica do individuo (MCCAUGHEY; HART, 2000;
VAPALAHTI, LUNDKVIST, VAHERI, 2001).

Os achados laboratoriais mais comuns durante as fases iniciais dos pacientes
acometidos pela hantavirose sdo plaquetopenia, hemoconcentracdo, elevagdo nos niveis
séricos de ALT e AST e leucocitose (KRAUTKRAMER; ZEIER; PLYUSNIN, 2012;
BRASIL, 2009).

As anormalidades laboratoriais encontradas na paciente CMS deste estudo foram:
queda da hemoglobina (<11,6g/dL) e do hematdcrito (<36%), plaguetopenia (<150.000/mm?3),
linfocitose (>50%) e uma elevacdo da AST (>37U/L). Figueiredo, Campos e Rodrigues
(2001), em um estudo realizado em Ribeirdo Preto em pacientes com diagnostico confirmado
de hantavirus, relataram a presenca de plaquetopenia, hemoconcentragdo e leucocitose na fase
inicial da doenca nestes pacientes, sendo que no presente estudo apenas a plaquetopenia,
dentre estes, pode ser evidenciada.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22O.+Vapalahti%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22%C3%85.+Lundkvist%22
http://link.springer.com/search?facet-author=%22A.+Vaheri%22
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O presente estudo sustenta ainda a hipotese de que casos moderados ou atipicos de
hantavirose devem estar ocorrendo no Estado e que o hantavirus que circula no Cearéd pode
ser 0 Anatajuba ou 0 Rio Mearim, os quais foram associados a infecgdes humanas leves no
Estado vizinho, Maranhdo (ROSA et al., 2005; ROSA et al., 2010).

A ocorréncia de duas ou mais infeccGes simultaneas ndo é rara, e a apresentacao
clinica destes quadros pode ser bastante desafiadora, da mesma forma que as possibilidades
terapéuticas e a evolucdo do paciente co-infectado podem ser bastante complexas, conforme
relatado em diversos trabalhos (WONGSRICHANALAI et al., 2003). A paciente CMS
apresentou resultado positivo para dengue e hantavirus através do ELISA-IgM, tratando-se
talvez de uma possivel co-infeccdo ou infecgbes sequenciais, visto que ambos os diagnosticos
foram positivos somente pela sorologia e estes anticorpos podem permanecer circulantes por
um periodo prolongado. Entretanto, mesmo ndo realizando outras técnicas de diagndstico,
Santos et al. (2010) consideraram como uma co-infeccdo de hantavirose e dengue um
paciente que possuiu positividade nos testes de ELISA e imunocromatografico para deteccao

de anticorpos anti-hantavirus e anti-dengue, respectivamente.

Trinta e dois pacientes permaneceram sem nenhum diagndstico etiol6gico especifico
e, portanto, foram classificados como pacientes com SFI. Desta forma, pode-se sugerir que
estes pacientes foram acometidos por outros agentes infecciosos que ocasionam um quadro
clinico inespecifico semelhante ao de dengue, leptospirose ou hantavirose e que ndo foram
estudados neste trabalho, ou até mesmo pelos agentes aqui estudados, mas que nao
conseguiram ser detectados pelas metodologias adotadas. Trabalhos tém mostrado confuséo
diagnostica da dengue com outras patologias, como rubéola, hepatites, influenza A e
melioidose 0s quais podem estar sendo responsaveis por parte das sindromes febris e que aqui
ndo foram diagnosticadas (LISTA, 2010; SOUZA; NOGUEIRA; PEREIRA, 2007;
MACEDO et al., 2012).

Neste estudo, observamos testes laboratoriais positivos para leptospirose e hantavirose
em pacientes com suspeita de dengue, demonstrando desta forma a necessidade do uso de
técnicas laboratoriais especificas para diagnosticar precocemente estas infec¢des, permitindo
que o paciente seja conduzido de forma correta e impedindo que o mesmo evolua para formas

mais graves.

Outras sindromes dengue-similes podem estar circulando no Ceara, porém por ainda

ndo terem sido estudadas, pensa-se ndo serem prevalentes no Estado e, assim, podem estar
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sendo confundidas com a dengue. Mais investigagdes de vigilancia de sindromes febris
precisam ser realizadas para se conhecer as reais prevaléncias dessas patologias e seu impacto

na populacdo cearense.
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6 CONCLUSAO
Diante dos resultados apresentados no presente estudo podemos concluir que:

e Dentre os testes diagnosticos para detec¢do de dengue, o IgM-ELISA apresentou uma
maior positividade quando comparado ao RT-PCR e ao imunocromatografico NS1;

e A maior parte da populacao estudada (87,4%) entrou em contato anteriormente com o
DENV;

e Dentre a populacdo inserida no estudo, a dengue, no Ceara, esta atingindo a faixa
etaria mais jovem, causando sintomatologia inespecifica nos pacientes;

e Dentre os meses inseridos no estudo, a dengue, no Ceard, esta ocorrendo durante 0s
meses com maiores indices pluviométricos;

e Em periodos epidémicos, a dengue esta sendo confundida com outras patologias,
como leptospirose e hantavirose, quando a mesma é confirmada apenas por critérios
clinico-epidemioldgicos;

e Dentre os testes diagndsticos para deteccdo de leptospirose, o PCR apresentou uma
maior positividade quando comparado ao IgM-ELISA;

e Os pacientes com leptospirose apresentam sintomatologia e achados laboratoriais
inespecificos muito semelhantes aos pacientes com dengue;

e A sorologia positiva para hantavirus demonstra que é possivel que quadro leve ou
moderado dessa patologia ocorra no Estado;

e A hantavirose é uma doenca que pode estar ocorrendo no Ceara, visto que 32,2% da
populacdo estudada entrou em contato com o virus;

e OQutras sindromes febris podem estar circulando no Ceard, visto que 34,7% dos

pacientes permaneceram sem diagnostico revelado.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CCARA

FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL

Coordenadcr do Projeto: Dantelle Malta Lima

Grupo de uwestigadores: Jeova Keny Baima Colares
Damiclle Maltz Lima

CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

A dengue ¢ uma doengn cansada por um vires, o vitas Dengue, ¢ acomele mithdes de pessoas no
mundo intero. No Brasil, a dengue vem aumentando a cada ano e apesar da grande quantidade de estudos ja
realizados, ainda existem muitas duvidas a respeito da doenga, come por exemplo, nao ha wn meétodo de
diagndstico rapido, nao W wn Iratamento eficaz para os sinloras cansados pelo vites denguz. Nosso
trabalho tem como objetivo estudar os diferentes métodos de diagnéstico e as alteragdes causadas pelo virus
CIl MOSSO Orgamisino. Nu sangue que voel esla coando dremos fuzer o diagndstico de dengue ¢
conseguiremos quantificar com exatiddc quantos virus dengue estardo presentes no seu sangue. Para que
corn isso, lome o dagnostico mais rapide ¢ cficaz, contbuindo para wn dsgnostico muis preeoce.

Gostariamos de convida-lo a participar deste trabalho que estamos desenveolvendo. (Caso concorde
em participar do estudo, vocé devera apenas permitir a realizac¢io de wma entrevista, seguida da cecleta de 1
amostra de sangue (confendo Sml de sangue) que var durar no maximo 1/2 h. I uma segunda coleta sera
necessaria depois de cince dias contande da data da sua primeira coleta. O unico desconforto sera a picada
cha agulha, & em alguns casos podera ocorrer a fommagan de um pequeno hematoma (mancha roxa) no local
de onde fo1 retirado o sangue. Enfretanto, faremos todo o possivel para que isto nido aconfega. Em resumo,
neste estude naoe esta prevesto nenhumn tpo de dano, ¢ poder ajudar a entender melhor de gue modo o virus
dengue age no organismo humano.

As amnoslras de sangue scrao envisdas para o laboralono de Palologia da Faculdade de Medicing, ¢ o
resultado do exame lhe serd comunicado assim que possivel As amostras de sangue serdo utilizadas apenas
para esta a pesquisa.

Sua parlicipagiio ¢ voluntaria, ¢ sua identidade scra prescrvada ¢ néo aparcecra em mormenito algum
nos resultacos do estudo. Ndo ha obrigatoniedade alguma em participar deste estudo. Se vocé decidir ndo
participar, ¢ seu seguimento ¢ tratamento nesta unidade nao sofrerdo prejuizo algum.

Voct ndo receberé nenhum pagamento por sm parficipagao nesta invesfigagio, mas vocé estard
ajudando a entender melhor sobre essa doenga.

Qualquer divvida, favor enfrar em contato com Danielle Malfz Lima no Departamento de Patologa
da Faculdade de Medicina pelo telefone (O0xx85) 33668310/33668311, ou no Comit2 de Etica em Pesquisa
do Hospilal Sio José de Doengas Infeeciosas (0xx85) 34527880

Mais uma vez. informamos que a participagdo neste estudo ¢ completamente voluntana e vocé pode
deixa-lo a qualquer momento.

Declaro que recebi uma copia deste termo de consentimento e me for dada a oporturndade de ler e
esclarecer as minhas duvicas. Reconhego que a minha participagao € voluntaria.

De acordo:
Nome do paciente;
Assinatura do pacicnie:

Testernunhs:

Pesquisadon:

Assinatura do pesquisador

Teletones para contato: Paciente

Fortaleza, / / Impressdo digital
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Data daconsulta___ /[ Numero
MEDICO: Dr.(a)
Projeto Dengue 2012
Ficha de Avaliagdo Inicial (1° ao 5° dia)
Mome: Idade: Sexo;
Endareco: Bairro:
Cidade: Estado: Telefone: [ )

Critérios de inclusao:

OBS; Autoriza a ligaco para sua residéncia para informar os resultados dos exames: O Sim O Mao

+ Febre < 5dias? OSm OMao Data inicio da febre: !
+ Internado no HSJ? O0%im ONao Data inicio da febre: !
« Minimo de 2 dos critérios abaixo (assinale):
OCefaléia O Dor retroorbitaria O Mialgias OArtralgias O Prostragdo O Exantema
Critérios de exclusao:
0O Gestante O<18 anos 0 Uso deimunossupressores 0 Mao concordou

O Possuir sinais de localizagio que sugiram outra eticlogia (ex: influenza, gastrenterite, amigdalite, etc)

Manifestagdes clinicas adicionais: O Sim. Quais? 0 Mao
O Desidratagdo 0O Edema O Derrame pleural O Ascite O Prurido 0O Ancrexia
0 Mauseas 0 WVémitos O Meningismo O Diarréia O |ctericia 0 Palpitagtes
O Rinorréia OTosse 0 Expectoragio ODispnéia 0O Dor de garganta
0 Outras:
Manifestagdes hemorragicas: O Sim. Quais? 0 Mao
O Gengivorragia O Epistaxe  OEquimoses 0O Petéquias 0O Hematuria
O Metrorragia O Melena 0 Hematémese 0 Qutras:
¥ Prova do lago: O Positiva O Negativa [0 Mao realizada. Porque?
Antecedentes:
ODengue, Perlodo; Internagao? OSim O Mao Data; [/ {
O Familiaresfvizinhos com sintomas semelhantes O Contato com ratosfenxurradas
O Viagem nos Gltimos 30 dias Local: Periodo:

OCardiopatia OIRAMRC ODM ODPOC OAsma OAnemia falciforme 0O HIV/ Aids

O RG H5.:

O HAS

O Doenga péptica O Auto-imunes O Outros:

OAINE OAnti-agregantes 0O Anticoagulantes
Sinais de alarme: 0 Sim. Quais? [0 Mao

O Dor abdominal intensa O Vomitos persistentes
O Hemarragia importanted Sonoléncialirritabilidade
O T abrupto hematéerito O 4 abrupta plaguetas

Sinais de chogue: O Sim. Quais? 0 Nao

O Extremidades frias/cianose

O Anti-hiperensivos

01 PA posturalllipotimia 0O Oligaria
O Hepatomegalia dolorosa O 1 temp/hipotermia
0 Desconforto respiratério O Derrames cavit,

O Hipotensfo [PAma=< 90mmHg) O PA convergente (diferencial < 20mmHg) O Pulso rapido e fino
O Enchimento capilar lento (= 2 seg)
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Complicagdes: O Sim. Quais? O Mao.

0 Meuroldgicas 0 Disfungdo cardio-respiratoria 0 Hepaticas

O Leucopenia (GB=1000) 0O Plaguetopenia (Flag=50000)

Tabela de achados clinicos e laboratoriais:

00 Hemorragias
O Cutras:

Dados/Data

Peso (Kg)

Pulso

Temp

Pﬂd-uﬂrh

P,

Capilar (s)

Freq. Resp

Hb (g/dL)

Ht (%)

GB (x107)

Bastoes (%)

TAP (INR)

TPTA

Creatinina

Sadio

Potassio

pH (A ou V)

pO; (FiOz)

pCO,

HCO;

BE

Raio X de torax: 0 normal [0 ndo realizado 0 alterado

US abdome: O normal O nao realizado O altterado

QOutros exames:

Classificagao inicial (Ministério da Satde):
0 Grupo A 0 Grupo B 0 Grupo C 0 Grupo D
0O Observagbes:
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ANEXO A - PARACER CONSUBSTANCIADO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
DO HSJ

7 x

——

COMITE DE EMICA EM PESQUISA (CEP-HSJ)

Titulo do Profete:” Diagndstcs allomativos am pacientss <om sutpeta de

dengue com lestes Imunoligicos e viroligicos negativos”

Instituigdes envolvidas: Mospitai S50 Josd de Doengas Infecciosas
Universidade Federal do Ceara-UFC

Posquisadora Reaponabvel Dea. Danielis Malta Lima

» PARECER COMNSUBSTANCIADO

) Arglisamos 0 projeto em questio. em reunido ordindna do da 27 de
’ P d0 2000, O eshudo am como obiethve Geral DESQUISAr o3 agenies
etoldgicos: Febre Amarela, Hantavirose, Mayaro, Otupouchs o Leploagirces
mmowao«mmm«mmc

)

¥

) A pesquisa serd reafnda ros ambulméeios de e na enlermaria do
’ Hospal 580 Josd de Doergas Infecciosas (H3.) pelo médicn inflectniogiata Dr
) Joovs Keny Baima Colares. Ci pacientes serdo recniados por busca siva de
) casos, dentre hamers @ mwiheres, com idade igual ou superior @ 18 anos,
U apresentando quadro febrd, Bssociadc @ pels menos dois cos seguntes
l prioras. cofaléia, OOr relro-IrhENrS, afraighs, Miaigia & axasnemna. slendios

)
)
]
)
)
)
) Protocodo N* 03172006 CAAE-0033 0 042 000-00
]
)
)
)
]

_

—

no HSJ. O projeto & submetido a0 edital 3o “Programa Primero Projeios” -
PPPFUNCAPICNPg. EINTAL FUNCAF 0472008 ¢ aguarda financiamento. Os
aspecios éicos foram menciceados.

O projetd edlh Do oM, soguo uma seglincia Kgica @ apresenta.se
congruentio com © mégiodo centifico. Aldm caso, tam potencial pam Yarer
grandes beneficos para melora do diagnoatics dilecencial da dengua com
neldgdo a apentes sliidyods causadores de doengas impcrianios tas como a
Fabre Anacels, 8% Hartavicoses e a Leplospirose

Diaate &3 &poing, © progls ol contiderado APROVADOD,

Lembsamos a seooiailiade do envio de relaidelo do ssdamesto do projese
(primeteo pars 27 de julho de 2010) e de relstécio final quando & wa conchato, além
0 que qUANUST MlASCE BA jeopodis do miudo, dpverd pamar por wna prévia
avaliogdo deme cominl, Dutrosain, comunicamos que. momalmente, o CEF:HS) estd
mosteando pesquisks em execulo no Howpital Sio José de Docagas Infeccions
excolhndas aleatoviamente.

Fortaleza, 15 de agosto de 2005

’Q«%K‘Hl&
D4, Robéoo Dias Lete
Coorderador do CEPIMS =,
S Semar Betoen. 113 - Pepaedens Saniewmis ) Cah
CER AR 55400  PaAm oS 3580 200 MaE 00 WAL 2N
. ek Sglvag o ger e
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ANEXO B - NUMERO DE PROTOCOLO DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA DO

HSJ

v oOvveoe o o o oo

B

warm"w}—;m

COMITE DE ETICA EM PESQUISA (CEPHSJ)

Foslaza 15 de agosto e 2000
CAAE 00X Q042 00O.C9

Levamos a0 contecimento de V. Sa que 0 Comté Oe Etica em Pesquisa @0 Hospeal
580 José de Doengan infecciosss (CEPYHS), dentre das nommas que reguiamentam 3
PESGURS em sares humanos do Conseno Naconal de Sadde Reschusde N* 106 de
outetvo do 1008, puticada no Didvio Oficw @8 Unilo em 16 de cututes do 1006
BOTOVOU © PNt @ A0NeCO N reunilo ordindca o Ga 27 de juiho de 2000

Som mas para © MOMAnt) SUDSCIEVEMS- Nt

Atencosarerte _—
-—4’5\*:3%3\’3(‘.\
Or. Rotdric Dias Late
Coordenador g0 CEP-MS)

lema &

Or Anasthcso Se Quercs Sousa

Dwetor

Nesta

]

S W Bewas 11Y - NerRebede Futawin [ Cawd
COF 00 50400 Al D0 3001 130  AAR RN 2Bl 2300

roe e e go- b
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