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RESUMO

Objetivo: Avaliar, a partir de um grupo de criancas notificadas com suspeita clinica de
dengue, se ha uma superestimacdo desse diagnostico, em relacdo a outras patologias
febris agudas, principalmente a leptospirose, quando o mesmo é baseado somente nos
critérios clinicos-epidemioldgicos e testes laboratoriais inespecificos.

Metodologia: estudo observacional, transversal descritivo e analitico, a partir da busca
ativa de pacientes com quadro febril agudo até dez dias de evolugdo. Os participantes
foram recrutados na emergéncia e na enfermaria de dois hospitais pediatricos situados
no municipio de Fortaleza (CE), no periodo de setembro/2015 a mar¢o/2016. Os dados
clinicos e epidemioldgicos foram colhidos através de questionarios e, os laboratoriais
foram avaliados para dengue através dos testes imunocromatogréficos, sorolégicos, e
moleculares, sendo as amostras negativas investigadas para Lesptospira sp e
Leishmania sp atraves de métodos moleculares. As anélises dos dados foram realizadas
pelo teste paramétrico Anélise de Variancia (ANOVA) associado ao teste Post Hoc de
Tukey. E as variaveis categoricas foram avaliadas pelo teste Qui-Quadrado ou o Teste
exato de Fisher. O nivel de significancia utilizado foi de 95%. O valor de p bilateral
menor que 0,05 (p<0,05) foi considerado estatisticamente significante.

Resultados: a amostra total foi de 99 individuos, com 86 participantes validados.
Obteve-se 45% de casos confirmados para dengue, 5% foram resultados positivos para
leptospirose, 1% para leishmania e 49% apresentaram resultados negativos para esses
agentes, sendo este grupo denominado como dengue-simile. A andlise comparativa
evidenciou grande similaridade entre os subgrupos em relacao as variaveis analisadas. A
faixa etaria predominante foi de individuos entre trés e dez anos de idade. N&o houve
diferencas significativas de género. E, durante a andlise das manifestacdes clinicas
constatou-se que na infancia foi comum a presenca de sintomas gastrointestinais e
respiratorios, sendo nauseas, vOmitos e rinorréia, os mais frequentes.

Conclusdo: Apesar da dengue ser um importante diagndstico de sindrome febril aguda
é frequente ocorrer uma maior valorizacdo desta, em detrimento a outras patologias
similares, como a leptospirose. Portanto, € de suma importancia o diagnostico
laboratorial especifico, principalmente na infancia, em virtude da inespecificidade do
quadro clinico, pois embora haja similaridade clinica-epidemiol6gica entre as doencas,
séo tratadas de modos distintos.

Palavravas-chave: Dengue, leptospirose, sindrome febril aguda, crianca.



ABSTRACT

Objective: To evaluate, from a group of children with suspected dengue fever, an
overestimation of this diagnosis, in relation to other acute febrile diseases, mainly
leptospirosis, when it is based only on non-specific clinical-epidemiological and
laboratory criteria.

Methodology: observational, descriptive and analytical cross - sectional study, from the
active search of patients with acute febrile illness up to ten days of evolution.
Participants were recruited in the Emergency and Infirmary of two pediatric hospitals
located in the municipality of Fortaleza (CE), from September / 2015 to March / 2016.
Clinical and epidemiological data were collected through questionnaires and the
laboratories were evaluated for dengue through immunochromatographic and
serological tests, and the negative samples were investigated for Lesptospira sp and
Leishmania sp by molecular methods. Data analyzes were performed using the
parametric analysis of variance (ANOVA) associated with the Tukey Post Hoc. And the
categorical variables were evaluated by Chi-Square test or Fisher's exact test. The level
of significance was 95%. The bilateral p-value less than 0.05 (p <0.05) was considered
statistically significant.

Results: the total sample was 99 individuals, with 86 participants validated. 45% of
cases were confirmed for dengue, 5% were positive for leptospirosis, 1% for visceral
leishmaniasis and 49% presented negative results for these agents, being this group
denominated as dengue-like. The comparative analysis showed a great similarity
between the subgroups in relation to the analyzed variables. The predominant age group
was individuals between three and ten years old. There were no significant gender
differences. And, during the analysis of the clinical manifestations, it was observed that
in childhood the presence of gastrointestinal and respiratory symptoms is common,
being nausea, vomiting and rhinorrhea, the most frequent ones.

Conclusion: Although dengue is an important diagnosis of acute febrile syndrome, it is
frequently more prevalent, in detriment to other similar pathologies, such as
leptospirosis. Therefore, it is of paramount importance the specific laboratory diagnosis,
especially in childhood, due to the lack of specificity of the clinical picture, because
although there are clinical-epidemiological similarities among the diseases, they are
treated in different ways.

Key words: Dengue, leptospirosis, acute febrile syndrome, child.
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1 INTRODUCAO

A febre é uma das principais responsaveis pelo grande nimero de consultas nos
Servicos de Pronto Atendimento Pediétrico. Sendo comum, aos pais recorrerem aos
profissionais de salde ap06s o primeiro episodio febril por receio a uma doencga grave,
pois para os cuidadores a febre ndo é uma manifestacdo da doenca, ela corresponde a
propria doenga (CROCETTI; MOGHBELI; SERWINT, 2001). E, devido a essa crenca
equivocada dos pais, em 1980, 0 médico Barton Schmitt criou o termo “fever phobia”
fobia de febre (BETZ; GRUNFELD, 2006). Segundo Hutchinson (1907), febre se
refere a uma elevacdo da temperatura corporal acima dos limites superiores da
normalidade. Todavia, ndo hd um consenso sobre uma temperatura ideal, visto que a
idade, 0 género, a variacdo circadiana, os fatores climaticos, a atividade fisica e o local
de medicdo da temperatura interferem no valor final, provocando pequenas variagdes.
Vale ressaltar, que a febre dificilmente € um sinal clinico isolado, pois frequentemente
esta associada a outros sinais e sintomas. Além disso, a sua intensidade reflete a
resposta imune do individuo, desmistificando o mito que febre alta é sinébnimo de
doenca mais grave (MURAHOVSCHI, 2003).

Apesar de todo o conhecimento sobre o tema é comum os profissionais de saude
se sentirem angustiados durante um atendimento de uma crianga com sinais e sintomas
inespecificos. A presenca de febre combinada a manifestacdes clinicas inespecificas por
um periodo superior a 24 horas e inferior a 7 dias é denominada sindrome febril aguda,
e 0s agentes infecciosos, quer sejam virais ou bacterianos, sdo 0s principais
responsaveis pelo desencadeamento do quadro clinico (KLIEGMAN; BEHRMAN;
JENSON; STANTON, 2005). Entre as infec¢bes pertencentes a esse grupo pode-se
citar: rubéola, escarlatina, dengue, sarampo, exantema subito, enteroviroses,
mononucleose infecciosa, parvovirose, influenza, malaria, chikungunya, hepatites
virais, citomegalovirose, hantavirose, febre amarela, leptospirose, riquetsioses,
meningococcemia, meningites, entre outras (SIMMONS, 2012).

Contudo, mesmo com a pluralidade de diagndsticos, na maioria dos atendimentos
clinicos, principalmente na faixa etaria pediatrica, ndo ha solicitacdo de exames
complementares para reconhecimento do agente etioldgico, e o diagnéstico definitivo

restringe-se & avali¢do clinico-epidemiologica (MURAHOVSCHI, 2003).
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Os principais responsaveis por esse cenario sao a benignidade do quadro, o caréater
autolimitado das doencas em um elevado percentual de pacientes (GUNDUZ et al,
2016); a dificuldade para realizacdo de exames laboratoriais especificos e o atraso para
entrega dos resultados. Todavia, o reconhecimento do micro-organismo é relevante,
pois, caso o diagndstico nao seja realizado em tempo habil, os pacientes podem evoluir
com complicagdes graves e, conforme progressdo da doenca, podem ir a Obito. Além
disso, com a globalizagdo do turismo, cresce significativamente a probabilidade de
casos importados, favorecendo o surgimento de casos autdctones e consequentemente a
propagacdo de novas enfermidades, ou a reintroducdo de doencas consideradas
controladas ou erradicadas. Exemplos recentes aconteceram no pais em 2014, com
surtos de sarampo (ROCHA et al., 2015) e chikungunya (NUNES et al. 2015) e, no ano
seguinte, 2015, foi identificado o virus zika (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015;
ZANLUCA et al., 2015).

Vale enfatizar, que a identificacdo do agente causal é de suma importancia, pois
também possibilita a elaboracdo de estratégias preventivas mais efetivas, visando
diminuir a morbimortalidade da populacdo da regido. Nesse contexto, em virtude da
grande variabilidade de patologias, as escolhas dos objetos de investigacdo desse estudo
se basearam nos aspectos epidemiologicos do local da pesquisa e na viabilidade de
execucdo dos exames especificos (imunocromatograficos, enzimaticos e moleculares).
Em razdo disso, foram priorizadas a dengue e a leptospirose, pois se tratavam de
patologias endémicas da regido, que sofriam influéncias climaticas e socioecondmicas
semelhantes, detinham incidéncia e prevaléncia significativas no municipio e, segundo
estudos realizados por Fontes et al. (2014), no periodo de 2008, 2010 e 2012, em uma
populacdo adulta, havia uma subnotificacdo da leptospirose frente a dengue, quando o
diagnodstico se baseava somente nos critérios clinicos e epidemioldgicos. Entretanto,
esses autores ndo realizaram anélises com individuos menores de dezoito anos.

Apesar do estudo ter seu enfoque em doencas febris agudas, durante revisdo
bibliografica observou-se que a leishmaniose visceral possuia caracteristicas correlatas
com a dengue e a leptospirose em sua fase inicial ou oligossintomatica, alta
suscetibilidade na faixa pediatrica (BADARO et al., 1986; BADARO,1988; COSTA et
al., 1990), além de ser uma doenca endémica na cidade de Fortaleza. Por essa razdo, ela
também se tornou foco de interesse, pois havia a probabilidade de as criancas

pesquisadas serem portadoras oligossintomaticas, visto que a leishmaniose visceral em



17

regides endémicas possui alta prevaléncia de individuos infectados assintomaticos
(MONTEIRO, 2013).

1.1 Revisdo Bibliografica

1.1.1.Dengue

1.1.1.1. Epidemiologia

Dengue é uma arbovirose que possui ampla distribuicdo geografica, sendo
considerada um problema de satde publica para muitos paises e ocupando o posto de
doenca emergente e reermergente de maior crescimento na atualidade (KOURI, 2007).
Atualmente estima-se que 80 milhdes de pessoas se infectem anualmente em 100 paises
de todos os continentes, principalmente os de climas tropicais e subtropicais, sendo o
Sudeste da Asia, a América Latina e a India as regides mais acometidas (WHO, 2009)
(Figura 1). Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a incidéncia de dengue
aumentou em torno de trinta vezes nos ultimos cinquenta anos; aproximadamente 500
mil doentes necessitam de hospitaliza¢Ges, principalmente na faixa pediatrica, e cerca
de 20 mil pacientes morrem em consequéncia de suas graves formas de manifestacédo
(GUZMAN et al., 2010). Varios fatores sdo apontados como responsaveis pelo
surgimento e pela reemergéncia dessas epidemias pelo mundo, entre eles globalizacéo;
alteracdes climaticas, demograficas e sociais; urbanizacdo desordenada; e saide publica
ineficaz (GUBLER, 2002).
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Figura 1- Distribuicdo de &reas de risco de transmissdo de dengue no mundo.
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Fonte: Adaptada de WHO, 2014

No Brasil, os primeiros registros de dengue datam de 1916 na cidade de S&o Paulo
(MEIRE apud BARRETO, 2008). Inicialmente restringiam-se a areas isoladas, porém,
ao longo dos anos, o virus foi conquistando a atencdo das autoridades publicas e, em
janeiro de 1961, a doenca foi incorporada a Lista de Doencas de Notificacdo
Compulséria do pais, conforme Decreto N° 49.974, pois, segundo o Ministério da
Saude, a doenca preenchia os critérios estabelecidos para sua inclusdo (BRASIL, 1961
apud BRASIL, 2014).

A primeira epidemia com confirmacdo laboratorial ocorreu em Boa Vista
(Roraima) em 1982. No periodo, foram identificados os virus dengue 1 (DENV-1) e
dengue 4 (DENV-4). Nessa época, a epidemia foi controlada em poucos meses,
principalmente em razdo do combate eficaz ao Aedes aegypti (DONALISIO, 1995). Nos



19

anos subsequentes, houve uma rapida dispersdo do sorotipo DENV-1, provocando
surtos isolados em pequenas cidades de varios estados brasileiros, como Rio de Janeiro,
Minas Gerais, Bahia, Pernambuco, Alagoas e Cearad (TEIXEIRA et al., 1999).

Decorrida aproximadamente uma década da primeira epidemia, com o pais
vivenciando um periodo de baixa endemicidade da doenca, os estados do Rio de Janeiro
e, em menor propor¢do, do Ceara, de Alagoas e de Pernambuco se surpreenderam com a
introducdo do DENV-2, além do aumento da transmissdo do DENV-1. Nessa época,
observou-se uma elevacdo no nimero de pacientes com sinais de gravidade e
necessidade de hospitalizacdo (SIQUEIRA-JR. et al., 2005).

Em janeiro de 2001, na cidade de Nova Iguacu (RJ), apds intervalo de tempo
similar a detec¢do do virus dengue 2 (DENV-2) em relacdo ao DENV-1, isolou-se um
novo sorotipo denominado dengue 3 (DENV-3) (NOGUEIRA et al., 2001), que
desencadeou epidemias em varios estados da federagdo. Na década seguinte, no ano de
2010, também aproximadamente 10 anos apds a identificacdo do Ultimo sorotipo em
territorio nacional, constatou-se a reintroducdo do DENV-4 no estado de Roraima,
seguido por Amazonas, Para e Rio de Janeiro (FIGUEIREDO et al., 2012).

Atualmente os quatro sorotipos circulam no pais e existem variacdes quanto ao
aumento da incidéncia ao longo dos anos, sugerindo uma atividade ciclica associada a
uma ineficécia da politica nacional de saude (BRASIL, 2014).

No Ceara, nos ultimos 27 anos, a doenca se manifestou de forma endémica, com o
registro de pelo menos seis epidemias nos anos de 1987, 1994, 2001, 2008, 2011 e
2012. Aproximadamente 47% dos municipios sdo considerados areas de vulnerabilidade
e alto risco (CEARA, 2014) Os principais sorotipos circulantes sio DENV-1, DENV-2
e DENV-3. No ano de 2015, foram notificados 14.261 casos de dengue no municipio de
Fortaleza, na faixa etaria pediatrica (0-18 anos), sendo que 10.201 casos receberam o
diagndstico baseado na histéria clinica-epidemiolégica e somente 3.972 pacientes
apresentaram confirmacdo laboratorial. O sorotipo mais prevalente na populacdo, nesse
periodo, foi 0 DENV-1, sequido pelos DENV-4, DENV-3 e DENV-2 (FORTALEZA
/ISMS / SIDAM, 2016) (Figuras 2 e 3).
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Figura 2- Casos notificados de dengue na cidade de Fortaleza, 2015.
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Figura 3- Casos de dengue estratificados em Fortaleza por més e sorotipo no ano de
2015.
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Fonte: SMS/CIEVS, 2016.

1.1.1.2. Agente Etiol6gico, Vetor e Modo de Transmissao

O virus dengue (DENV) pertence a familia Flaviviridae, ao género Flavivirus e
possui quatro sorotipos, estreitamente relacionados, porém antigenicamente distintos
(GLUBER, 1998). Sdo virus de genoma composto por acido ribonucleico (RNA) que

apresentam formato esférico, envelopado, medindo aproximadamente 50 nm de
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didmetro (GUZMAN et al., 2016). O genoma do virion possui 10 genes que codificam
trés proteinas estruturais - C, prM e E - e sete ndo estruturais - NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4B, NS4A e NS5 (HENCHAL ; PUTNAK, 1990).

A formagédo da proteina “M” a partir de um precursor (proteina pré-M) parece ser
passo decisivo na morfogénese do virus e estd relacionada com o aumento da
infectividade viral. A proteina “E” do envelope viral ¢ o determinante antigénico da
particula viral (ZHANG, 2003). As proteinas ndo estruturais sdo responsaveis pela
replicacdo dos virus e pelo processamento da poliproteina. Em relagdo as proteinas ndo
estruturais, a NS1 assumiu importante papel no diagndstico precoce da doenca, porque
circula no soro dos pacientes na fase inicial do quadro clinico (YOUNG et al., 2000)
(Figura 4).

Figura 4- Organizacéo estrutural do virus dengue.
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Fonte: Adaptado de Cruz-Oliveira et al, 2015.

O virus dengue é transmitido ao homem através da picada da fémea do mosquito
vetor infectado. Ele é um dos Unicos arbovirus que ndo necessita de um ciclo selvagem
para a manutencdo da transmissdo epidémica em humanos (WHITEHEAD et al., 2007)
(Figura 5). As principais espécies envolvidas nessa transmissdo sdo o Aedes aegypti e 0
Aedes albopictus, sendo o primeiro de maior importancia epidemioldgica (EFFER et al.,
2005). Em raros casos de dengue, a transmissdo pode ocorrer a partir de dérgaos
transplantados ou da transfusdo de sangue de doadores infectados (JOOB,
WIWANITKIT, 2014; LEVI, 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Joob%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24434400
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Figura 5- Ciclo de transmissé@o da dengue no vetor (mosquito) e no ser humano.
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Fonte: Adaptado de Guzman et al, 2016.

Vérias hipoteses foram elaboradas com o intuito de esclarecer a patogénese da
dengue, mas, nenhuma, isoladamente, pode explica-la. A mais aceita postula que as
formas mais graves sdo resultantes da interacdo de fatores virais (cepas de diferentes
viruléncias); ambientais (circulacdo de diferentes sorotipos, alta densidade vetorial e
endemicidade); e ligados ao hospedeiro (idade, sexo, estado nutricional, comorbidades)
(GUZMAN; KOURI, 2002). E importante lembrar que os quatros sorotipos podem

causar dengue com complicacao ou fatal.

1.1.1.3 Aspectos clinicos e laboratoriais

Quanto ao quadro clinico, a dengue é caracterizada por um amplo espectro clinico
que varia desde formas assintomaticas ou febre indiferenciada até formas mais graves

que podem levar a ébito o paciente (WHITEHEAD et al., 2007). Consequentemente, ao
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longo dos anos, vérias classificagdes foram utilizadas para definir um paciente com
dengue. Atualmente esta em vigéncia a classificacdo proposta pela OMS em 2009, que
se baseou na avaliagdo clinica e nos exames laboratoriais, dividindo os casos de dengue
em duas categorias de gravidade: dengue (com ou sem sinais de alerta) e dengue grave
(WHO, 2009).

A Figura 6 apresenta, esquematicamente, a classificacdo da dengue segundo suas
manifestagdes clinicas.

Figura 6- Classificacdo esquematica da dengue, segundo as manifestac@es clinicas.
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Vale ressaltar que em criangas menores de dois anos, principalmente nos menores
de seis meses, o quadro clinico manifesta-se na forma de choro persistente, irritabilidade
e adinamia, podendo ser confundido com inimeras outras patologias infecciosas febris
(ABE et al., 2012).

Em relacdo aos exames sanguineos para paciente suspeito, eles podem ser
divididos em exames especificos e ndo especificos:

- Inespecificos: o hemograma (HMG) é o principal exame que se pode verificar o
aumento do hematdcrito (Hto), confirmando assim, a presenca de hemoconcentracao,
tendo esses dados uma importancia terapéutica e prognéstica. O leucograma pode
evidenciar leucopenia com linfocitose e 0 nimero de plaquetas podem estar normal ou
diminuidas. Outros exames, como eletrélitos, gasometria, coagulograma, transaminases
e albumina sérica podem ser solicitados conforme a necessidade (RASHMI;
HAMSAVEENA, 2015).

- Especificos: o0 método de escolha dependerd do tempo de inicio dos sintomas da
doenca, podendo ser um método direto ou indireto (Figura 7 e 8).

Figura 7- Representacdo do método de escolha diagnoéstica para dengue em relacdo ao
tempo.
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Fonte: Adaptado de Queensland Health, 2011.
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Figura 8: Comparacdo entre os métodos diretos e indiretos para o diagnostico das
infeccdes por DENV considerando a disponibilidade e a especificidade
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Fonte: Adaptado de Pelling et al, 2010.

Na fase aguda, a infeccdo € diagnosticada através do isolamento viral em cultura
de células por meio de técnicas de amplificagdo do RNA viral (RT-PCR) ou pelo
reconhecimento de antigenos virais, como a proteina ndo estrutural 1 (NS1), pois ndo
houve a conversdo sorolégica. Apds o periodo de dez dias, término da fase aguda, o
diagnostico soroldgico é o de eleicdo, pois a viremia e a antigenemia desaparecem,
permitindo a deteccdo dos anticorpos especificos (WHO, 2009).

O isolamento viral é considerado padrdo-ouro para o diagnéstico da infeccéo, pois
se obtém o sorotipo e o gendtipo do virus. O método deve ser realizado a partir de uma
amostra de sangue até cinco dias ap0s o inicio dos sintomas (AHMED, 2010). A técnica
de amplificacdo do genoma por RT-PCR (Transcricdo reversa e reacdo em cadeia da
polimerase) pode ser obtida através varios protocolos, que se modificam quanto a
posicdo dos primers no genoma, ao método de extracdo e de detec¢do dos produtos, a
especificidade e a sensibilidade (GUZMAN, 2002).

O NS1 Ag é um exame que identifica a proteina ndo estrutural 1 presente nos
virus dengue (DENV), sendo um 6étimo biomarcador sorolégico para o diagndstico
(PAL et al., 2014).

O diagndstico sorologico com a detecgdo dos anticorpos IgM e IgG sdo métodos

indiretos, nos quais 0s anticorpos sdo detectados apds 5 ou 6 dias e de 7 a 10 dias apds o
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inicio da sintomatologia, respectivamente. Os anticorpos IgM continuam detectaveis por
aproximadamente dois meses e o0s anticorpos IgG se elevam na fase de convalescenca,
posteriormente voltam a diminuir e persistem em titulos baixos por toda a vida
(GUZMAN, 2002).

No Brasil, a grande maioria dos métodos disponibilizados pelo Sistema Unico de
Saude a populacdo sdo analises soroldgicas que possuem baixa sensibilidade na fase de
viremia (fase precoce), pois 0s métodos viroldgicos ou moleculares, mais especificos e
sensiveis para esse periodo, sdo onerosos ou necessitam de laboratérios sofisticados, e
técnicos especializados (GUBLER, 1998; EFFLER et al., 2000). Convém sublinhar que
recentemente vem se destacando como método diagndstico o teste imunocromatografico
NS1, pois € um teste rapido, de baixo custo, que ndo requer laboratérios sofisticados, e
0 antigeno encontra-se em grande quantidade na fase precoce, possuindo elevada
sensibilidade nesse periodo (FRY, 2011; SILVA, 2011). Contudo, em muitas
instituicbes médicas brasileiras, ndo ha disponibilidade nem mesmo do teste
imunocromatografico, ficando o diagnostico restrito aos critérios clinico-
epidemiologicos, podendo acarretar uma superestimacdo da doenca em detrimento a
outras sindromes febris agudas.

Dentre as patologias que possuem grande correspondéncia clinico-epidemiologica
com a dengue, pode-se citar a leptospirose, particularmente no seu estagio inicial, forma
anictérica, e especialmente em areas onde as duas doencas possuem elevada prevaléncia
e o0 diagndstico somente € possivel apds realizacdo de exames laboratoriais
(LAROCQUE et al., 2005).

1.1.2. LEPTOSPIROSE

1.1.2.1 Epidemiologia

A leptospirose € uma zoonose de distribuicdo global que estd intimamente
relacionada a fatores climaticos e socioecondémicos (PAPAS, 2007). Possui elevada
incidéncia nas regides de clima tropical e subtropical, assim como em areas com
crescimento urbano desordenado e precérias condi¢des de saneamento basico. Os paises

em desenvolvimento, especialmente os da América Latina e do Sudeste Asiatico, sdo
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considerados grupos de risco, pois possuem todos os determinantes para a manutencao e
a propagacdo da infecgdo (PICARDEAU, 2013). Estima-se que ocorram mais de 853
mil casos e 48 mil ébitos a cada ano por leptospirose, e o Brasil e Nepal sdo os paises
que se destacam quanto ao percentual de registros anuais da doenca (DURSKI et al,
2014). Os paises desenvolvidos, antes restritos a grupos com exposi¢des ocupacionais,
como funcionérios de abatedouros e de limpeza publica, mineiros, agricultores e
militares (HARTSKEER, COLLARES-PEREIRA, ELLIS, 2011), vém apresentando,
nas Ultimas décadas, um aumento na incidéncia da doenca (BANDARA et al., 2014).
Pressupde-se que a globalizagdo do turismo esteja contribuindo com mudancas no perfil
da leptospirose para além das regides vulneraveis (paises em desenvolvimento) (Figura
9).

Figura 9- Distribuicdo da incidéncia anual de leptospirose por 100.000 habitantes no
mundo.
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Os primeiros registros da doenca no territério brasileiro ocorreram no Pard em
1917 (McDOWEL, 1917) e, posteriormente em 1950, Gomes e colaboradores
identificaram 45 casos de leptospirose humana com isolamento de Leptospira

icterohaemorrhagiae em dois casos. A partir desse evento, 0s estudos sobre o agente
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etioldégico da patologia intensificaram-se no Brasil (LOMAR et al., 2005). Nos anos
subsequentes, ocorreram surtos nas regifes Norte, Nordeste e Sudeste do pais. No
periodo de 2010 a 2014, ocorreram 1.694 Obitos, e 20.000 casos da doenca foram
confirmados. E o Sudeste e Sul foram as regides com maior prevaléncia no periodo,
seguidas do Norte, Nordeste e Centro-Oeste (BRASIL, 2016).

Atualmente a leptospirose é considerada uma doenca endémica no Brasil, com
notificagBes durante todo o ano e possibilidades de surtos de forma sazonal, conforme o
periodo de chuvas de cada regido. As areas de risco sdo as zonas urbanas com elevada
densidade demografica e baixo nivel socioecondmico, pois a populagdo fica mais
exposta a contaminacdo, devido a falta de infraestrutura e saneamento béasico e ao
consequente aumento das infestacbes de roedores (FIGUEIREDO et al., 2001;
OOTEMAN ;VAGO; KOURY , 2006).

No estado do Ceard, ha casos descritos desde 1963, ap0s um inqueérito sorolégico
realizado por Castro e Correa no Vale do Cariri (CASTRO et al., 1963). Nos anos
subsequentes, os periodos de 1995-1996, 2000-2006, 2009 e 2011 se destacaram pelo
maior numero de casos confirmados, sendo que em 2009 e 2011, o grupo etario de 15 a
19 anos se sobressaiu em relagdo ao outros, apresentando as maiores incidéncias no
Estado, com 6,2 e 2,1/100.000 habitantes, respectivamente (CEARA, 2014). Desse
modo, os dados refletem que a doenca possui importante impacto sobre a populagdo

pediatrica (Figura 10).

Figura 10- Incidéncia dos casos confirmados de leptospirose no Ceara por faixa etéria,
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Fonte: SESA / COPROM / NUVEP / SINAN, 2014
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no periodo de 2009 a 2014.
1.1.2.2. Agente etioldgico, Vetor, Reservatorio e Modo de Transmissao

As leptospiras da ordem Spirochaetales, familia Leptospiracea e género
Leptospira (LEVETT, 2001) se classificam de duas formas. A primeira, fenotipica,
baseia-se na relagdo antigénica, subdividindo o género em duas espécies: Leptospira
interrogans e Leptospira biflexa — cepas patogénicas e saprofitas respectivamente. As
cepas se diferenciam em 300 sorovares, denominac¢do dada a unidade taxon6mica basica
das lesptospiras (CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009). A segunda, genotipica, mais
recente e utilizada, fundamenta-se na hibridizagdo DNA-DNA, em que o0s
microorganismos sdo agrupados conforme semelhanca genética (HERRMANN, et al,
1991). Conforme essa classificacdo, hd aproximadamente 20 genomoespecies, que
podem ser patogénicas ou saprofitas ou possuir patogenicidade intermediaria
(SMYTHE et al.,, 2013). Ainda que essa classificacdo seja a mais aceita, ha a
possibilidade de sorovares do mesmo sorogrupo estarem presentes em diferentes
espécies (LEVETT, 2001).

Morfologicamente as bactérias sdo aerobias obrigatorias, possuem estrutura
helicoidal, comprimento de 6 a 20 um e didmetro de extremidades encurvadas com dois
flagelos subterminais (KO et al., 1999). Seu poder de viruléncia deve-se, em grande
parte, a sua estrutura externa (membrana), formada por proteinas, lipidios e
lipopolissacarideos, que contém a maioria dos seus antigenos (FAINE et al., 1999).
Devido a composicdo de sua membrana, apresentam similaridade tanto com bactérias
gram negativas, quanto com gram positivas (LEVETT, 2001). A replicacdo ocorre por
divisdo binaria nos tdbulos renais dos mamiferos, de onde as leptospiras sdo excretadas
através da urina. Quando em contato com o ambiente, sob condicdes favoraveis (pH
neutro e ambiente Gmido), podem permanecer até 180 dias; no entanto, quando o meio é
indspito, sobrevivem por apenas 30 minutos (FAINE, et al., 1999; LEVETT, 2001).

Os reservatorios incluem cdes, gado, suinos e roedores, e 0s roedores
sinantrépicos atuam como principais reservatorios da doenca. Dentre eles destacam-se 0
rato de telhado ou rato preto (Rattus rattus) e o camundongo ou catita (Mus Musculus)
(SEGURADO, 2016). E importante observar que um mesmo reservatorio pode abrigar

diferentes sorovares. Nesse contexto, 0s seres humanos sdo apenas hospedeiros
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acidentais e terminais dentro da cadeia de transmissédo (SMITH, 2011 apud MWACHUI
et al., 2015).

A infeccdo humana por Leptospira sp ocorre por contato indireto através da
exposicao a agua ou ao solo contaminados com a urina de um reservatoério infectado ou

por contato direto com secregdes de animais infectados (KO et al., 2009) (Figura 11).

Figura 11- Ciclo de transmisséo da Leptospira sp.
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Fonte: Adaptado de KO et al, 20009.

Vale ressaltar que existem relatos de transmissdo através de relacGes sexuais
(HARRISON, FITZGERALD, 1988), durante a lactacdo (BOLIN, KOELLNER, 1988
apud HAAKE, LEVETT, 2015) e via transplacentaria (SHAKED et al., 1993).

Os patdgenos penetram ativamente no hospedeiro através das mucosas, da pele
com escoriacbes ou da pele integra ap6s longos periodos de exposicdo na agua
contaminada. Ha disseminacdo, via hematogénica, para todo o organismo. Como
resultado da invasdo bacteriana, ocorre uma reacdo inflamatoria no endotélio dos vasos
de forma difusa, um extravasamento capilar e uma anoxia das membranas celulares e
dos tecidos, provocando a degeneracdo das células. Presume-se que essas alteracbes
estejam relacionadas com a viruléncia do microorganismos, a carga infectante da cepa e
a resposta imune do hospedeiro (LOMAR, 2005; WHO, 2003).
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1.1.2.3. Aspectos clinicos e laboratoriais

A leptospirose apresenta-se de maneira polimérfica, produzindo um amplo
espectro clinico, que varia desde uma sindrome febril indiferenciada (fase precoce ou
anictérica) até formas graves, com disfuncdo de érgdos e sistemas, que podem
apresentar um desfecho letal (fase tardia) (LEVETT, 2001).

A fase anictérica representa a grande maioria dos casos, e somente de 10 a 15%
evoluem para a fase tardia. As principais manifestacfes sdo febre alta, calafrios,
cefaleia, mialgia, anorexia, prostracdo, nduseas, vomitos, diarreia, tosse, hiperemia
conjuntival e exantema maculo-papular ou purpurico. (KO et al., 1999). A fase tardia
evolui com complicagcbes, sendo a forma classica denominada Sindrome de Weil,
caracterizada pela triade: ictericia, insuficiéncia renal e fenGmenos hemorragicos.
Entretanto, outras manifestacdes clinicas graves podem vir concomitantemente, como
miocardite, meningites, entre outras (LEVETT, 2001).

Vale enfatizar que um mesmo individuo pode apresentar a doenca em mais de
uma ocasido, com sintomatologia diferente da anterior, podendo ocorrer com maior ou
menor gravidade. Isso acontece porque a imunidade adquirida apds uma infeccdo é
especifica para um determinado sorovar (EVANGELISTA, 2010).

Consequentemente, devido ao amplo espectro clinico, é frequente a leptospirose
ser confundida com outras patologias febris agudas, sendo necesséria a realizacdo de
exames complementares para elucidacdo diagnostica, visto que o tratamento
medicamentoso € benéfico para o paciente e deve ser instituido o mais cedo possivel
(CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009). O metodo de escolha para o diagnostico, assim
como na dengue, vai depender do periodo de evolucdo da doenca no qual foi realizada a
coleta; e as técnicas utilizadas sdo baseadas na visualizacdo direta, no isolamento do
parasita ou na visualizacdo indireta (LEVETT, 2001).

As técnicas de deteccao direta sdo a microscopia de campo escuro e a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), sendo que, a principal diferenca entre ambas se refere a
elevada sensibilidade e especificidade do método de PCR em relacdo a microscopia
(WHO, 2003; HAAKE, LEVETT, 2015).

A cultura e o isolamento da Leptospira sp devem ser realizados na fase inicial da
doenca, e o material para andlise pode ser sangue, liquor, bem como fragmentos de

tecido do paciente infectado. Ndo é uma técnica vantajosa em decorréncia da espera
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prolongada para confirmagdo diagndstica em virtude das variagdes de tempo para o
crescimento dos diferentes sorotipos. Vale ressaltar que o uso de antibioticoterapia antes
da coleta pode negativar a amostra (FAINE et al., 1999).

As técnicas de visualizagdo indireta compreendem as técnicas de
microaglutinacdo soroldégica (MAT) e o0s ensaios imunuenzimaticos (ELISA)
(PICARDEAU, 2013).

O MAT é o método que corresponde a deteccdo de anticorpos especificos por
meio da técnica de aglutinacdo (soro do paciente com antigenos vivos) em campo
escuro. Ele utiliza cepas produzidas em laboratérios dos sorogrupos mais prevalentes na
regido e pode ser utilizado tanto na fase aguda quanto na fase tardia. E considerado o
padrdo ouro pela WHO em virtude de sua elevada sensibilidade e especificidade
(CHALAYON et al., 2011). As principais desvantagens da técnica sdo: dificuldade de
execucdo; variacdo entre laboratorios, necessidade de técnicos especializados na
execucdo e analise do teste, possibilidade de contaminagdo dos funcionarios em
decorréncia da utilizacdo de cepas vivas, risco de contaminacdo cruzada entre o0s
antigenos utilizados e, as vezes, baixa sensibilidade na fase precoce da doenca e nos
casos cronicos, pois em ambos os titulos de anticorpos podem ser muito baixos
(LEVETT, 2001).

Os ensaios imunoenzimaticos (ELISA) sdo técnicas soroldgicas que utilizam um
sorovar saprofita para a extracdo do antigeno, sendo a detecgédo de anticorpos IgM bem
mais precoce que o MAT. Porém é muito sensivel somente para algumas espécies, ndo
sendo indicado para sorogrupo e sorovariedade (HAAK;, LEVETT, 2015).

Diante das técnicas descritas, observa-se que nas regifes com elevada incidéncia
e prevaléncia da infeccdo, os métodos de diagndstico precoce ndo estdo disponiveis para
a maioria da populacdo, pois sdo métodos onerosos, devido a necessidade de
laboratdrios sofisticados e funcionarios especializados para sua realizacdo. Todavia,
muitos pesquisadores tém se empenhado em encontrar solucbes eficazes e de baixo
custo a fim de melhorar o progndstico do paciente. Um desses estudos, realizado por
Nabity et al (2012), evidenciou que o desempenho da técnica da Plataforma Dual Path
(DPP) da leptospirose, método imunocromatografico, era comparavel ao ELISA-IgM.
Consequentemente, constatou-se que o diagnostico da leptospirose pode ser feito de
forma rapida e eficaz, de modo a facilitar a tomada de decisGes pelos profissionais de

salde.
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Assim como a leptospirose e a dengue, outra patologia que se beneficiaria com o
diagndstico precoce seria a leishmaniose, pois esta também € considerada um problema
de saude publica com alta endemicidade e elevadas taxas de letalidade, principalmente

em paises em desenvolvimento.

1.1.3- LEISHMANIOSE
1.1.3.1 Epidemiologia

As leishmanioses possuem ampla distribuicdo geografica, ocorrendo de forma
endémica nas regides tropicais e subtropicais. Segundo dados da WHO (2014), a doenga
esta presente em 98 paises dos cinco continentes, com aproximadamente 1,3 milhdes de
casos novos por ano. As infeccBes ocorrem principalmente em paises em
desenvolvimento, sendo considerada uma patologia de paises pobres, que os fatores
determinantes da pobreza (favelizacdo, desigualdades sociais, desnutricdo infantil)
favorecem a perpetuacdo das moléstias (RAMOS, 2013). Dentre os paises acometidos
pela leishmaniose visceral, destacam-se Bangladesh, Brasil, india, Nepal, Sudio e
Venezuela (WHO, 2014) (Figura 12).

Figura 12- Distribuicdo de casos novos de leishmaniose visceral no Mundo, segundo
WHO, 2013

felges]
g
9 609 ¢

>5000
1000-4999
100-999 Néo hé casos autéctones
<100 Néo ha registros

Zero Nao aplicavel

Fonte: Adaptado de WHO, 2013
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leishmaniose visceral também é considerada uma doenca endémica,

sendo um importante problema de saide publica. A média de registros no periodo de

2004 a 2014 foi de aproximadamente 3.540 casos, segundo os dados do Ministério da
Saude (BRASIL, 2014).

O Ceara possui alta prevaléncia da infecgcdo e no periodo de 2001 a 2012, foram

confirmados 6.016 casos no estado, e 0s municipios com maior nimero de casos

confirmados foram Fortaleza e Sobral. No ano de 2013, foram notificados 188 casos em

53 municipios, sendo 48,3% registrados no municipio de Fortaleza; os demais

ocorreram em outros 13 municipios (CEARA, 2014). Ha registro da doenca em todas as

faixas etarias, sendo predominantemente a faixa pediatrica a mais acometida. No

periodo de 2001 a 2014 pode-se confirmar essa citacdo, exceto no intervalo de 2009 a
2013, predominando o grupo etério de 20-39 anos (CEARA, 2014) (Figura 13).

Figura 13- Proporcéo de casos de Leishmaniose visceral segundo faixa etaria. Ceara,

2001 a 2014.
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Os agentes causadores da leishmaniose séo protozoérios intracelulares
obrigatorios que pertence a ordem Kinetoplastida, Trypanosomatidae (GRIMALDI;
TESH, 1993) e correspondem a um grupo de microrganismos biologicamente distinto
(SIMPSON, 1987). O género ¢ subdividido em dois subgéneros: Leishmania e Viannia
(PACE, 2014). Morfologicamente, as Leishmanias sp podem se apresentar nas formas
evolutivas amastigotas ou promastigotas. A forma amastigota é ovalada ou arredondada,
com cerca de 2 um de didmetro, anaerObica e parasita intracelular exclusiva do
hospedeiro vertebrado, sendo responsavel pela infeccdo das células do sistema
fagocitico mononuclear. A forma promastigota € longilinea, flagelada e com cerca de 14
a 20um de comprimento e 2 a 3um de didmetro, aerdbica e habita o trato intestinal do
inseto vetor (HOMMEL, 1999).

O vetor responsavel pela propagacdo dos parasitas da espécie Leishmania é a
fémea hematofaga do flebotominio do género Phlebotumus (Velho Mundo) e Lutzomyia
(Novo Mundo). No Brasil, a espécie mais comum ¢ a Lutzomia longipalpis e, em menor
proporcdo, a Lutzomia cruzi, com relatos de transmissdo em Mato Grosso do Sul
(OLIVEIRA et al., 2008). Atualmente os vetores sdo encontrados tanto em ambientes
silvestres quanto em peridomicilios e domicilios. Embora estejam presentes durante
todo o ano, possuem predilecéo pelo periodo das chuvas (SHERLOCK, 1996).

Os principais reservatérios do género sdo canideos, sejam eles domésticos
(Canis familiaris) ou silvestres, como raposas (Cerdocyon thous) e marsupiais
(Didelphis albiventris) (SHERLOCK, 1984; TRAVI et al., 1994).

A infeccéo se inicia no vetor, quando a fémea do L. longipalpis ingere as formas
amastigotas durante o repasto sanguineo nos mamiferos infectados. Em seguida, no
intestino médio, ocorre a replicacdo por divisdo binaria e a diferenciacdo das
amastigotas em promastigotas. Apds trés dias de intensa replicacdo binaria, ocorre a
degeneracdo da matriz peritrofica e a liberacdo das formas promastigotas, que seguem
para a por¢ao anterior do tubo digestivo do inseto, onde se replicam e se diferenciam em
formas infectantes denominadas promastigotas metaciclicas. Devido ao aumento do
namero de parasitas no es6fago e na faringe, hd uma obstrucdo mecénica que dificulta a
ingestdo de sangue pelo vetor; consequentemente, o inseto realiza um niimero maior de
repastos sanguineos, assim, nesse momento, ha o relaxamento dos musculos de succdo
do inseto, permitindo a ingestdo de sangue e promovendo a liberagcdo das formas
promastigotas para o novo hospedeiro (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014) (Figura 14).
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Figura 14- Ciclo da Leishmania sp.
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1.1.3.3 Aspectos Clinicos e Laboratoriais

As manifestacdes clinicas das leishmanioses variam conforme a interacdo entre
espécie do parasita e a imunidade do hospedeiro (PACE, 2014). Baseada nesse prisma,
a WHO (2014) postulou quatro formas clinicas para as leishmanioses: cutanea, mucosa
difusa e visceral e neste estudo, serd dada énfase a forma visceral.

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como Calazar, resulta da
infeccdo dos fagdcitos dentro do sistema reticuloendotelial. Trata-se de uma infeccao
sistémica causada principalmente por Leishmania donovani (regides da india,

Paquistdo, China e Africa) e Leishmania infantum (sinbnimo de Leishmania chagasi na
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América do Sul), assim como Leishmania tropica no Oriente Médio e Leishmania

amazonensis na América do Sul, eventualmente (NOZZI, et al.,2014).

A LV pode ser assintomatica, subclinica ou sintomatica. O periodo de incubagéo

é variavel ap6s a exposicdo. As manifestagdes subclinicas sdo caracterizadas por

adinamia, febre baixa, tosse intermitente, diarreia e hepatoesplenomegalia discreta

(BADARO et al., 1986). Na forma sintomatica, o quadro se apresenta com persisténcia

da febre, prostracdo, hepatoesplenolomegalia de moderada a importante, palidez

cutaneo-mucosa significativa, perda de peso e possibilidade de fenémenos hemorragicos

e infecgdes secundarias que podem levar a disfungdes de multiplos érgéos e sistemas e

ao 6bito do paciente (WHO, 2014).

O diagnostico pode ser realizado através de técnicas parasitoldgicas, sorolégicas,
imunocromatogréaficas e moleculares (ELMAHALLAWY et al., 2014), como segue:

e Os métodos parasitologicos compreendem a visualizagdo direta e o isolamento em
meio de cultura in vitro. O primeiro ocorre através da identificacdo do parasita na
sua forma amastigota por gota espessa, apos puncdo da medula, do baco ou de
linfonodos do paciente infectado, com uma sensibilidade de 90 a 95%, “mas, o
encontro de parasitas no material examinado depende do nimero de campos observados
(200 campos devem ser examinados antes de se considerar uma lamina como negativa)”
(BRASIL, 2010). O segundo, o isolamento, utiliza meio especial, contendo agar-
base e sangue de coelho, carneiro ou humano denominado NNN (Novy, MacNeal e
Nicolle) para ocorrer a diferenciacdo das formas amastigotas em promastigotas
(ELMAHALLAWY et al., 2014). Possui sensibilidade em torno de 90 a 95%
quando se utiliza o aspirado esplénico e especificidade de aproximadamente 100%.
(GONTIJO; MELO, 2004).

e Os testes soroldgicos sdo a imunofluorescéncia indireta, em que a sensibilidade e a
especificidade sdo de 85-90%; a imunoaglutinacdo direta (DAT), que utiliza células
inteiras de Leishmania que reagem com anticorpos especificos, sendo a
especificidade em torno de 71% e sensibilidade, 97% (CHAPPUIS et al., 2003); a
reacdo intradérmica de Montenegro, técnica muito utilizada para avaliacdo de cura
da doenca (MARZOCHI et al.,, 1995, que utiliza um extrato antigénico de
Leishmania que somente se torna reagente apos a cura clinica do paciente, variando

de um periodo de seis meses a trés anos; e a reagdo imunoenzimatica (ELISA)
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possui sensibilidade e especificidade aproximada de 89% e 98% respectivamente
(LEMOS et al, 2003).

A imunocromatografia utiliza a proteina recombinante rK39, derivada de um
antigénico especifico produzido pela Leishmania donovani. Trata-se de teste réapido,
facil, com boa sensibilidade (92%) e especificidade (81%) (MAIA et al., 2012).

Os meétodos moleculares apresentam algumas vantagens em relacdo aos outros
métodos, pois, além da alta especificidade e sensibilidade para detec¢do do parasita
em pacientes doentes, possibilita a diferenciacdo entre infeccdo assintomatica em
areas endémicas (BADARO et al., 1986a; GONTIJO, MELO, 2004; CUPOLILLO,
2005; ALAM et al., 2009). Dentre eles pode-se citar o PCR convencional e suas
variantes (PCR multiplex, PCR-RFLP e RPAD), a eletroforese de enzimas e 0sS
anticorpos monoclonais (LIMA JUNIOR, M.S.C et al, 2009)
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2 JUSTIFICATIVA

A sindrome febril aguda representa uma importante causa de atendimentos
hospitalares na faixa etéria pediatrica.

Logo, diagnosticar as doengas mais prevalentes de uma regido é uma tarefa
importante e uma peca fundamental para a Salde Publica, pois, possibilita a
estruturagdo de programas de controle e prevencdo dos servicos de vigilancia
epidemioldgica em relacdo as doencas infecciosas que se apresentam como uma
sindrome febril aguda indiferenciada, especialmente na fase inicial e particularmente na
faixa etaria pediatrica devido as grandes similaridades das manifestacfes clinicas com
outras patologias comuns da infancia. Portanto, torna-se relevante a identificacdo
precoce dos agentes etioldgicos das doencas infecciosas febris agudas a fim de se evitar
novas epidemias e/ou intervir nos casos com probabilidade de desenvolvimento da
doenca na sua forma grave, principalmente em zonas endémicas e de transmissao

sustentada.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar casos de sindrome febril aguda na faixa etaria pediatrica, visando
estabelecer o diagndstico laboratorial para dengue, leptospirose e leishmaniose visceral.

3.2. Objetivos Especificos

e Analisar, atraves de métodos imunocromatogréaficos, sorolégicos e moleculares,
a hipotese diagndstica de dengue;

e Identificar os pacientes com dengue secundaria através do ELISA 1gG Dengue;

e Investigar, com a tecnica molecular, PCR-convencional, a presenca de
Leptospiras sp e Leishmania sp em amostras sanguineas de pacientes suspeitos
de dengue;

e Correlacionar a faixa etaria, 0 sexo e as manifestacdes clinicas e laboratoriais
entre 0s pacientes pediatricos com diagndstico comprovado de dengue,

leptospirose e dengue simile.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal descritivo e analitico em participantes com

sindrome febril aguda indiferenciada.

4.2 POPULACAO DO ESTUDO

Os participantes foram recrutados no Hospital Infantil Albert Sabin (HIAS) e no
Centro de Assisténcia a Crianc¢a Lucia de Fatima (CAC), no periodo de setembro/2015 a
margo/2016, através de busca ativa nos ambulatorios e nas enfermarias, de acordo com
0s seguintes critérios de inclusdo e excluséo:

- Criterios de inclusdo: criancgas, faixa etaria de 0-18 anos, apresentando quadro
febril com duracdo maior de 24 horas e menor de 10 dias, associado a, pelo menos, um
dos seguintes sintomas: cefaleia, dor retro-orbitaria, artralgia, mialgia, exantema e
prostracao.

- Critérios de exclusdo: presenca de comorbidades (cardiopatias prévias, diabetes
mellitus e hemoglobinopatias); manifestacdes clinicas que sugiram um diagnostico
alternativo (pneumonias, otites etc.) e contraindicacdo para coleta de amostras de
sangue.

Todos os pacientes inclusos concordaram com o estudo e assinaram o termo de
assentimento, e seus responsaveis, o termo de consentimento livre esclarecido - TCLE
(Apéndices A e B), bem como responderam ao questionario clinico-epidemiolégico
(Apéndice C).

4.3. DEFINICAO DO CASO CONFIRMADO DE DENGUE

De acordo com o Ministério da Saude, o paciente com suspeita clinico-
epidemioldgica precisa ser confirmado laboratorialmente através dos testes de sorologia
IgM, NS1 teste rapido ou ELISA, isolamento viral, PCR, imuno-histoquimica. Essa

definicdo também inclui “o paciente que vive em area onde se registram casos de dengue ou
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que tenha viajado nos ultimos 14 dias para area com ocorréncia de transmissdo de dengue (ou
presenca de Aedes aegypti) que apresente febre, usualmente entre dois e sete dias, e duas ou
mais das seguintes manifestagdes: nausea, vomitos, exantema, mialgias, artralgia, cefaleia, dor
retro-orbital, petéquias, prova do lago positiva e leucopenia. Também é considerado caso da
doenca toda crianca proveniente de (ou residente em) area com transmissdao de dengue, com
guadro febril agudo, usualmente entre dois e sete dias, e sem foco de infeccdo aparente que

apresente exames laboratoriais positivos para a doenca” (BRASIL, 2016).

4.4. AREA DE ESTUDO

As amostras da pesquisa foram coletadas no Hospital Infantil Albert Sabin
(HIAS) e no Centro de Assisténcia a Crianca Lucia de Fatima (CAC), ambos
pertencentes ao Sistema Unico de Satde (SUS) da cidade de Fortaleza, capital do Ceara,
sendo responsaveis pelos atendimentos pediatricos em nivel terciario e secundario,
respectivamente. O HIAS é um ¢rgao da administracdo publica estadual, que atende a
faixa etaria pediatrica com doengas graves e de alta complexidade, sendo a referéncia
pediatrica na regido e nos demais estados do Nordeste. A Instituicdo dispde de
emergéncia clinica e cirurgica, unidades de terapia intensiva e neonatais, 306 leitos de
internacédo, laboratdrios clinico e de imagem e um servico de diagndstico e tratamento
onco-hematolégico (SESA, 2014). O CAC faz parte da rede municipal de saude e
disponibiliza a criancas e adolescentes atendimento de urgéncia e emergéncia, além de
30 leitos para internacdo hospitalar (FORTALEZA/SMS, 2014).

4.5. COLETA DOS DADOS

Os dados foram obtidos por meio do preenchimento de um questionario realizado
durante o atendimento médico (Apéndice C). Posteriormente o participante foi
encaminhado ao Laboratorio de Andlises Clinicas para coleta de 10 ml de sangue
periférico utilizando-se tubos vacutainer com anticoagulante e sem anticoagulante.
Dessa forma, algumas amostras eram analisadas no proprio Servico e destinavam-se aos
exames inespecificos, como 0s exames hematoldgicos e bioquimicos. E as outras
amostras eram armazenadas em caixas térmicas de isopor contendo bolsas de gelo

reciclavel, e assim eram mantidas até a chegada ao laboratério de Pesquisa em
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Bioagentes Patogénicos / Nubex da Universidade de Fortaleza para a realizacdo dos

testes diagnosticos especificos (imunocromatografico, molecular e soroldgico).

4.6. PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras eram processadas assim que chegavam ao laboratorio. O sangue era
submetido a centrifugacdo de 1.500 x g por 5 minutos a 4°C, ap0s retragdo do coégulo,
para a obtencdo do soro. As aliquotas permaneciam estocadas a -80°C até serem
submetidas aos testes de diagndsticos especificos.

Estabeleceu-se um protocolo para a realizacdo dos testes soroldgicos e
moleculares:

Todos os participantes com sindrome febril foram testados inicialmente para
dengue através do ensaio de imunocromatografia, dos testes sorologicos (NS1 ELISA,
ELISA IgM e ELISA 1gG) e da técnica RT-PCR utilizando primers especificos (Tabela
1). Apo0s os participantes negativos para dengue foram submetidos a testagem para a
identificacdo de Leptospira sp e Leishmania sp através da técnica de PCR, utilizando

primers especificos de Leptospira (Tabela 2) e Leishmania (Tabela 3).

4.7. TECNICAS LABORATORIAIS
4.7.1. Dengue

A Figura 15 mostra o fluxograma de investigacdo para os pacientes com hipotese

diagndstica de Dengue.
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Figura 15- Fluxograma de investigacao para os pacientes com hipotese diagnostica
de dengue
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4.7.1.1. Teste imunocromatografico NS1 Ag Strip

O teste dengue NS1 Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories, Franca®) auxilia o
diagndstico da infeccdo aguda utilizando a imunocromatografia de fluxo lateral. Ele
permite, de forma rapida, a deteccdo qualitativa do antigeno NS1 do virus dengue em
amostra de sangue total, soro ou plasma humano. O teste pode ser realizado desde o
primeiro dia até o nono dia do aparecimento da febre. Em nosso estudo, o processo de
analise seguiu as recomendacdes do fabricante.

4.7.1.2. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA): Dengue NS1

Trata-se de um teste imunoenzimatico de captura da proteina NS1 para
determinacgé@o qualitativa no soro ou no plasma humano (Platelia Dengue NS1 Ag Kit -
Bio-Rad Laboratories, Marnes La Coquette, Franca®), que foi realizado conforme as

instrucdes do fabricante.

4.7.1.3. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA): IgM anti-Dengue

A sorologia para dengue foi analisada através do kit comercial de imunoensaio
enzimatico, comercializado pela Bioeasy®, seguindo as recomendacdes do fabricante.
Trata-se de um teste especifico e qualitativo que detecta anticorpos IgM anti-Dengue no

soro dos pacientes, indicando infecdo recente.

4.7.1.4. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA): 1gG anti-Dengue

A sorologia para dengue foi analisada através do kit comercial de imunoensaio
enzimatico, comercializado pela Virion/Serion®, seguindo as recomendacBes do
fabricante. Trata-se de um teste especifico e qualitativo que detecta anticorpos IgG anti-

Dengue no soro dos pacientes, indicando infecéo tardia.

4.7.1.5. Diagnéstico Molecular
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Extracdo do RNA viral: A extracédo e purificagdo do RNA viral foi realizada por
meio do kit QlAamp® Viral Mini Kit (QIAGEN, Valencia, CA), conforme as
instrucdes fornecidas pelo fabricante.

Deteccdo Molecular do Virus: A identificacdo da infeccdo viral a partir do
método molecular foi realizada com o uso do Kit QIAGEN®OneStep RT-PCR
(QIAGEN®, EUA), que contém enzimas Omniscript e Sensiscript que permitem a
transcricdo reversa, e do HotStarTaq® que é responsavel pela amplificagdo do material
genético. O controle positivo da reacdo foi o RNA extraido de uma cultura de células
C6/36 de A. albopictus infectada com virus DENV-2, New Guinea (NGC) gentilmente
cedida pelo Prof. Dr. Benedito Ant6nio Lopes da Fonseca (Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto, USP). Para a deteccdo do virus dengue, foram utilizados os iniciadores

especificos (Tabela 1).

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados nas reacdes RT-PCR- Dengue.

Oligonucleotideos Sequéncia Referéncia
Dengue
D3 CTGATTTCCATCCCGTA Henchal et al, 1991
D4 GAYATGGGNTAYTGGATAGA Henchal et al, 1991

4.7.2. Leptospira sp
4.7.2.1. Diagndstico Molecular

Para a realizacdo da reacdo de PCR convencional para o género Leptospira, e
como controle positivo foi utilizada cultura de leptospirose com o0s iniciadores
especificos para a regido do KDNA (Gravekamp,1993) (Tabela 2). A reacdo de PCR foi
realizada utilizando uma concentracdo de 50-100 ng de DNA total.

As reacdes foram submetidas as seguintes temperaturas: 94°C durante 5 minutos,
seguido de 40 ciclos, com 94°C por 1 minuto, para a desnaturacdo. O controle positivo
da reacdo foi 0 DNA extraido de uma cultura de Leptospira M-20 foi gentilmente cedida
pelo Prof. Dr. Mitermayer Galvdo dos Reis (Centro de Pesquisa Gongalo

Moniz/Fundacdo Oswaldo Cruz, Bahia).

Tabela 2. Oligonucleotideos que serdo utilizados nas rea¢es de PCR-Leptospira sp.
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Leptospira
Gl CTG AAT CGC TGT ATA AAAGT Gra\/ekamp et al 1993
G2 GGA AAA CAA ATG GTC GGA AG Gravekamp et al 1993

4.7.3. Leishmania sp

4.7.3.1. Diagnostico Molecular

Para a realizacdo da reagdo de PCR convencional para o género Leishmania,
cultura foi utilizada como controle positivo com os iniciadores especificos que
amplificam fragmentos de 120 pb (DEGRAVE et al., 1994) (Tabela 6). A reacdo de
PCR foi realizada utilizando uma concentracdo de 50-100 ng de DNA total. O DNA de
cada amostra (5ul) foi adicionado em um tubo para PCR com 0,5ul de cada primer, na
concentracdo de 20pmol, para uma solucdo final de 12ul, utilizando MasterMix
(Empresa Quatro G®) para PCR convencional.

Por fim, os tubos com as reacfes foram submetidos as seguintes temperaturas:
94°C durante 3 minutos, seguido de 30 ciclos, com 94°C por 30 segundos, para a
desnaturacdo; 55°C por 30 segundos, para o anelamento dos primers; 72°C por 45
segundos, para a extensdo; e um ultimo passo de 72°C durante 7 minutos, para a
extensdo final. O controle positivo da reacdo foi DNA extraido de uma cultura
gentilmente cedida pela Profa. Dra. Maria Jania Teixeira (Universidade Federal do

Ceard).

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados nas reacdes de PCR- Leismania sp.

Leishmania

150 5’-GGG(G/T)AGGGGCGTTCT(G/C)CGAA -3’ DEGRAVE et al., 1994

5°-(GIC) (GIC) (GIC) (AIT) CTAT (A/T)

152 TTACACCAACCCC -3’

DEGRAVE et al., 1994

4.8. ANALISE ESTATISTICA

Neste estudo foram avaliados participantes com dengue, leptospirose,
leishmaniose e dengue-simile, os dados referentes a idade, género, resultados de exames

imunolégicos e biomoleculares e manifestacfes clinicas. Os dados sdo apresentados
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estratificados por diagndstico de doenga, e depois para cada doenga por género e faixa
etaria.

As estratificagbes por diagnostico e por faixa etaria tiveram suas médias
analisadas pelo teste paramétrico Anélise de Variancia (ANOVA) com o teste Post Hoc
de Tukey para comparar as diferencas entre as médias dos resultados dos exames
laboratoriais. A diferenca entre as médias foi estatisticamente significante quando
p<0,05.

Variaveis categdricas foram avaliadas pelo teste Qui-Quadrado para comparar as
frequéncias ou o Teste exato de Fisher. Os dados foram apresentados como N (valor
absoluto) e percentual. O nivel de significancia utilizado foi de 95%. O valor de p
bilateral menor que 0,05 (p<0,05) é considerado estatisticamente significante.

4.9. CONSIDERACOES ETICAS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa no Hospital Infantil
Albert Sabin sob o n® CAAE: 45741415.1.0000.5042 (Anexo). As coletas foram
iniciadas seguindo todas as normas de biosseguranca referentes a trabalhos envolvendo
humanos, de acordo com a Resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude. Os pais,
responsaveis legais e participantes foram esclarecidos através do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) e o Termo de Assentimento
(Apéndice B) sobre os objetivos do estudo, informando sobre o sigilo de suas
identidades e o carater voluntario de participacdo, assim como a possibilidade de se

desligar a qualguer momento do estudo, sem prejudicar o seu atendimento no Servico.
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5 RESULTADOS

No periodo de setembro de 2015 a margo de 2016, foram recrutados, em dois
hospitais pediatricos de Fortaleza (CE), 99 participantes com hip6tese diagndstica de
dengue para participacdo da pesquisa. Mas, somente 86 participantes finalizaram os

testes, conforme o protocolo elaborado e descrito na metodologia deste estudo.

Grafico 1- Representacdo gréfica da populacdo durante as etapas do estudo.

Extravio de material

)
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Apo6s a subdivisdo dos grupos de doencas de acordo com resultados

laboratoriais, realizou-se a estratificacdo dos mesmos, considerando o periodo de coleta,
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0 género, a faixa etaria e as manifestacbes clinicas (Gréfico 2, 3, 4 e 5,

respectivamente).

Gréfico 2- Descricdo da classificacdo das doencas diagnosticadas, conforme frequéncia.

Fortaleza, 2016 (N =86).

1%

1 Dengue [ n=39)

= Leptospirose (n=4)

i Leishmanicse [n=1)

Dengue-simile
(n=42)

Tabela 4 Classificacdo do grupo conforme a época da doenca em que 0s exames foram
colhidos (<5 ou >5 dias). Fortaleza, 2016.

Dias da Diagnostico

doenca Dengue | Leptospirose | Leishmaniose Dengue- Total
simile

<5 dias 30 3 1 38 72

(N=72) (41,7%) (4,2%) (1,4%) (52,8%) (100%)

>5 dias 9 1 0 1 12

(N=12) (75%) (8,3%) (8,3%) (100%)

Valor
de p?

0,011*

8 Teste Qui-quadrado. *p<0,05.

Grafico 3 - Distribuicdo dos participantes, segundo o género, estratificados por doenca,

Fortaleza, 2016. (N=86)
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Tabela 5- Descricdo da andlise da frequéncia de faixa etéria dos pacientes estratificados
por doenca, Fortaleza, 2016. (N=86)

Diagnostico das doengas

Faixa etaria Dengue | Leptospirose Dengue- Total Valor de p?

simile
11(47,8%) 1(4,3%) 11(47,8%) 23(100%)

Zeroa?2
anos

3al0anos | 20(54,1%)
11al18anos | 8(36,4%)
8 Teste Qui-quadrado. *p<0,05.

1(2,7%) 16(43,2%) | 37(100%) | 0,664
2(9,1%) 12(54,5%) | 22(100%)

Gréafico 4- Apresentagdo das manifestacbes clinicas mais frequentes da populacéo
estudada. Fortaleza, 2016. (N=86)
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A analise das variaveis ndo demonstrou diferencas significativas entre a
proporcdao de género; a distribuicdo dos diferentes grupos etarios e as principais
manifestacdes clinicas. Vale ressaltar que no quadro clinico, as manifestacdes gerais e

sem sinais de gravidade foram as mais prevalentes e que, na populacdo pediatrica é
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frequente a presenca de sinais e sintomas respiratorios e gastrintestinais, conforme pode

ser observado nas tabelas 5, 6, 7 e 8.

Tabela 6- Distribuicdo de manifestacBes clinicas gerais presentes nos pacientes
estratificados por diagnostico da doenca. Fortaleza, 2016.

Manifestacdes clinicas Diagndstico Valor de
gerais Dengue Leptospirose Dengue-simile p?
Cefaleia
Ausente 13(43,3%) 1(3,3%) 16(53,4%) 0,764
Presente 25(48,1%) 3(5,8%) 24(46,2%)
Dor Retro-orbitaria
Ausente 28(41,8%) 3(4,5%) 36(53,7%) 0,155
Presente 10(66,7%) 1(6,7%) 4(26,7%)
Mialgia
Ausente 19(36,5%) 3(5,8%) 30(57,7%) 0,063
Presente 19(63,3%) 1(3,3%) 10(33,3%)
Artralgia
Ausente 34(47,2%) 4(5,6%) 34(47,2%) 0,536
Presente 5(45,5%) 0 6(54,5%)
Prostracéo
Ausente 8(40%) 2(10%) 10(50%) 0,481
Presente 30(48,4%) 2(3,2%) 30(48,4%)
Exantema
Ausente 27(49,1%) 2(3,6%) 26(47,3%) 0,653
Presente 11(40,7%) 2(7,4%) 14(51,9%)
@ Teste do Qui-quadrado. *p<0,05.

Tabela 7- Distribuicdo de manifestacdes clinicas graves presentes nos pacientes
estratificados por diagnostico de doenca. Fortaleza, 2016.

Manifestacdes clinicas Diagndstico Valor de
graves Dengue Leptospirose Dengue-simile p?
Dispneia
Ausente 35(46,1%) 4(5,3%) 37(48,7%) 0,730
Presente 3(50%) 0 3(50%)
Dor Abdominal
PA baixa
Sonoléncia
Ausente 33(44%) 4(5,3%) 38(50,7%) 0,195
Desidratagao
Ausente 29(45,3%) 3(4,7%) 32(50%) 0,832
Presente 10(52,6%) 1(5,3%) 8(42,1%)
2 Teste do Qui-quadrado. *p<0,05.
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Tabela 8- Distribuicdo de manifestacBes clinicas respiratdrias presentes nos pacientes

estratificados por diagnostico de doenca. Fortaleza, 2016.

Manifestacdes clinicas Diagndstico Valor de
respiratorias Dengue Leptospirose Dengue-simile p?
Rinorreia
Ausente 29(47,5%) 2(3,3%) 30(49,2%) 0,557
Presente 9(42,9%) 2(9,5%) 10(47,6%)
Tosse 0 0 0
Ausente 28(47,5%) 2(3,4%) 29(49,1%) 0,631
Presente 10(43,5%) 2(8,7%) 11(47,8%)
Dispneia
Ausente 35(46%) 4(5,3%) 37(48,7%) 0,730
Presente 3(50%) 0 3(50%)
Dor de garganta
Acento 31(44,9%) 4(5,8%) 34(49,3%) 0,453
Presente 7(53,8%) 0 6(46,2%)

@ Teste do Qui-quadrado. *p<0,05.

Tabela 9- Distribuicdo de manifestacdes clinicas gastrointestinais presentes nos
pacientes estratificados por diagnostico de doenca. Fortaleza, 2016.

_ o Diagnostico
Manlf(.estagqes f:llnlcas Leptospirose Dengue-simile Valor de
gastrointestinais Dengue p?
Nauseas
Ausente 32(48,5%) 3(4,5%) 31(47%) 0,724
Presente 9(42,9%) 2(9,5%) 10(47,6%)
VVomitos
Ausente 26(44,8%) 3(5,2%) 29(50%) 0,830
Presente 13(52%) 1(4%) 11(44%)
Diarreia
Ausente 30(45,5%) 4(6%) 32(48,5%) 0,369
Presente 9(52,9%) 0 8(47,1%)

@ Teste do Qui-quadrado. *p<0,05.

Os resultados laboratoriais inespecificos da amostra identificaram que a média
de plaquetas era significativamente menor nos grupos de Dengue e Dengue-simile

quando comparado ao grupo de Leptospirose (tabela 9).
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Tabela 10- Descricdo dos resultados de hemograma de pacientes com Dengue,
Leptospirose e Dengue-simile. Dados apresentados como média (DP). Fortaleza, 2016.

(N=86)
Exames Dengue Leptospirose Dengue-simile Valor de p*
0,984°
Hemoglobina 12,25(1,80) 12,10(0,98) 12,11(1,64) 0,927°
(g/dL) n=38 n=4 n=40 1,0009
0,983°
Hematocrito 36,87(4,99) 36,42(2,35) 36,58(4,79) 0,964¢
(%) n=38 n=4 n=40 0,998
0,677°
Leucécitos 6674,21(3230,28) 8129,50(272,79) 6415,80(3443,27) 0,935¢
(mm3)) n=38 n=4 n=40 0,581¢
0,613°
Segmentados 50,69(21,55) 61,00(27,84) 48,52(19,21) 0,889¢
(uL)(%0) n=38 n=4 n=40 0,4881
0,929°
Linfécitos 40,64(21,56) 36,00(35,53) 43,97(19,93) 0,769¢
(UL)(%) n=38 n=3 n=40 0,806¢
0,048°*
Plaquetas 31897,3(85518,05) | 142877,5(229490,42) | 22278,5(67620,14) 0,879¢
(mm3) n=38 n=4 n=40 0,028%*

2 ANOVA com teste de Tukey.
b para comparagéo entre Dengue e Leptospirose.

¢ para comparagdo entre Dengue e Dengue-simile.

d para comparacdo entre Leptospirose e Dengue-simile.

*p<0,05.

Pormenorizando a andlise e realizando a interpretacdo das variaveis em cada

grupo isoladamente, obteve-se 0s seguintes resultados:

mmmp Dados dos pacientes com diagnostico de Dengue

Em relacdo as variaveis género e idade, os resultados demonstraram uma maior
proporcao de participantes de sexo feminino, na faixa etaria de 3 a 10 anos (66,7%),

conforme demonstrado nos graficos 5 e 6.
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Gréfico 5- Apresentacdo de pacientes com Dengue por género. (N =39)
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Gréfico 6- Distribuicdo de pacientes com Dengue por faixa etaria (N=39)
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Grafico 7- Comparacdo do género por diferentes faixas etarias dos pacientes com
dengue. Fortaleza, 2016. (N=39)
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A distribuicdo das manifestacfes clinicas estratificadas por faixa etaria,
demonstrou significancia nos sintomas de cefaleia e mialgia, que se mostraram mais
prevalentes na faixa etaria de 3-10 anos (56%) e (57,9%) e menos frequentes no grupo
de faixa etaria de 0-2 anos (16%) e (5,3%), respectivamente.

Outra manifestacdo que teve resultado relevante foi artralgia com elevada
frequéncia no grupo etério de 11-18 anos (60%) e reduzida no grupo de 3-10 anos
(52,9%). Tabela 12

Tabela 11- Distribuicdo de manifestacdes gerais por diferentes faixas etarias dos
pacientes com dengue. Fortaleza, 2016.

Manifestagdes Faixa etaria Valor de
clinicas gerais 0 a2 anos 3al0anos 11 a 18 anos p?
Cefaleia
Ausente 7(53,8%) 5(38,5%) 1(7,7%) 0,039*
Presente 4(16%) 14(56%) 7(28%)
Dor Retro-oritaria
Ausente 10(35,7%) 14(50%) 4(14,3%) 0,128
Presente 1(10%) 5(50%) 4(40%)
Mialgia
Ausente 10(52,6%) 8(42,1%) 1(5,3%) 0,001*
Presente 1(5,3%) 11(57,9%) 7(36,8%)
Artralgia
Ausente 11(32,4%) 18(52,9%) 5(14,7%) 0,043*
Presente 0 2(40%) 3(60%)
Prostragéo
Ausente 2(25%) 3(37,5%) 3(37,5%) 0,467
Presente 9(30%) 16(53,3%) 5(16,7%)
Exantema
Ausente 8(29,6%) 13(48,1%) 6(22,2%) 0,932
Presente 3(27,3%) 6(54,5%) 2(18,2%)

@ Teste do Qui-quadrado. *p<0,05.

Em relacdo a sintomatologia com sinais de gravidade, ndo se identificou
alteracdes expressivas entre as diferentes faixas etarias. A excecdo foi observada na
distribuicdo da hipotensdo, que esteve mais presente no grupo de faixa etéria de 11-18
anos (100%). Tabela 12
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Tabela 12- Distribuicdo de manifestacfes graves por diferentes faixas etarias dos
pacientes com dengue. Fortaleza, 2016.

Manifestacdes Diagndstico
. Valor de p*
clinicas graves 0 a2 anos 3a10 anos 11 a 18 anos
Dispneia
Ausente 10(28,6%) 18(51,4%) 7(20%) 0,809
Presente 1(33,3%) 1(33,3%) 1(33,4%)
Dor Abdominal
Ausente 10(32,3%) 14(45,2%) 7(22,6%) 0,299
Presente 1(12,5%) 6(75%) 1(12,5%)
Hipotenséo
Ausente 11(29,7%) 20(54,1%) 6(16,2%) 0,034*
Presente 0 0 2(100%)
Sonoléncia
Ausente 8(24,2%) 19(57,6%) 6(18,2%) 0,161
Presente 3(50%) 1(16,7%) 2(33,3%)
Desidratacéo
Ausente 8(27,6%) 16(55,2%) 5(17,2%) 0,634
Presente 3(30%) 4(40%) 3(30%)

2 Teste do Qui-quadrado.*p<0,05.

Em relacdo as manifestacGes respiratorias, a rinorreia se mostrou mais frequente
na faixa etaria de 3-10 anos (77,8%). Tabela 13

Tabela 13- Distribuicdo de manifestacdes respiratorias por diferentes faixas etarias
dos pacientes com dengue. Fortaleza, 2016.

Manifestacgdes Diagndstico Valor de
clinicas respiratorias 0 a2 anos 3al0anos 11 a 18 anos p?
Rinorreia
Ausente 9(31%) 12(41,4%) 8(26,7%) 0,046*
Presente 2(22,2%) 7(77,8%) 0
Tosse
Ausente 8(28,6%) 12(42,9%) 8(28,6%) 0,052
Presente 3(30%) 7(70%) 0
Dispneia
Ausente 10(28,6%) 18(51,4%) 7(20%) 0,809
Presente 1(33,3%) 1(33,3%) 1(33,4%)
Odinofagia
Ausente 10(32,3%) 13(41,9%) 8(25,8%) 0,052
Presente 1(14,3%) 6(85,7%)

@ Teste do Qui-quadrado. *p<0,05.
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E quanto aos sintomas clinicos gastrointestinais ndo houve diferengas

significativa na distribui¢do desses, conforme demonstrado na tabela 15

Tabela 14- Distribuicdo de manifestacbes gastrointestinais por diferentes faixas
etarias dos pacientes com dengue. Fortaleza, 2016.

Manifestacgdes Diagndstico
o Valor de
clinicas 3a10anos 11 a 18 anos
) o 0 a2 anos p?
gastrointestinais
Nauseas
Ausente 10(31,2%) 14(43,8%) 8(25%) 0,103
Presente 1(16,7%) 5(83,3%) 0
Vomitos
Ausente 7(26,9%) 13(50%) 6(23,1%) 0,847
Presente 4(30,8%) 7(53,8%) 2(15,4%)
Diarreia
Ausente 7(23,3%) 17(56,7%) 6(20%) 0,405
Presente 4(44,4%) 3(33,3%) 2(22,2%)

@ Teste do Qui-quadrado. *p<0,05

Na interpretacdo dos resultados laboratoriais, o estudo constatou que o0s

resultados hemoglobina e hematdcrito mostraram significancia para valores abaixo dos

padrdes de normalidade para idade no grupo etério de 3 a 10 anos. Enquanto, na faixa

etaria de 0 a 2 anos foram evidenciados resultados acima do percentil normal para idade

(tabela 16).

Tabela 15 - Distribuicdo de exames hematologicos e bioquimicos de pacientes com

Dengue estratificados por faixa etaria. Fortaleza, 2016.

Exames Faixa etaria Valor de
0 a2 anos 3al0anos 11 a 18 anos p?
Hemoglobina
Baixo 3(20%) 10(66,7%) 2(13,3%)
Normal 1(8,3%) 6(50%) 5(41,7%) 0,019*
Alto 7(63,6%) 3(27,3%) 1(9,1%)
Hematocrito
Baixo 5(26,3%) 11(57,9%) 3(15,8%)
Normal 0 4(50%) 4(50%) 0,028*
Alto 6(54,5%) 4(36,4%) 1(9,1%)
Leucécitos
Baixo 3(25%) 5(41,7%) 4(33,3%)
Normal 6(30%) 11(55%) 3(15%) 0,816




Alto 2(33,3%) 3(50%) 1(16,7%)

Segmentados
Baixo 3(23,1%) 9(69,2%) 1(7,7%)
Normal 6(30%) 8(40%) 6(30%) 0,421
Alto 2(40%) 2(40%) 1(20%)

Linfdcitos
Baixo 2(20%) 5(50%) 3(30%)
Normal 5(35,7%) 6(42,9%) 3(21,4%) 0,829
Alto 4(28,6%) 8(57,1%) 2(14,3%)

Plaquetas
Baixo 9(27,3%) 17(51,5%) 7(21,2%)
Normal 2(66,7%) 0 1(33,3%) 0,132
Alto 0 2(100%) 0

AST (TGO)
Baixo 0 1(50%) 1(50%)
Normal 3(25%) 9(75%) 0 0,083
Alto 0 0 0

ALT (TGP)
Baixo 2(100%) 0 0
Normal 1(10%) 8(80%) 1(10%) 0,076
Alto 0 2(100%) 0

@ Teste do Qui-quadrado.

Gréfico 8- Distribuicdo de testes para identificacdo de infeccdo para dengue (N= 39)

*p<0,05.
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Grafico 9- Distribuicdo de testes de infeccdo secundaria para dengue (Elisa-1gG -

N=39).

69%

ON&o
mSim




60

Gréfico 10- Distribuicdo de sobreposicdo de testes de infeccdo priméria e secundaria
ara dengue.

OELISA NS1+1lgG Dengue

ORT-Dengue+ IgG
Dengue

OigM Dengue+ IgG
Dengue

B RT Dengue+ IgM
Dengue+ IgG Dengue

mmm)p Dados dos pacientes com Leptospirose

A sequéncia de tabelas e graficos abaixo demonstram que os individuos
positivos para leptospirose ndo apresentaram diferencas significativas na estratificacao
das variaveis analisadas.

Néo foi possivel avaliar a distribuicdo dos sintomas com sinais de gravidade, em
virtude da auséncia desse perfil de individuos na amostra.

Gréfico 11- Distribuicdo de pacientes com leptospirose por género. (N=4)
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Grafico 12- Distribuicdo de pacientes com leptospirose por faixa etaria. (N=4)
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Tabela 16- Distribuicdo de manifestacdes gerais por diferentes faixas etarias dos

pacientes com leptospirose. Fortaleza, 2016.
Manifestagdes clinicas Faixa etaria Valor
gerais 0 a2 anos 3al0anos 11 a 18 anos de p?
Cefaleia
Ausente 1(100%) 0 0 0,105
Presente 0 1(33,3%) 2(66,7%)
Dor Retro
Ausente 1(33,3%) 1(33,3%) 1(33,4%) 0,422
Presente 0 0 1(100%)
Mialgia
Ausente 1(33,3%) 1(33,3%) 1(33,4%) 0,422
Presente 0 0 1(100%)
Prostracéo
Ausente 0 0 2(100%) 0,063
Presente 1(50%) 1(50%) 0
Exantema
Ausente 1(50%) 1(50%) 0 0,063
Presente 0 0 2(100%)
@ Teste do Qui-quadrado. *p<0,05.

Tabela 17- Distribuicdo de manifestacdes respiratorias por diferentes faixas etarias dos
pacientes com leptospirose. Fortaleza, 2016.

Manifestacdes clinicas Diagnostico
o Valor de p*
respiratorias 0 a2 anos 3 allanos 11 a 18 anos
Rinorreia
Ausente 0 0 2(100%) 0,063
Presente 1(50%) 1(50%) 0
Tosse
Ausente 0 0 2(100%) 0,063
Presente 1(50%) 1(50%) 0
@ Teste do Qui-quadrado. *p<0,05.

Tabela 18- Distribuicdo de manifestacdes gastrointestinais por diferentes faixas etarias
dos pacientes com leptospirose. Fortaleza, 2016.

Manifestagdes Diagnostico

clinicas Valor de p*

gastrointestinais 0 a2 anos 3al0anos 11 a 18 anos

N&auseas
Ausente 1(33,3%) 1(33,3%) 1(33,4%) 0,422
Presente 0 0 1(100%)

VVémitos
Ausente 1(33,3%) 1(33,3%) 1(33,4%) 0,422
Presente 0 0 1(100%)

2 Teste do Qui-quadrado. *p<0,05.



Tabela 19- Distribuicdo de exames hematolégicos e bioquimicos de pacientes com

Leptospirose estratificados por faixa etéria. Fortaleza, 2016.

Exames Faixa etaria Valor de p*
0 a2 anos 3al0anos 11 a 18 anos P
Hemoglobina
Baixo 0 0 2(100%)
Normal 0 1(100%) 0 0,081
Alto 1(100%) 0 0
Hematdcrito
Baixo 1(33,3%) 0 2(66,7%)
Normal 0 1(100%) 0 0,105
Alto 1(25%) 1(25%) 2(50%)
Linfécitos
Baixo 0 1(50%) 1(50%)
Normal 1(100%) 0 0 0,148
Alto 1(33,3%) 1(33,3%) 1(33,4%)
Segmentados
Baixo 1(100%) 0 0
Normal 0 0 2(100%) 0,081
Alto 0 1(100%) 0
Plaquetas
Baixo 1(33,3%) 1(33,3%) 1(33,4%)
Normal 0 0 0 0,422
Alto 0 0 1(100%)

@ Teste do Qui-quadrado. *p<0,05.

mmmp Dados dos pacientes com Dengue-simile

Apos investigacdo especifica para dengue e leptospirose, 41 individuos
apresentaram diagnostico negativo para as patologias citadas e, foram incluidos em um
grupo denominado “Dengue-simile”.

Desse modo, esse subgrupo também foi estratificado segundo género (gréfico
13), faixa etéaria (grafico 14), manifestac6es clinicas e laboratoriais.

Gréfico 13- Distribuicdo de pacientes com Dengue-simile por género. (N=41)

39% OFeminino

O Masculino




63

Grafico 14- Distribuicdo de pacientes com Dengue-simile por faixa etaria. N=41

O0-2 anos
8 3-10 anos
@11-18 anos

Os pacientes com dengue simile ndo apresentaram diferencas significativas na
distribuicdo da maioria dos sintomas clinicos gerais, graves, respiratérios e
gastrintestinais, entre as faixas etarias pesquisadas. A excecdo foi com relagdo, ao
exantema e rinorréia que se mostraram mais frequente na faixa etaria de 0-2 anos com
53,8% e 60%, respectivamente; e menos frequente no grupo etario de 3-10 anos
(23,1%). Assim como, a desidratacdo, que apresentou resultados significativos nos
individuos de 3-10 anos (40%).

Quanto aos exames hematoldgicos e bioquimicos, entre as diferentes faixas
etarias de pacientes com Dengue-simile, vale ressaltar o resultado da analise dos
segmentados que mostrou uma frequéncia de valor acima do normal (50%) na faixa
etaria de 3 a 10 anos e abaixo do normal (61,5%) na faixa etaria de 0 a 2 anos.

Outra significancia encontrada ocorreu com a serie branca (linfécitos), no qual
mostrou uma frequéncia de valor normal significativamente maior (58,8%) na faixa
etaria de 3 a 10 anos e uma maior frequéncia de valores acima do normal na faixa etaria
de 0 a 2 anos (52,9%). Tabela 32.

Ao se correlacionar os exames laboratoriais de dengue e dengue simile nao
houve diferencas significativas entre os diferentes grupos etarios. No entanto, para o
exame AST (TGO) observou-se uma proporcao significativamente maior de valores
abaixo do normal (100%) e dentro da normalidade (75%) para os participantes com
Dengue, e maior proporcao de valores acima do normal (100%) para participantes com

Dengue-simile

mmmp Dados do paciente com Leishmaniose
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Né&o foi possivel realizar estudo comparativo de Leishmaniose com os outros
grupos, pois somente um participante positivou para o teste. Contudo, realizou-se a
analise do (a) participante.

Paciente, 4 anos, sexo feminino, natural e procedente de Fortaleza-CE.
Apresentava febre (5 dias), cefaleia, mialgia, prostacéo, rinorréia, vomitos e epistaxe. O
hemograma evidenciava anemia (Hto: 28,9% e Hba: 9,2mg/dl), leucopenia
(3.500/mm?) e plaquetopenia (88.000/mm? ); Ur: 20mg/dl ; Cr : 0,6mg/dl; Alb:
3,2mg/dl; AST: 15mg/dl ; ALT : 71mg/dl; K-39 positivo e PCR reagente para
Leishmania sp.
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6 DISCUSSAO

A dengue, a leptospirose e a leishmaniose sdo doencas febris, cosmopolitas,
reemergentes, que possuem elevada morbimortalidade, principalmente na infancia,
sendo consideradas importantes problemas de salde publica, sobretudo em paises em
desenvolvimento, onde uma importante parcela da populagdo vive em situacdo de
pobreza, sem ter acesso a condi¢cbes minimas de salde, educacdo e moradia (OPS/OMS,
2005; HEMUNGKORN, THISYAKORN, THISYAKORN, 2007, GUZMAN,
2010, GERRA, 2013; COSTA et al, 2015).

No Brasil, o trio de infeccBes é considerado endémico em todo territorio nacional,
principalmente na regido Nordeste, onde 0s registros percentuais no ano de 2015 foram
em torno de 18,1% (273.841 casos) para dengue; 9,3% (404 casos) para leptospirose e
55% (1805 casos) (BRASIL, 2015). Em Fortaleza, no periodo de janeiro a dezembro de
2015 e no primeiro trimestre de 2016, foram notificados, segundo a Secretaria
Municipal de Sadde, 21.810 casos suspeitos de dengue na faixa etaria pediatrica, sendo
confirmados laboratorialmente 4.805 casos, representando um percentual de 22% do
total de casos investigados (FORTALEZA/SMS/SIDAM 2016). A leishmaniose
apresentou 130 casos no municipio e a leptospirose, embora ndo possuisse dados
atualizados na SMS sobre o periodo de 2015, registrou 19 casos em 2014, equivalendo a
um percentual de 61% do nimero de individuos infectados no estado (CEARA, 2016).

Os resultados do presente estudo indicam que a dengue e a leptospirose guardam
entre si uma importante correspondéncia clinica, particularmente nos primeiros dias,
visto que diagndstico definitivo s6 foi possivel com a utilizacdo de exames especificos,
uma vez que inicialmente todos os pacientes tiveram suspeita clinica de dengue. Desse
modo, os dados confirmam estudos descritos por outros autores, como Larocque et al
(2005) em Bangladesh, Bruce et al (2005) em Porto Rico e Libraty et al (2007), na
Tailandia, que demonstraram a similaridade das manifestacdes entre as duas patologias,
assim como a importancia e necessidade do diagnostico precoce através de exames

laboratoriais especificos.
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Devido a utilizagdo precoce dos exames especificos, como imunocromatografia,
ELISA e PCR, tambeém foi possivel o diagndstico do caso de leishmaniose visceral nos
primeiros dias de doenga, porque, devido ao seu carater insidioso, a sintomatologia
habitual da doenca surge tardiamente, sendo a patologia considerada uma doenca febril
cronica (QUEIROZ; ALVES; CORREIA, 2004). Dessa forma, constatou-se que a
infeccdo apresenta manifestagcbes constitucionais na sua forma oligossintomatica,
conforme foi observado e descrito por BADARO et al, 1986, ou pode ndo apresentar
sintomas, como demonstrado por Monteiro et al (2013) em pacientes do HEMOCE de
Fortaleza (CE).

Apos a estratificacdo da populacdo, observou-se elevada incidéncia de pacientes
positivos para dengue (45%), concomitantemente a existéncia de um acentuado
percentual de subnotificacbes para patologias dengue-simile (49%). Pressupde-se que a
superestimacdo da dengue perante as outras sindromes febris foi decorrente do amplo
espectro clinico da doenca, que se apresenta com manifestacdes clinicas similares a
outras infecgdes; ao carater autolimitado de outras doengas comuns da infancia, que por
possuirem baixos indices de complicacdes frente a dengue ndo sdo investigadas quanto
ao agente etiologico (KLIEGMAN; BEHRMAN; JENSON; STANTON, 2005);
as influéncias meteorologicas (VIANA; IGNOTTI, 2013) e ao enfoque da midia
audiovisual durante o periodo da coleta ( DIARIO DO NORDESTE. fora, 2016;
G1.GLOBO.UOL,2015; OPOVO0.UOL,2015).

Essa similaridade entre a dengue, leptospirose e as outras infec¢bes febris agudas
(dengue-simile) na infancia foi comprovada ao se analisar as variaveis género, faixa
etaria e manifestacbes clinicas correlacionando-as com os subgrupos da populacdo
investigada, cujo resultados ndo apresentaram diferencas relevantes.

No caso da variavel de género pode-se supor que os resultados sejam decorrentes
da mudanca do perfil recreativo das criancas nos dias atuais, pois ndo ha grandes
disparidades quanto as atividades de lazer entre os diferentes géneros, possibilitando a
exposicdo para ambos, seja junto a &guas contaminadas, propiciando a leptospirose, seja
pela maior permanéncia em domicilio, em virtude da expansdo tecnoldgica (televiséo,
games, internet, etc.), favorecendo os vetores da dengue, que agem principalmente em
domicilio e peridomicilio.

Além da influéncia comportamental, o nosso estudo também estaria em

consonancia com 0s pesquisadores como Guerra-Silveira, Abad-Franch (2013), que
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afirmam que patologias como dengue e leptospirose estdo mais propensas a serem
contraidas pelo género masculino. Para validar essa afirmacdo os autores sintetizaram
82 artigos, com aproximadamente cinco milhdes de casos de doenga ou exposicao, e
concluiram que embora haja influéncia comportamental do género, esta desempenha um
papel secundario para o fendmeno, pois sdo as alteracfes fisiologicas (hormonais e
imunomoduladoras) que, provavelmente, modulam o risco de infeccdo para
determinadas doencas. Tal fato pode justificar a predominancia do sexo masculino em
nossos resultados, ainda que ndo tenha ocorrido uma diferenca expressiva entre 0s
géneros.

Em relacdo a faixa etéaria ndo se evidenciou disparidades pertinentes entre grupos
de doengas, demonstrando harmonia com a literatura, no que diz respeito a dengue
(GUZMAN, 2016) e diferem quanto a leptospirose anictérica, pois segundo Levett
(2001) ha uma predilecdo da doenga pelas criangas de maior faixa etaria. A divergéncia
em nossos achados pode estar associada ao local que ocorreu a pesquisa, pois 0S
Hospitais estavam localizados na periferia da cidade e possuiam uma alta prevaléncia de
atendimentos de individuos com precarias condicdes de moradia e saneamento basico,
favorecendo a transmissédo da leptospirose para todas as faixas etarias.

As manifestacdes clinicas foram avaliadas sob dois aspectos, incialmente de
forma isolada, em que se constatou por ordem decrescente de frequéncia, independe da
doenca, prostracdo (72%), cefaleia (60%), mialgia (34,8%), exantema (31,4%) e
vomitos (25%) e as menos prevalentes, hipotermia e sangramentos, ambas com
aproximadamente 1,1%. Posteriormente a sintomatologia foi agrupada em quatro
subgrupos, considerando o conceito de paciente suspeito de dengue, segundo a WHO,
20009:

A) Participantes com manifestacGes gerais: cefaleia, dor retro-orbitaria, mialgia,
artralgia, prostracao e exantema,

B) Participantes com manifestacfes clinicas graves: dor abdominal, hipotensao,
sonoléncia, desidratacdo, dispneia, vomitos persistentes;

C) Participantes com manifestacdes respiratdrias: rinorreia, tosse e dor de garganta;

D) Participantes com manifestacGes gastrointestinais: nauseas, vomitos e diarreia.

Vale enfatizar que alguns sintomas, como dispneia e vomitos, estavam presentes
em mais de um grupo, assim como a febre estava presente em 100% da amostra, pois

fazia parte dos critérios de incluséo.
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Os dados encontrados corroboraram os achados de Libraty et al. (2007), que
demonstraram o amplo espectro clinico da dengue, leptospirose e outras doengas febris
agudas indiferenciadas e de Phuong et al (2004) no Vietnd, que descreveu a frequéncia
das diversas manifestacdes clinicas da dengue na crianca.

Dessa maneira, nosso estudo ratifica que na infancia é habitual a constatacao de
manifestacdes respiratdrias e gastrointestinais no quadro clinico da doenga, sendo mais
frequente a presenca concomitante dos sintomas respiratérios. E que, a artralgia,
cefaleia, dor retro-orbitaria e mialgia, sintomas classicos da dengue, podem ndo ser
relatados pela possibilidade de serem interpretados somente como irritabilidade,
principalmente para as criancas de menor faixa etaria, sobretudo os lactentes (BRASIL,
2011)

Em relacdo aos dados laboratoriais, estes ndo apresentaram diferencas entre as
médias dos exames analisados, com excecdo da média de plaquetas, que se mostrou
significativamente menor no grupo de dengue quando comparado ao grupo de
leptospirose (p=0,048). Além disso, a média de plaquetas do grupo de dengue-simile
também foi significativamente menor do que a do grupo de leptospirose (p=0,028).
Quanto aos exames bioquimicos somente o exame AST (TGO) mostrou-se
significativamente maior no grupo dengue-simile em comparacdo ao grupo dengue
(p=0,018). Um paciente com PCR positivo para leptospira apresentou alteracfes renais
com elevacdo da ureia e creatinina acimas dos valores de referéncia, porém sem
necessidade de métodos dialiticos. A maior possibilidade de ocorréncia de
comprometimento renal na leptospirose pode ser justificada pela acdo nefrotoxica direta
da leptospira, ocasionando dano intersticial e tubular (DAHER,; ABREU; SILVA
JUNIOR, 2010).

Nesse contexto, os valores hematoldgicos e as dosagens séricas se apresentaram
dentro dos valores de normalidade ou pouco alteradas, estando de acordo com outros
autores que evidenciaram resultados similares, demonstrando que  nos casos
oligossintomaticos ou leves ndo ha alterac@es laboratoriais significativas, enquanto nos
pacientes mais enfermos, que possuem repercussdes hemodinamicas, as variacOes
tendem a ser relevantes, demonstrando a relacdo direta entre a gravidade da doenca e as
alteracdes encontradas no hemograma (séries vermelha, branca e plaquetaria) e nos
biomarcadores hepaticos e renais (GLUBER, 1998; HUNG, et al, 2004; SHAH;
KATIRA 2007).
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Ao se estratificar isoladamente o grupo de individuos positivos para dengue,
observou-se o predominio do sexo masculino (61,5%) em relagdo ao sexo feminino
(38,5%) e a faixa etéaria ndo apresentou heterogeneidades significativas entre os grupos
etarios. Houve uma maior frequéncia no grupo de 3-10 anos (51,3%) seguida do grupo
de 0-2 (28,2%) e, por fim, de 11-18 anos (20,5%). Os resultados obtidos estdo em
conformidade com a maioria dos autores que dizem ndo haver predilecdo de grupos
etarios na doenga, mas ndo observou a relacdo inversamente proporcional entre
gravidade e faixa etaria nos pacientes pediatricos, assim como maior prevaléncia de
complicac6es no sexo feminino (SHAH et al. 2004; CARRASCO et al, 2014).

Durante a analise das manifestagdes clinicas, observou-se uma maior prevaléncia
das manifestacGes gerais, destacando-se com maior frequéncia a cefaleia (56%) e a
mialgia (57,9%) no grupo de 3-10 anos e, com menor ocorréncia, a faixa etaria de 0-2
anos com 53,8% e 52,6% das manifestacdes anteriores. Outra manifestacdo geral que se
mostrou significativamente relevante foi a artralgia, sendo considerada mais prevalente
na faixa de 11-18 anos (52,9%) e, menos, no grupo de 3-10 anos (52,9%). Entre os
sintomas respiratérios, a rinorreia foi mais prevalente no grupo de 3-10 anos, com
77,8%, e, quanto aos sintomas gastrointestinais, todos apresentaram algum tipo de
manifestacdo, como nauseas, vomitos ou diarreia. Esses resultados somam-se aos outros
autores que demonstraram que na faixa etaria pediatrica, frequentemente, os sintomas
respiratorios e gastrointestinais estdo presentes, diferindo do quadro clinico classico do
adulto, conforme WHO (PHUONG et al, 2004)

A complicacdo mais evidenciada no presente estudo foi a dor abdominal (76%),
seguida de desidratacdo (40%) e sonoléncia (16,7%). A desidratacdo foi identificada
conforme o “método Dhaka” (WGO, 2012), no qual os critérios consistem na avaliacdao
do estado geral, do nivel de sede, da umidade das mucosas, da frequéncia cardiaca e
respiratoria, da turgidez da pele, do tempo de enchimento capilar e da auséncia da
diurese. Em relacdo as outras manifestacbes com sinais de alarme, dois participantes
maiores de 11 anos apresentaram hipotensdo e houve um registro de derrame pleural.
Logo, na populacdo analisada, a proporcdo de pacientes com necessidade de
hospitalizacdo ndo foi significativa quando comparada ao nimero de atendimentos, o
que reflete uma divergéncia das informacdes fornecidas pela Secretaria Municipal de
Fortaleza, em que o numero de internagdes pediatricas em decorréncia de dengue com

complicagbes aumentou nos Gltimos anos na cidade (CEARA, 2014). Esse pequeno
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namero de internacbes em nosso estudo, pode ter ocorrido pelo nosso pequeno ndmero
amostral analisado e/ou devido ao atendimento precoce na maioria dos casos (< 5 dias
de febre).

A andlise laboratorial inespecifica, nos participantes positivos para dengue, nao
revelou alteragdes significativas entre as faixas etarias. Com exce¢do do resultado de
hemoglobina e hematocrito na faixa etaria de 3 a 10 anos que mostraram uma
frequéncia, significativamente maior para o valor abaixo do normal, 66,7% e 57,9%,
respectivamente. Enquanto, para valores acima do normal a maior frequéncia ocorreu na
etaria de 0 a 2 anos, sendo de 63,6% para hemoglobina e 54,5%, para hematdcrito.
Deste modo, 0s nossos resultados sdo compativeis com a descricdo de dengue sem
complicagBes, em que o eritrograma nos casos leves ou oligossintomaticos da doenca,
usualmente, exibem valores adequados ou com pequenas alteragcdes para faixa etéaria,
conforme descrito por Oliveira et al (2012) e Khan et al. (2010). Entretanto, vale
sublinhar que a elevacdo dos valores do hematdcrito e hemoglobina, acima do percentil
para idade, nos participantes menores de 2 anos, sem outros achados, sugerem
hemoconcentracdo e indicam possiveis complicacbes da doenga, caso ndo seja
diagnosticado em tempo habil, em virtude do extravasamento plasmatico com evolucao
rapida para choque hipovolémico (KITTIGUL et al., 2007; TANNER et al., 2008;
POTTS et al., 2010).

Em relacdo as séries brancas e plaquetaria constatou-se que o leucograma tendeu a
uma leucopenia, ou uma leucocitose leve. Houve uma linfocitose na maioria das
amostras sanguineas; e na serie plaguetaria, a trombocitopenia, sem repercussao, foi um
achado comum.

Na analise bioquimica ndo se observou alteracdes significativas nos participantes,
mas em alguns participantes ocorreu uma diminuicdo dos valores da albumina sérica e
as dosagens de aminotransferase aspartato sérica (AST), aminotransferase alanina sérica
(ALT), ureia e creatinina ficaram discretamente alteradas, reafirmando os achados de
dengue sem complicacdes ja descritos por Gluber, (1998), Abe (2012) e Guzman et al
(2016). Porém, os resultados laboratoriais inespecificos podem se modificar, em curto
intervalo de tempo, devido ao carater dindmico da doenca. Nos casos com complicacdes
hd um aumento do hematocrito a partir de 20% do percentil anterior a doenca,

neutropenia relevante e trombocitopenia significativa. Os valores bioquimicos estdo
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acima dos padrdes de normalidade, podendo o doente evoluir com insuficiéncia hepética
ou renal (VERDEAL, 2011).

Um outro resultado associado a dengue com complicaces, se refere a deteccdo de
IgG-ELISA dengue, exame imunoenzimatico especifico, em amostras de participantes
no inicio da sintomatologia (MCBRIDE, 2009). O achado se baseia na teoria de
amplificacdo imunoldgica de Halstead (2000), em que um individuo que inicialmente
apresentou uma infeccdo por outro sorotipo possui anticorpos antivirais circulantes,
denominados anticorpos heterotipicos ou ndo neutralizantes, e, quando infectado por
sorotipo diferente do que foi anteriormente exposto, provoca uma neutralizacdo do
complexo antigeno-anticorpo das celulas do sistema mononuclear fagocitario em
decorréncia do reconhecimento do complexo pelos receptores dos macr6fagos. Dessa
forma, ha uma maior replicagéo viral, devido a maior facilidade de entrada dos virus nos
macrofagos por opsonizacdo; consequentemente, hd uma elevacdo da viremia,
resultando em aumento da producdo de citocinas e de proteases que provocam uma
resposta inflamatoria mais exacerbada, resultando em extravasamento plasmatico com
provavel repercussdo hemodinamica, pois os pacientes podem evoluir com choque
hipovolémico (GUZMAN et al. 2006; MALAVIGE et al., 2006; WICHMANN, 2004).

No presente estudo, houve uma divergéncia em relacdo a teoria sequencial ou
amplificacdo imunologica, pois se observou uma positividade para 1gG- ELISA para
dengue de aproximadamente 31%, com uma sobreposicdo de 30,7% (12 pacientes) da
fase aguda (ELISA NS1 e/ou RT-PCR-dengue e/ou IgM ELISA-dengue) com fase
tardia (1gG ELISA Dengue). Contudo, conforme descrito anteriormente, o percentual de
complicac6es foi insignificante.

Além da associacdo da presenca de Elisa 1gG-Dengue com probabilidade de
complicacbes, 0 exame sugere a manutencdo e a propagacdo da doenca em nosso meio.
Em nosso estudo constatou-se que criangcas cada vez mais jovens possuiam testes
imunoenzimatico positivo para fase tardia. Pode pressupor, que o elevado percentual de
Elisa 1gG positivo encontrado em nossos resultados seja decorrente do perfil da
populacdo analisada, pois todos os participantes viviam na periferia da cidade, muitos
vizinhos ou familiares estavam com suspeita da doenca e, nas proximidades de seus
domicilios, existiam muitos locais para desenvolvimento do agente etiologico.
Consequentemente, reafirma-se a interacdo de eventos relacionados a incidéncia e

prevaléncia para permanéncia da cidade como regido endémica.
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O teste imunocromatografico NS1Ag STRIP (Bio-Rad Laboratories®, Franga),
baseado na detec¢do da glicoproteina NS1, apresentou resultado negativo em todas as
amostras sanguineas utilizadas. Os dados encontrados ndo estavam em consonancia com
0S outros autores a respeito do tema, em virtude do elevado percentual negativo, pois,
de um modo geral, hd um consenso entre a maioria dos estudiosos sobre a elevada
sensibilidade e da especificidade dos testes imunocromatograficos, especialmente até o
terceiro dia da doenca (FRY, 2011; DUSSART, 2008; SILVA, 2011). Contudo, alguns
autores argumentam, entre eles, SILVA et al. (2011), que o teste NS1-dengue pode nédo
apresentar resultados fidedignos em pacientes com viremia muito baixa ou naqueles que
ndo estejam na primo-infeccdo e que tenham sido infectados pelo sorotipo DENV-2,
pois nesses individuos ha uma redugdo na sensibilidade dos kits NS1, em decorréncia da
existéncia prévia de anticorpos IgG, na qual estes se ligariam ao antigeno, originando
um resultado ndo reagente. Presume-se, entdo, que a totalidade do percentual de valores
ndo reagentes no nosso estudo seja decorrente de varias razdes, como a baixa viremia, a
exposicdo prévia ao virus, a possibilidade da predominéncia da circulagdo do DENV 2
em Fortaleza no periodo da coleta do estudo e, por fim, o transporte e/ou
armazenamento inadequado das amostras durante os testes.

Vale ressaltar que, embora o presente estudo seja divergente da maioria dos
autores quanto a sensibilidade do teste NS1, ele estd em conformidade com o0s outros
resultados encontrados no municipio de Fortaleza no ano de 2015, evidenciando uma
baixa positividade do método NS1-dengue. Nesse periodo, segundo a Secretaria
Municipal de Saude de Fortaleza (2016), 372 pacientes foram confirmados
laboratorialmente para dengue, e destes 305 eram IgM reagentes, 6 tiveram resultado
NS1 positivo, 2 tiveram identificacdo direta através do isolamento viral e 6
apresentaram com RT-PCR positivo (FORTALEZA

Os testes ELISA-NS1 e ELISA IgM apresentaram resultados com baixa
positividade, ambos com 2,56%. Acredita-se que o reduzido percentual tenha ocorrido
principalmente em decorréncia do elevado nimero de participantes com periodo febril
inferior a 5 dias, visto que os titulos de anticorpos IgM circulantes sé estardo presentes a
partir daquele periodo (KAO et al, 2005; SILVA, 2011).

Quando se comparou os dados dos métodos imunenzimaticos aos métodos
moleculares, observou-se uma predominancia significativa do método RT-PCR, com

um percentual de 92,3% (36 participantes), ratificando a literatura vigente sobre a
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maior sensibilidade dos métodos moleculares frente aos soroldgicos nos primeiros dias
de infeccdo (GUZMAN, 2016).

O método RT-PCR, nos dias atuais, vem se sobressaindo em relacdo aos outros
métodos viroldgicos, devido sua a capacidade de amplificar material genético até
mesmo quando o virus estd inativado. Além, da possibilidade de realizar leituras
genéticas apds o armazenamento das amostras em temperaturas ideais (-80°C) depois de
vérios dias da coleta, enquanto o isolamento viral exige virus viavel (SHU; HUANG,
2004). Além disso, como o virus dengue ndo possui um bom crescimento in vitro, ha
necessidade de inoculacdo dele no mosquito, deixando o método do isolamento com
varias desvantagens, como a necessidade de um criadouro de insetos para inoculacéo, o
risco de infeccdo laboratorial e tratar-se de uma técnica bastante laboriosa (SAMUEL;
TYAGI, 2006).

Concomitantemente aos testes para confirmacdo do caso de dengue, foram
realizados nas amostras sanguineas selecionadas teste para confirmacdo de caso de
Leptospirose, para deteccdo da Leptospira sp pelo método de PCR convencional. Apos
0 resultado positivo, a amostra da populacdo foi estratificada considerando o sexo, a
idade e manifestacdes clinicas.

Durante a avaliacdo do género observou-se maior propor¢do de individuos do
sexo masculino (75%), demonstrando harmonia com maioria dos autores que afirmam
uma predominancia do sexo masculino, em virtude da maior exposicdo a fluidos
contaminados, devido as atividades ocupacionais e de lazer (COSTA et al., 2001;
FIGUEIREDO, et al., 2001; KARI, et al., 2001, PAPLOSKI, 2013). Contudo,
divergem dos dados obtidos por Larocque (2005) em Bangladesh, o qual tambem
utilizou uma populacédo infantil, e evidenciou uma equivaléncia entre 0s géneros.

Ao se analisar 0s grupos etarios, observou-se que os individuos PCR- Leptospira
reagentes apresentaram uma variacdo de 2 a 18 anos, com média de 9 anos, sendo que 0
maior percentual na faixa etaria de 11 a 18 anos (50%). Os resultados sdo similares aos
obtidos por Libraty et al. (2007) na Tailandia, nos quais se observou uma variacdo de 4
a 14 anos, com idade média de 10 anos para 0s pacientes acometidos, assim como aos
resultados de outros pesquisadores que relatam uma a maior frequéncia sobre a faixa
etaria de 11-18 anos (ABELA-RIDDER, SIKKEMA; HARTSKEERL, 2010). Portanto,
a presenca da faixa etaria semelhante em vérios estudos corrobora que as atividades de

lazer proporcionam uma maior suscetibilidade a exposicao ao patdgeno.
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Quanto ao quadro clinico, os participantes apresentaram manifestacGes gerais
similares a dengue, como cefaleia (75%), exantema (50%), dor retro-orbitaria (25%) e
mialgia (25%). Em relacdo as manifestacdes respiratorias, dois pacientes do grupo 11-
18 apresentaram rinorreia e quanto aos sintomas gastrointestinais, nauseas e vomitos
foram os mais prevalentes, ambos com 25%. N&o houve manifestacbes com
complicacBes, apesar de a leptospirose possuir, como agente etiolégico, bactérias
(espiroquetas), que necessitam de antibioticoterapia para resolucao clinica. Dessa forma,
nossos resultados reafirmaram a citacdo de alguns pesquisadores que evidenciaram que
a maioria das infeccbes ocorre sem sinais de gravidade e somente de 10-15% dos
pacientes evoluem para a forma grave da doenca ou Sindrome de Weil (ictericia,
disfuncdo renal e fendmenos hemorragicos, principalmente hemorragia pulmonar)
(TULLU, KARANDE,2009; CASSADOU, et al, 2016), mesmo sem tratamento
medicamentoso. Segundo Mcbride et al. (2005), os principais fatores envolvidos na
severidade da doenca estdo relacionados com a cepa, a idade e a resposta imune do
hospedeiro. Sdo exemplos dessa afirmacéo estudos realizados na Tailandia e Brasil,
onde os primeiros observaram que sorovares dos subgrupos Autumnalis e Andamana
produziam um quadro clinico brando nos pacientes infectados (LIBRATY, 2007).
Enquanto no Brasil, cepas dos sorogrupos Icterhemorrhagiae e Copenhangeni,
produziam uma sintomatologia mais exuberante, com disfuncao de érgéo e/ou sistemas,
na qual aproximadamente “70 % apresentou ictericia, 56% insuficiéncia renal, 65%
trombocitopenia, 23% meningite, 11,6% de fendmenos hemorragicos, principalmente
pulmonares, e um paciente foi a 6bito por insuficiéncia respiratoria” (MAROTTO et al.,
1997). Assim como em outros grupos de pesquisadores que associaram a infeccao grave
aos sorogrupos Canicola, Grippotyphosa e Sejroe (DUPONT, 1997). Confirmando-se
que a variabilidade de apresentacfes clinicas esta vinculada a espécie e a viruléncia do
sorovar envolvido (LEVETT, 2001; EVANGELISTA; COBURN, 2010; KO,
GOARANT, PICCRDEAU, 2009).

Um outro fator que influencia a gravidade da leptospirose ¢ a faixa etaria. Em um
estudo realizado no estado brasileiro da Bahia, que avaliava a influéncia no risco de
infeccdo e progressdo clinica da leptospirose, o pesquisador realizou um comparativo
com outros estudos, demonstrando que na faixa pediatrica, ocorria um padrdo diferente
ao visualizado na dengue, ou seja, 0 grau de gravidade era menor, e na maioria dos

casos tratava-se de infec¢des subclinicas (PAPLOSKI, 2013).
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Consequentemente, pressupde-se que a populacdo avaliada ndo tenha apresentado
sinais de complica¢Bes devido baixa viruléncia dos sorovorares e/ou faixa etaria
acometida. Vale enfatizar, ainda, que em nosso meio ha a utilizacdo indiscriminada de
antibioticoterapia, na maioria das vezes sem prescricdo médica, mesmo sem diagndstico
definido, durante a evolucdo da doenca. Com essa agdo a doenca poderia ter sido
atenuada, diminuindo as possibilidades de complicagdes.

No grupo denominado dengue-simile, os resultados obtidos foram muito
similares aos casos definidos como dengue. As variaveis de género e faixa etaria nao
apresentaram alteragdes significativas. As principais manifestacbes foram as
manifestacdes gerais. N&o houve diferencas entre as médias da maioria dos exames
analisados entre os diferentes grupos de faixas etarias de pacientes com dengue-simile,
com excecdo da média da série branca quanto aos segmentados e referente as medias de
ureia que foi significativamente maior no grupo de faixa etaria de 3-10 anos (p=0,010)
quando comparado ao grupo de 0-2 anos, e a medida de linfocitos que foi
significativamente maior no grupo de 0-2 anos quando comparado ao grupo de 3-10
anos.

Ainda que, exista uma grande variabilidade de doencas nesse grupo, merecem
destaque as infecgdes virais Chikungunya, Zika, Mayaro, Oropouche, Hantavirus, pois
possuem elevada correspondéncia clinica-epidemioldgica e laboratorial com a dengue e
no periodo da coleta das amostras a midia nacional noticiava surtos isolados em estados
vizinhos. Todavia, em nossa cidade essa confirmacdo somente aconteceu algum tempo
depois.

Nesse contexto, ha possibilidades que as mesmas nao tenham sido diagnosticadas
por fata de Kits especificos, pois em muitos resultados laboratoriais desse grupo
observou-se elevacdo do hematocrito e da hemoglobina, reducdo dos segmentados e
elevacdo dos linfocitos, assim como diminui¢do no nimero de plaquetas.

O surgimento e elevacdo rapida do nimero de casos outras arboviroses, nos dias
atuais, esta se tornando um novo desafio para saude publica, pois gera elevado impacto
econdmico a regido devido ao afastamento das atividades laborais durante a fase aguda
ou possiveis sequelas resultantes da infecgdo. A propagacdo dessas doencas, também se
deve ao desmatamento do habitat natural dos reservatdrios, crescimento urbano
desordenado, saneamento béasico de baixa qualidade e globalizacdo do turismo.
(MACKENZIE, WILLIAMS, 2009).
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N&o foi possivel realizar comparacGes entre o0s participantes de dengue,
leptospirose com leishmaniose, em virtude de um dnico resultado com PCR leishmania
positivo. Todavia, devido ao nimero amostral reduzido, o resultado tornou-se relevante
porque se tratava de um participante nos primeiros dias de doenca (fase aguda) que nao
possuia as caracteristicas clinicas classicas da doenca (WHO, 2014).

Nesse individuo as principais manifestacdes observadas foram febre moderada,
prostracdo e alteragOes gastrointestinais. Os dados laboratoriais sugeriam um padrédo
tipico da doenca, pois apresentava uma pancitopenia, porém ndo havia aumento das
transaminases e/ou elevacdo das escorias nitrogenadas (RAMOS, 2013). Assim, em
virtude do sinal indireto do hemograma, foi realizado o K-39, onde o participante
apresentou resultado positivo para Leishmaniose.

Finalmente e importante sublinhar, que durante a pesquisa, um dos participantes
que inicialmente havia sido admitido com o diagndstico de dengue com sinais de
alarme, apresentou resultado positivo para doenca meningococica apés a realizacdo de
puncdo lombar para estudo do liquido cefalorraquidiano (LCR).

A doenca meningocdcica pode variar desde um quadro inespecifico até doenca
letal, sendo uma das principais causas infecciosas de mortalidade na infancia
(SABATINI et al, 2012). Dessa forma, considerando a gravidade da doenca, observa-se
que o tratamento medicamentoso poderia ter sido instituido de forma precoce caso 0s
métodos moleculares estivessem mais acessiveis as unidades publicas de saude, pois,
quando patologias se manifestam de forma atipica, como no caso em questdo da
menigococcemia, a elucidacao diagnostica necessita de exames complementares.

No que se refere as limitagcbes do estudo, é importante destacar que, a
sintomatologia (artralgia, mialgia e cefaleia) descrita para a faixa etaria de 0-2 anos
foram registros relatados pelos responsaveis dos participantes, podendo ter ocorrido
uma super ou subestimacdo das manifestacdes. O percentual de hospitalizacdes foi
influenciado pelos critérios de inclusdo e exclusdo, pois devido ao desenho estipulado
para 0 mesmo, 0S pacientes com comorbidades ndo participariam da amostra da
populacdo. Podendo ter sido esse evento o responsavel pelos resultados divergentes do
nosso estudo em relacdo aos dados fornecidos pelo municipio. Quanto ao nimero de
internac6es, e 0 baixo nimero de participantes positivos para leishmaniose visceral na

populacdo analisada, impossibilitando a correlacdo das variaveis.
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7 CONCLUSOES

Em suma constatou-se que a Sindrome febril aguda na infancia continua sendo um
desafio para os profissionais da salde, em virtude da similaridade clinica presente nas
diversas patologias desse grupo, principalmente nos primeiros dias de doengca. Soma-se
ao quadro a dificuldade de se estabelecer sintomas bem definidos em criangas,
sobretudo nos lactentes. Consequentemente, a realizacdo de exames laboratoriais
especificos e sensiveis na fase precoce se tornam essenciais a fim de se evitar as formas
sintométicas graves e, consequentemente, minimizar as taxas de letalidade da regia.
Pois, identificando o agente etioldgico, serd possivel a elaboracdo e a instituicdo de
estratégias de saude com a perspectiva de reduzir a incidéncia da infeccéo.

A dengue continua sendo uma patologia frequente ao se observar as doencas
febris aguda infancia, contudo ha uma superestimacdo da doenca frente as outras
infeccdes febris da infancia, especialmente em regides endémicas, quando se considera
somente o diagndstico clinico- epidemiolégico.

A leptospirose raramente € lembrada pelos profissionais de saude durante a
investigacdo da sindrome febril aguda na infancia, apesar da grande correspondéncia
clinica epidemioldgica com outras patologias do grupo.

A leishmaniose, em sua fase oligossintomatica, pode apresentar algumas
manifestacdes similares a doencas febris agudas, como a dengue e a leptospirose, e a
investigacdo laboratorial para essa patologia & benéfica, principalmente em regibes
endémicas, pois se trata de uma zoonose grave que pode ser letal se ndo for

adequadamente tratada.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO (TCLE)
(12 via do pesquisador, 22 via do paciente)

Vocé e seu filho (a) estdo sendo convidados (as), como voluntarios (as), a
participar da  pesquisa “AVALIACAO CLINICA-EPIDEMIOLOGICA E
CARACTERIZAC;AO ETIOLOGICA DE PACIENTES COM SINDROME FEBRIL
AGUDA”. Essa pesquisa tem como objetivo identificar o0 microorganismo responsavel
pela doenca dele (a). Sabe-se que um grande nimero dos atendimentos pediatricos é
devido a febre, entretanto na sua maioria ndo é possivel a identificacdo do agente
responsavel apenas com a realizacdo do exame fisico cuidadoso, necessitando de
exames complementares, como no caso da coleta de sangue. Acreditamos que a
pesquisa ajudaré a entender algumas sindromes febris comuns a faixa etaria pediatrica.

Caso concorde em deixa-lo (a) participar do estudo, vocé necessitara assinar este
papel e responder a um pequeno questionario em forma de entrevista, de
aproximadamente dez minutos, realizado pelo proprio pesquisador ou membro da
equipe. Em seguida, o pesquisador ira olhar o prontuério de sua crianca para observar a
evolucdo da doenca. Sera necessario, também, coletar, em duas ocasides, 0 sangue de
seu filho (a). A primeira coleta ocorrera no primeiro dia do nosso encontro, e a segunda
apos cinco dias, contando da data da primeira coleta.

O exame de sangue, realizado por profissionais do préprio hospital, que possuem
experiéncia com o procedimento, dura no maximo 30 segundos e consiste na retirada de
cinco ml de amostra de sangue. Geralmente, ocorre um pequeno desconforto na picada
da agulha e, em alguns casos, podera ocorrer a formacdo de um pequeno hematoma
(mancha roxa) no local de onde foi retirado o sangue. Utilizaremos todas as técnicas de
seguranca para que isso ndo aconteca. Nesse dia ainda, se possivel, sera necessaria a
realizacdo de ecocardiograma transtoracico, exame semelhante ao ultrassom da barriga,
contudo no coragdo, que tem a finalidade de avaliar se o 6rgdo estd sofrendo com a
doenca.

As amostras de sangue serdo enviadas para os laboratorios: Infantil Albert
Sabin, Centro de Assisténcia Lucia de Fatima R. G. S4, Universidade de Fortaleza
(UNIFOR) ou Laboratério Central de Salde Publica do Ceara (LACEN) para
investigacGes de doencas infecciosas como dengue, sarampo, rubéola, mononucleose,
hantavirus leptospirose e calazar. Os resultados dos exames lhe serdo comunicados
assim que possivel. As amostras de sangue serdo utilizadas apenas para esta pesquisa.

Dentre as doencas febris pesquisadas, estd a investigacdo para o Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV). Caso vocé concorde, essa doenca também estara
inclusa na investigacéo de seu filho (a).
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A identidade do seu filho (a) seré preservada e os resultados dos exames estaréo
a sua disposicdo em qualquer periodo da pesquisa. O nome de seu filho ou o material
que indique sua participacdo nao sera divulgado sem a sua permissao. Os resultados dos
exames e do questionario utilizados na pesquisa ficardo arquivados com o pesquisador
responsavel por um periodo de 5 anos e, ap6s esse tempo, serdo destruidos. Durante a
pesquisa, pode ser necessario que alguns dados do prontuario sejam coletados
.Consequentemente é necessario que VOCé autorize essa pesquisa no prontuario dele (a).

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo uma
arquivada pelo pesquisador responsavel e a outra entregue a vocé.

Antes de assinar, vocé sera esclarecido (a) sobre o estudo em qualquer aspecto
que desejar e estara livre para recusar-se a participar. Ndo ha obrigatoriedade. Se vocé
decidir que seu filho (a) ndo deve participar, o tratamento e o seguimento nessa unidade
ndo serdo prejudicados.

Vocé e nem seu filho (a) receberdo nenhuma forma de pagamento pela
participacdo neste estudo e ndo terdo nenhum gasto decorrente dele, contudo, se,
excepcionalmente, houver necessidade de retorno em outro momento para realizar
algum procedimento para conclusdo deste estudo, o pesquisador se responsabilizara
pelos gastos adicionais. Vocé sera ressarcido por todas as despesas que venha a ter com
a participacdo nesta pesquisa, bem como seré indenizado por qualquer dano que venha a
sofrer com a participagdo no estudo.

Se, em qualquer momento da pesquisa, voceé tiver alguma duvida que ainda ndo
tenha sido esclarecida ou entender que a pesquisa ndo esta sendo realizada da forma
como imaginou ou que esta sendo prejudicado de alguma forma, favor entrar em contato
com a Dra. Sdnia Maria Cavalcante da Rocha, pediatra do Hospital Infantil Albert Sabin
e do Centro de Assisténcia Lucia de Fatima R.G S4, pelos telefones (85) 3101- 4293/
3225-2212, ou com as pessoas do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Infantil
Albert Sabin pelo telefone (85) 3101-4212. Eles tentardo lhe ajudar.

Rubrica Participante Pesquisa Rubrica
Pesquisador

Eu, , portador do
documento de identidade , responsavel legal pelo menor
, portador de

documento , fui informado (a) dos objetivos do

estudo “AVALIACAO CLINICA-EPIDEMIOLOGICA E CARACTERIZAGAO
ETIOLOGICA DE PACIENTES COM SINDROME FEBRIL AGUDA” de maneira
clara e detalhada e esclareci minhas duvidas. Sei que, a qualquer momento, poderei
solicitar novas informagdes e modificar minha decisdo de participar se assim o desejar.
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Declaro que concordo com a participacdo do (a) meu (minha) filho (a) no
estudo. Estou ciente de quais sdo 0s propésitos de coletar o sangue e dos procedimentos
a serem realizados, da garantia de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes.
Ficou claro também que a participacdo do meu filho (a) possui riscos minimos e € isenta
de beneficios diretos de qualquer ordem. Recebi uma via deste termo de assentimento e
me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas duvidas. Reconheco a
participacdo voluntéria.

Sobre a coleta de dados no prontuério:

( ) Autorizo coletar no prontuério alguns dados da doenca do meu filho (a).

Sobre a coleta de sangue para HIV: ( ) Néo autorizo a doagdo de sangue para o
exame acima descrito. ( ) Concordo voluntariamente em doar o sangue do meu filho (a)
para 0 exame descrito acima e autorizo que este servico entre em contato comigo, caso
seja necessario.

Fortaleza, _ /[

Nome do paciente:

Responsavel legal do paciente:

Assinatura do responsavel legal:

Telefones para contato:

Testemunha:

Pesquisador:

Telefones para contato:

OBSERVACOES:

1- Em caso de duvidas com respeito aos aspectos éticos deste estudo, vocé
podera consultar: Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Infantil Albert Sabin — CEP
HIAS. Fone: (85) 3101- 4212. Endereco: Rua Tertuliano Sales, 544. Fortaleza-CE.
CEP: 60.410-790. E-mail: centrodeestudos@hias.ce.gov.br; de segunda-feira a sexta-
feira, das 8h as 12h e de 13h as 17h. Esse comité é integrado por um grupo de pessoas
que trabalham para garantir que seus direitos como participante de pesquisa sejam
respeitados. Ele tem a obrigacdo de avaliar se a pesquisa foi planejada e se esta sendo
executada de forma ética.

2- Esse TCLE foi elaborado respeitando as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos (Resolucdo CNS 466/12),
ora vigentes no Brasil.

3- Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo uma
arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra entregue a voce.
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APENDICE B

TERMO DE ASSENTIMENTO
(13-17 anos)
(12 via do pesquisador, 22 via do paciente)

Vocé esta sendo convidado (a) como voluntario (a) a participar da pesquisa
“AVALIACAO CLINICA-EPIDEMIOLOGICA E CARACTERIZACAO
ETIOLOGICA DE PACIENTES COM SINDROME FEBRIL AGUDA”. Essa pesquisa
tem como objetivo identificar o microorganismo responsavel pela sua doenca. Sabe-se
que um grande nimero dos atendimentos pediatricos é devido a febre, entretanto na sua
maioria ndo € possivel a identificacdo do agente responsavel apenas com a realizacdo do
exame fisico cuidadoso, necessitando de exames complementares, como no caso da
coleta de sangue. Acreditamos que a pesquisa ajudara a entender algumas doencas
comuns da sua idade.

Para este estudo, adotaremos um pequeno questionario em forma de entrevista,
de aproximadamente dez minutos, realizado pelo préprio pesquisador ou membro da
equipe, seguida da coleta de sangue que vai durar no maximo 30 segundos em duas
ocasides. A primeira coleta ocorrerd no primeiro dia do nosso encontro, e a segunda
apos cinco dias, contando da data da primeira coleta. O exame de sangue consiste na
retirada de 5ml de amostra, realizado por profissionais do préprio hospital, que possuem
experiéncia com o procedimento. Havera um certo incbmodo com a picada da agulha,
e, em alguns casos podera ocorrer formacdo de um pequeno hematoma (mancha roxa)
no local de onde foi retirado o sangue. Contudo, utilizaremos todas as técnicas de
seguranca para que isso ndo aconteca. Nesse dia ainda, se possivel, sera necessaria a
realizacdo de ecocardiograma transtoracico, exame semelhante ao ultrassom abdominal,
mas que € realizado no coracdo, para avaliar se 0 6rgdo nao esta sofrendo com a doenca.

As amostras de sangue serdo enviadas para os laboratdrios: Infantil Albert Sabin,
Centro de Assisténcia Lucia de Fatima R. G. Sa, Universidade de Fortaleza (UNIFOR)
e Laboratdrio Central de Saude Publica do Ceara (LACEN), e os resultados dos exames
Ihe serdo comunicados assim que possivel. As amostras de sangue serdo utilizadas
apenas para esta pesquisa.

Para participar deste estudo, o responsavel por vocé devera autorizar e assinar
um termo de consentimento. Vocé ndo tera nenhum gasto, nem recebera qualquer
vantagem financeira. VVocé sera esclarecido (a) em qualquer aspecto que desejar e estara
livre para participar ou recusar-se. O responsavel por vocé podera retirar o
consentimento ou interromper a sua participacdo a qualquer momento. A sua
participacdo é voluntéria e a recusa em participar ndo acarretard qualquer penalidade ou
modifica¢do na forma como ¢é atendido (a) pelo pesquisador. Ele também ira tratar a sua
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identidade com padrdes profissionais de sigilo (segredo). Vocé nao seré identificado em
nenhuma publicacdo. Este estudo apresenta risco minimo, isto €, risco semelhante ao
de atividades rotineiras como conversar, tomar banho, ler etc. mesmo assim, vocé tem
assegurado o direito a ressarcimento ou indenizagdo no caso de quaisquer danos
eventualmente produzidos pela pesquisa.

Os resultados estardo a sua disposicdo quando o trabalho for finalizado. Seu
nome ou o material que indique sua participacdo ndo sera liberado sem a permissao do
seu responsavel. Os dados e instrumentos utilizados na pesquisa ficardo arquivados com
0 pesquisador responsavel por um periodo de 5 anos e, ap0s esse tempo, serdo
destruidos. Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo uma
cbpia arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra fornecida a vocé.

Eu, , portador (a)
do documento de identidade (se j& tiver documento), fui
informado (a) dos objetivos do presente estudo de maneira clara e detalhada e esclareci
minhas ddvidas. Sei que, a qualquer momento, poderei solicitar novas informacdes e o
meu responsavel poderd modificar a decisdo de participar se assim o desejar. Tendo o
consentimento do meu responsavel ja assinado, declaro que concordo em participar
deste estudo. Recebi uma coépia deste termo de assentimento e me foi dada a
oportunidade de ler e esclarecer as minhas davidas.

Fortaleza, de de 20

Assinatura do (a) menor

Assinatura do (a) pesquisador(a)

Em caso de dividas com respeito aos aspectos eticos deste estudo, vocé podera
consultar:

CEP- Comité de Etica em Pesquisa - HIAS

Hospital Infantil Albert Sabin. Fortaleza (CE) - CEP: 60.410-790

Fone: (85) 3101-4200

Pesquisador (a) Responsavel: Sénia Maria Cavalcante da Rocha

Endereco: Rua Tertuliano Sales, 544

Vila Unido — Fortaleza-CE - CEP: 60.410-790

Fone: (85) 3101-4212 / E-mail: centrodeestudos@hias.ce.gov.br.
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APENDICE C

QUESTIONARIO

Projeto Sindrome Febril
Datadaconsulta___ /___/ NUmero /
MEDICO: Dr. (a)

Ficha de Avaliagdo Inicial (1° ao 5 2 dia de febre)

Nome: Idade: Sexo:

Enderego: Bairro Cidade/Estado: Telefone:

Escolaridade:
Bl. Nao estuda @ Ed infantil @ Ed Fundamental @ Ensino Médio @ Curso técnico @ Supletivo

Critérios de inclusao:

| Febre maior de 24 horas e menor de 10 dias Data inicio da febre: /
Minimo de 2 dos critérios abaixo :
Cefaleia inicio: / Artralgias inicio: / Mialgias inicio:
/
Dor retroorbitaria inicio: / Exantema inicio: /

Critérios de exclusdo:

Manifestaces clinicas superiores a 10dias @. N&o possuir vinculos clinico-epidemiol6gico

@. Possuir comorbidades (cardiopatias prévias, diabetes Mellitus, hemoglobinopatias,
outras )

. Ndo concordou

Emergéncia Observacao @. Internado Data do
Internamento /

Antecedentes:

Vacinado contra Febre amarela: @. Ndo @. Sim (H& quantos anos?): B. Ndo sabe
informar

Dengue anteriormente? @. Sim@ Ndo Data: ~ /  /

Familiares/vizinhos com sintomas semelhantes @ Contato com ratos/enxurradas

Viagem Gltimos 30 dias Local: Periodo:

Uso de medicamentos (AINE , Anti-agregantes Anticoagulantes, Anti-hipertensivos)

Prova do lago [. Positiva B. Negativa (. N&o realizada
PA posigéo ortostatica / mmHg  PA decubito dorsal / mmmHg

Sinais de alarme: &. Sim &. Ndo Sinais de chogue: &. Sim E. Nao
Complicacfes:
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Neurolégicas @ Cardiacas @ Pulmonares @ Hepaticas [ Renais B Hematoldgicas (&
Plaguetopenia @ Hemorragias @ Leucopenia) @ Outras:

Manifestacdes clinicas Data do surgimento | Data do desaparecimento Dias totais

Cefaleia

Dor retroorbitéaria

Mialgias

Artralgias

Prostracéo

Exantema

Rinorréia

Odinofagia

Tosse

Dispnéia

Derrame pleural

Nauseas

VoOmitos

Diarréia

Desidratacdo

Edema

Ascite

Ictericia

Prurido

Meningismo

Precordialgia

Gengivorragia

Epistaxe

Equimoses

Petéquias

Hematdria

Hematémese

Melena

Dor abdominal intensa

Oliglria

Hipotensdo

Hemorragia importante

Sonoléncia/irritabilidade

Hepatomegalia dolorosa

Hipotermia

PA convergente
(Diferencial < 20mmHg)

Pulso rapido e fino

Extremidades frias/cianose

TEC > 2 seg

Exames laboratoriais Data da Coleta Data da Coleta

Hb (g/dL)

Ht (%)

Leucécitos

Bastdes (%)

Seg (%)

Linfo (%)

Plag (x103)

TGO / TGP

Uréia / Creatinina

Albumina

CPK
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Troponina | |

Exames Radiol6gicos Data Data

RX de térax

US de Abdome

Ecocardiograma (FE %)

Informacdes adicionais:

Ficha de Avaliagdo Subsequente (6° ao 15° dia)

Controle:
e Data inicio da febre: / (D= )
e Datainicio da avaliacdo inicial: __ /
e Datal®coleta:__ /  (Sediferente da data anterior)
e Data2coleta:  /  (Sediferente da data de hoje)

Manifestacgdes clinicas adicionais (N&o presentes na avaliacéo inicial):
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