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RESUMO

Durante a segunda metade do século XX a dengue se propagou através das regides tropicais e
subtropicais do planeta, ameacando a salde de 1/3 da populacdo mundial. Atualmente a
doenca causa cerca de 50 a 100 milhdes de casos por ano, incluindo-se mais de 500 mil casos
notificados de dengue hemorragico (FHD) e sindrome do choque do dengue (SCD), formas
graves da doenca. Na América Latina, ao contrario da Asia, a forma grave é mais prevalente
em adultos, apesar de estudos recentes mostrarem que estad ocorrendo um deslocamento da
gravidade para faixas etérias mais jovens, principalmente em menores de 15 anos. Nesse
estudo foram investigadas amostras de sangue de criancas na faixa etaria de 0 a 10 anos, nas
quais se estabeleceu através da técnica de RT-PCR os sorotipos virais infectantes circulantes
no espaco urbano de Manaus/AM durante o ano de 2008 com o intuito de apresentar aspectos
epidemioldgicos da ocorréncia do virus na infancia. Das 94 criancas da casuistica, dezesseis
(17,0%) foram positivas para dengue e 0 DENV-3 foi o Unico sorotipo viral identificado. Nao
foi encontrada associagéo estatisticamente significante do resultado da RT-PCR em relacdo ao
sexo (p=0,315). O tempo médio de diagndstico foi de 2,8 dias (Dp * 0,98). Todas as amostras
positivas grassaram no primeiro trimestre de 2008. Todas as zonas e onze bairros foram
positivos para o0 DENV-3. Em ordem decrescente, os bairros que se destacaram foram:
Alvorada (18,75%), Compensa e Sao José Operario (12,50% cada). No presente estudo 83,0%
das criancas analisadas apresentaram resultado negativo para dengue através do RT-PCR
sugerindo a ocorréncia de outras doencas febris que necessitam ser esclarecidas.

Palavras chave: virus dengue, RT-PCR, criangas, Manaus, Amazonas.
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ABSTRACT

During the second half of the twentieth century dengue spread through the tropical and
subtropical regions of the planet, threatening the health of 1/3 of world population. Currently,
the disease causes about 50 to 100 million cases per year, including more than 500 thousand
reported cases of dengue hemorrhagic fever (DHF) and dengue shock syndrome (DSS),
severe disease. In Latin America, unlike Asia, the severe form is most prevalent in adults,
although recent studies show that it is occurring a shift of gravity to younger age groups,
especially in children under 15 years. In this paper we investigate blood samples from
children aged 0 to 10 years, in which was established by RT-PCR infectious virus serotypes
circulating within the city of Manaus / AM during 2008 in order to Epidemiological aspects of
the occurrence of the virus in childhood. Of the 94 children in the study, sixteen (17.0%) were
positive for dengue and DENV-3 was the only viral serotype identified. There was no
statistically significant association of the result of RT-PCR in relation to sex (p = 0.315). The
average time to diagnosis was 2.8 days (SD + 0.98). All positive samples wreaked havoc in
the first quarter of 2008. All areas and eleven districts were positive for DENV-3. In
descending order, the neighborhoods that stood out were: Alvorada (18.75%), Compensa and
Séo José Operario (12.50% each). In this study 83.0% of children examined showed negative
for dengue by RT-PCR suggesting the occurrence of other febrile illnesses that need to be
clarified.

Keywords: dengue virus, RT-PCR, children, Manaus, Amazonas.
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1. INTRODUCAO

A dengue € causada por um arbovirus do género Flavivirus, pertencente a familia
Flaviviridae, cujas caracteristicas genémicas o diferem em quatro sorotipos distintos: DENV-
1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (GUBLER, 1998; SINGHI et al., 2007; YONG et al., 2007).
Geralmente, comporta-se como uma enfermidade febril de inicio agudo com duracéo de 2 a 7
dias com dois ou mais dos seguintes sintomas: cefaléia, dor retro-orbital, mialgia/artralgia,
exantema (maculopapular) e petéquias, podendo ou ndo acontecer manifestacdes

hemorragicas (WHO, 2009).

Globalmente, cerca de 2,5 bilhdes de pessoas vivem em areas onde o0 virus pode ser
transmitido. A disseminacdo geografica tanto dos virus quanto do mosquito vetor, Aedes
aegypti, tem favorecido a ressurgéncia de epidemias da febre do dengue (FD) e a emergéncia
da febre hemorragica do dengue (FHD), principalmente nos ualtimos 25 anos com o
desenvolvimento de hiperendemicidade em muitos centros urbanos de areas tropicais do
planeta (WHO, 2007; YONG et al., 2007), onde as condi¢cdes do meio ambiente favorecem o
desenvolvimento e a proliferacao do vetor.

A dengue acarreta uma sobrecarga social que é dificil de mensurar por causa dos
sintomas inespecificos e da falta de defini¢bes facilmente aplicaveis para suas mais severas
manifestacdes (RIGAU-PEREZ, 2006).

Apesar de na América Latina a forma grave ser prevalente em adultos (HALSTEAD,
2006), nos ultimos dois anos tem sido observada uma mudanga nos padrdes etarios para a
ocorréncia de FHD no Brasil (TEIXEIRA et al., 2008). Em Manaus, capital do Amazonas, 0
mesmo comportamento foi observado por Rocha; Tauil (2009) em 2006 e 2007. O

deslocamento para faixas etarias mais jovens também assinala a gravidade da situacdo,
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considerando que as criangas Sd0 mais susceptiveis ao extravasamento plasmatico, por
apresentarem permeabilidade vascular aumentada (HALSTEAD, 2006). Esse agravante,
associado a alta endemicidade e a co-circulacdo dos trés sorotipos no pais (SIMONE et al.,
2004) mostra um importante fator de risco para o desenvolvimento de FHD e sindrome do
choque do dengue (SCD), principalmente por causa da introducdo de novos gendtipos
virulentos.

O diagnostico laboratorial é feito através da pesquisa do virus ou dos anticorpos
desenvolvidos contra ele. A pesquisa de anticorpos IgM pode ser realizada a partir do 5° dia
de doenca e a pesquisa do antigeno viral NS1, pode ser realizado do 1° ao 5° dia de doenca,
sendo ambas as provas de carater qualitativo, visto que ndo fornecem dados sobre o sorotipo
viral. A sensibilidade, a especificidade e a rapida deteccdo de quantidades minimas de
material genético em amostras humanas fazem da reacdo em cadeia da polimerase (em inglés
Polymerase Chain Reaction - PCR), uma ferramenta laboratorial muito Gtil para o diagndstico
da dengue, pois pode ser realizado a partir do 1° dia de doenca e o virus pode ser detectado
enquanto durar a viremia (GUZMAN:; KOURI, 1996), além de fornecer o diagndstico de
maultiplas infecces.

Por tais motivos, a identificacdo dos sorotipos circulantes na populacdo infantil da
cidade de Manaus, torna-se importante, principalmente se considerarmos a relevancia de se
caracterizar, através da técnica de RT-PCR os subtipos de virus do dengue a que esta
populacdo esta exposta. Além disto, a introducdo de um novo sorotipo pode ser um importante

indicador de futuras epidemias de FHD.



16

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos historicos

Embora a dengue tenha alcancado niveis dramaticos de incidéncia que levaram ao
conhecimento da doenca em muitas regides tropicais e subtropicais, principalmente apds o
fim da Segunda Guerra Mundial, a doenca possui uma longa histéria de interagdo humana.

Os relatos mais antigos de doenca vém do século I11, na China, onde ha descri¢des de
uma doenca chamada pelas pessoas da época de water poison (veneno aquatico), cujas
descricdes clinicas sdo semelhantes a dengue, tais como: febre, rash, artralgia, mialgia e
manifestacdes hemorragicas. Outros descritos semelhantes ocorreram ap6s um intervalo de
mais de sete séculos, em duas localizaces distintas: entre indios do Oeste da Franca e no

Panama4, respectivamente em 1635 e 1699 (WEAVER; VASILAKS, 2009).

Segundo Pontes; Ruffino-Netto (1994), as primeiras epidemias compativeis com o
dengue datam de 1779 em Jacarta e Cairo, no Egito. No século XIX e primeiras décadas do
século XX, foram registradas em Zanzibar (1823, 1870), Calcuta (1824, 1853, 1871, 1905);
Antilhas (1827); Hong Kong (1901); Estados Unidos (1922); Australia (1925-26, 1942),
Grécia (1927-28) e Japdo (1942-45).

A etiologia viral da dengue foi determinada em 1906, quando Ashburn e Craig
encontraram um agente infeccioso filtrdvel em sangue humano. Bancroft descreveu a
transmissdo do dengue pelo A. aegypti em 1906. Posteriormente Silers e col. (1926) e
Simmons e col. (1931) conseguiram transmitir a doenca em voluntarios (in PONTES;
RUFFINO-NETTO, 1994).

Importantes investigagdes realizadas por Sabin e Schlesinger, durante a Segunda

Guerra Mundial, resultaram no isolamento dos dois primeiros sorotipos do virus dengue, em
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1944 — os sorotipos 1 e 2. Na década de 50, Hammon e col. Isolaram mais dois sorotipos — 0s
sorotipos 3 e 4, quando estudavam a epidemia de dengue hemorragica (FHD) ocorrida em

Manilla (Filipinas), em 1956 (in PONTES; RUFFINO-NETTO, 1994).

O fato de esta sindrome ocorrer na década de 50 pode estar associada a intensa
urbanizacdo e intercAmbio entre os paises que contribuiram para gerar as condicGes
ecologicas apropriadas para o0 aumento da circulacao do virus e para a circulacdo simultanea e
sequencial de diferentes sorotipos virais em uma mesma area geografica e ou ao aparecimento

de cepas mais virulentas (HALSTEAD, 1992).

2.2 O virus dengue (DENV)

A dengue é causada por um arbovirus pertencente a familia Flavivividae, género
Flavivirus, espécie Dengue. Seu genoma esta constituido de RNA, que por ser de polaridade
positiva, funciona como RNA mensageiro ao traduzir-se diretamente nos ribossomos durante
o processo de replicacdo (ACOSTA-BAS; GOMEZ-CORDERO, 2005).

Séo esféricos e tém envelope lipidico derivado das membranas das células hospedeiras
(Figura 1). Seu tamanho é de cerca de 40-50nm e possuem aproximadamente 11Kb de
extensdo (GUZMAN; KOURI, 1996), coeficiente de sedimentacio de 42S e um peso
molecular de 4,2 KDa (ACOSTA-BAS; GOMEZ-CORDERO, 2005). Até 0 momento foram
descritas quatro sorotipos antigenicamente distintos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4
(GUBLER, 1998; SINGHI et al., 2007; YONG et al., 2007).

O genoma do virus contém o cddigo de trés proteinas estruturais (capsideo [C],
proteina da membrana [M] e glicoproteina do envelope viral [E]) e sete outras proteinas ndo

estruturais: NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b e NS5 (GUBLER, 1998; SINGHI et al.,
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2007; YONG et al., 2007). Quando dentro da célula hospedeira, o virus apresenta uma
proteina conhecida como pré-proteina M ou prM, um precursor da proteina M (HENCHAL;
PUTNAK, 1990).

As proteinas sdo sintetizadas como poliproteinas de cerca de 3 mil aminoacidos que
sdo processadas por proteases tanto do virus quanto do hospedeiro (SHU; HUANG, 2004). Os
acidos nucléicos do genoma viral, por si mesmos, sdo infecciosos, pelo que as autoridades de
salude recomendam manipular este virus em nivel de biosseguranca 2 (NB-2) (ACOSTA-
BAS; GOMEZ-CORDERO, 2005).

As principais propriedades biologicas dos virus estdo na proteina E, cujos dominios
sdo responsaveis pela neutralizacdo, fusdo e interacGes com receptores virais. Algumas das
proteinas ndo estruturais estdo envolvidas na replicacdo dos virus (GUBLER, 1998; SINGHI

etal., 2007; YONG et al., 2007).

CAPSIDE
PROTEINAE

Figura 1- Estrutura do virus dengue.
Fonte:GUZMAN, M.G. Diagnosing dengue. International Dengue Course. Havana, 2005.

A ordem da codificagdo das proteinas é 5’-C-prM(M)-E-NS1-NS2a-NS2b-NS3-
NS4a,NS4b-NS5-3’(WHO, 1997). Os genes que codificam as trés proteinas estruturais estéo
localizados no extremo amino terminal da cadeia (57), ocupando a quarta parte da capacidade
codificadora do RNA viral. No extremo carboxila terminal (3") se encontram 0s genes que

codificam as sete proteinas néo estruturais, como pode ser visualizado na Figura 2 (ACOSTA-
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BAS; GOMEZ-CORDERO, 2005).

O DENV compartilha epitopos antigénicos com outros Flavivirus, principalmente os
presentes na proteina do envelope que resultam em amplas reacdes cruzadas nos testes
soroldgicos (GUBLER, 1998). Isso torna o diagnéstico sorolégico muito dificultoso,
especialmente entre os quatro sorotipos do virus dengue. Entretanto, anticorpos direcionados
a proteina M do DENV sdo espécie-especificos e podem ser Uteis para estudos
soroepidemioldgicos, especialmente em paises onde outros Flavivirus sdo endémicos
(MALAVIGE et al., 2004).

A infeccdo por um dos sorotipos proporciona imunidade longa para aquele virus, mas
ndo existe imunidade cruzada duradoura para os outros sorotipos. Assim, individuos vivendo
em area endémica podem ser infectados pelos quatro sorotipos do DENV durante a sua vida

(GUBLER, 1998).

| GENOMA DEL RNA
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Figura 2 - Organizacdo do genoma viral do DENV.
Fonte: Acosta-Bas; Gomez-Cordero, 2005.

A proteina ndo-estrutural NS1 é uma glicoproteina de 46-50KDa expressada em
células infectadas e ambas as formas, membrana-associada (MNS1) e secretada (sNS1), ndo
fazem parte da composicdo do virion. Niveis circulantes desta proteina tém sido detectados

em amostras de soro coletadas na fase aguda de pacientes com infecgéo pelo DENV (ALCON
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et al., 2002; YOUNG et al., 2000). Em cultura de células infectadas, niveis sobrenadantes de
sNS1 correlacionaram-se com o titulo viral infectante (YOUNG et al., 2000). Em criangas, 0s
niveis de sNS1 livres no plasma foram compativeis com os niveis da viremia, nas quais 0s
niveis de sNS1 foram maiores em pacientes com FHD que naqueles com FD. Um elevado
nivel de NS1 (>600 ng/mL) com 72 horas de estabelecimento da dengue identificou pacientes

com risco de desenvolver FHD (LIBRATY et al., 2002).

2.3 VVetores e modo de transmissao

A dindmica da transmissdo do virus esta determinada pela interacdo entre o ambiente e
que estejam presentes de forma simultanea: o virus, o vetor e o hospedeiro susceptivel
(ACOSTA-BAS; GOMEZ-CORDERO, 2005).

Humanos, primatas e mosquitos podem ser hospedeiros naturais do virus dengue
(HENCHAL; PUTNAK, 1990), mas a principal fonte de infeccéo e reservatorio vertebrado é
o ser humano (GUBLER, 1998).

A transmissdo ocorre principalmente pela picada da fémea hemat6faga do mosquito
Aedes aegypti infectado, o qual possui habito domiciliar (RIBEIRO et al., 2006). No entanto,
outras variedades de Aedes podem transmitir o virus: A. albopictus, A. polynesiensis e outras
espécies do complexo A. scutellaris, que também tém sido relacionadas a epidemias, porém
menos eficientemente que o A. aegypti (MALAVIGE, et al., 2004; ACOSTA-BAS; GOMEZ-
CORDERO, 2005). Essa variacao na espécie de vetor que € utilizada pelo DENV depende da
localizacéo geografica.

O A. albopictus, ja presente nas Américas, com ampla dispersao nas regides Sudeste e
Sul do Brasil (BRASIL, 2007), é o vetor de manutencdo da dengue na Asia e foi descrito no

México, como vetor potencial da dengue (MALAVIGE et al., 2004).
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A transmissdo mecanica também € possivel, quando o repasto é interrompido e o
mosquito, imediatamente, se alimenta num hospedeiro suscetivel proximo. N&o ha
transmisséo por contato direto de um doente ou de suas secre¢cdes com uma pessoa sadia, nem
por intermédio de fontes de &gua ou alimento (BRASIL, 2007). Ha relatos de casos de
transmissao vertical (gestante - bebé) do virus (MAROUN et al., 2008).

Um ciclo silvestre tem sido proposto existir no Sudeste da Asia, j& que ocorre uma alta
taxa de transmissdo do DENV entre diferentes espécies de macacos (GUZMAN; KOURI,
1996). Presume-se que este ciclo é ancestral ao ciclo humano, visto que a transmissao inter-
humana eficiente exige um minimo de tamanho populacional (10 mil a 1 milh&o de pessoas),
0 que ndo existia até cerca de 4 mil anos atrds, quando surgiram as civilizagdes urbanas
(WEAVER; VASILAKS, 2009).

Apds uma pessoa ser picada pelo mosquito infectado, o virus passa por um periodo de
incubacdo que varia de 3 a 14 dias (normalmente, 4 a 7 dias), apo6s o qual pode haver a
instalacdo dos sintomas da fase aguda, coincidente com a viremia (GUBLER, 1998).

O periodo febril agudo pode durar de 2 a 10 dias e o virus pode permanecer circulante
no sangue periférico. Se outro A. aegypti picar um individuo doente durante essa fase febril
virémica, o mosquito torna-se infectado e subsequientemente, podera transmitir o virus para
outro individuo, apds um periodo de incubacdo extrinseco que pode variar de 8 a 12 dias
(GUBLER, 1998). Como o repasto sanguineo estimula, na fémea do mosquito, a ovoposicao,
o ciclo reprodutivo durante o periodo de incubacdo extrinseco é uma oportunidade para o
virus infectar os ovos e assim, contaminar a geracdo seguinte (MONATH, 1994).

Os ovos constituem-se a principal forma de resisténcia, podendo permanecer viaveis
por cerca de 1 ano. O tempo transcorrido entre a eclosdo do ovo e a forma adulta, em
condicGes favoraveis, é em torno de 10 dias. O periodo de vida do mosquito adulto é de cerca

de poucas semanas até 45 dias (FERREIRA et al., 2009).
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Sua convivéncia com o homem é favorecida pela utilizacédo de recipientes artificiais no
desenvolvimento das formas imaturas, o que faz com que esta espécie seja
predominantemente urbana (RIBEIRO et al., 2006), com freqiiéncia sdo notificados surtos em
regides rurais, com menor concentragio populacional (DONALISIO; GLASSER, 2002).

O A. aegypti encontra-se atualmente numa extenséo que vai desde o Uruguai até o sul
dos Estados Unidos, tendo sido registrado surtos de grande importancia em varios paises,
como Venezuela, Brasil, Cuba e Paraguai, 0 que corresponde a 3,5 bilhGes de pessoas
contaminadas no mundo, exceto a Europa, o Canada e o Chile. As condicdes climéticas e de
altitude desses paises impossibilitam a existéncia do mosquito transmissor (FERREIRA et al.,

2009).

2.4 Imunopatogenia

Apesar de ainda ndo serem conhecidas todas as células-alvo envolvidas na infec¢cdo do
DENV, dados atuais apontam para as células dendriticas, os macrofagos teciduais, 0s
monacitos do sangue periférico e hepatdcitos, mas ndo as células endoteliais, como células do
hospedeiro para replicacdo do virus. O receptor celular dominante responsavel pela entrada do
virus ndo foi identificado, embora os co-receptores tais como DC-SIGN (Dendritic Cell-
Specific Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) em células dendriticas
tenham sido relatados (VAUGHN et al., 2000; LIBRATY et al., 2002).

O DENYV ao ser inoculado na pele, rapidamente migra para os macréfagos localizados
nos linfonodos regionais e outros 6rgdos linfaticos, baco e figado. A magnitude da viremia e
antigenemia, como altos niveis de NS1, tem sido associada com a severidade da doenca,
incluindo a ativagdo do complemento, embora esses fatores ndo possam explicar sozinhos,

todos os aspectos da patogénese da doenca e seus desfechos clinicos (VAUGHN et al., 2000).
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O extravasamento plasmatico, também chamado de sindrome hemorragica, ocorre
quando o endotélio é danificado e a sua funcédo de barreira torna-se comprometida, ocorrendo
perda plasmatica para o terceiro espaco. O proprio DENV parece estar envolvido na inducéo
direta desses danos celulares (LIN et al., 2005).

Anticorpos produzidos contra a proteina NS1 do virus podem reagir cruzadamente
com celulas endoteliais e provocar apoptose dessas células, levando aos fendmenos de
vasculopatia caracteristicos da dengue grave (LIBRATY et al., 2009). No entanto, 0s papéis
de varias citocinas e quimiocinas na patogénese da FHD/SCD ainda precisam ser melhor
esclarecidos, especialmente os envolvidos na ativacao de células endoteliais, relacionados aos

processos vasculopaticos.

Figueiredo (1999), descreve que:

Os sintomas caracteristicos da dengue relacionam-se a niveis séricos
elevados de citocinas liberadas por macrofagos ao interagirem com linfécitos
T (LT) helper ativados. A leucopenia e a discreta e transitoria depresséo
medular gue se apresentam nesses casos, também, relacionam-se aos altos
teores de citocinas macrofagicas. As mialgias sdo consequientes, em parte, a
multiplicacdo viral no proprio tecido muscular e sdo acometidos, inclusive
musculos oculomotores, sendo responsaveis pela cefaléia retroorbitaria que
muitos pacientes apresentam.

As drogas antivirais para inibir a replicacdo ou a adesao celular ao DENV estdo sendo
desenvolvidas por varios grupos, e se administradas cedo o suficiente, podem modular o curso
da infeccdo e, eventualmente, melhorar ou diminuir a doenca clinica.

Cheng et al., (2009) demonstrou a ocorréncia de reacdes auto-imunes do virus que
apresentaram implicacfes potenciais para a patogénese da sindrome hemorragica da dengue.
Conseguiram observar uma reacdo cruzada de anticorpos anti-NS1 e receptores de células
endoteliais in vitro, cuja reatividade foi bloqueada pela pré-absorcdo de peptideo sintético.
Porém em modelo animal, ndo foi possivel verificar este processo, visto que houve

precipitacdo no trato gastrico do peptideo sintético neutralizante.
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Na Figura 3 pode-se observar a duracdo do periodo virémico durante a infec¢do, bem
como a dindmica da formacdo dos anticorpos resultantes do processo infeccioso que séo
encontrados nas respostas primaria e secundaria, caracterizadas pela producdo inicial de
imunoglobulinas M (IgM) e imunoglobulinas G (1gG), respectivamente.

Dependendo da forma como se apresente, a dengue pode ser de curso benigno ou
grave: infeccdo inaparente, febre classica do dengue (FD), febre hemorrdgica do dengue

(FHD) ou sindrome do choque do dengue (SCD) (BRASIL, 2007).

Viremia
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de los sintomas

Figura 3 - Cinética da resposta imune durante a infeccéo pelo virus dengue
Fonte: GOMEZ-CORDERO; ACOSTA-BAZ, 2005.

2.4.1 Febre classica do dengue

A dengue classica caracteriza-se por uma febre alta de inicio abrupto, cefaléia intensa,
dor retroorbitéaria, dores articulares e musculares, prostracdo, acompanhada algumas vezes de
exantema maculopapular, podendo ocorrer alguns fendmenos hemorragicos sem maiores
conseqliéncias (petéquia, epistaxe, gengivorragia) (PONTES; RUFFINO-NETTO, 1994).
Geralmente os doentes evoluem para cura apds uma semana, considerando-se 0 suporte

adequado (LUPI et al., 2007).



25

Acomete principalmente jovens e adultos, ao contrario da FHD que, por outro lado, é
primariamente uma doenca de criancas com até 15 anos (GUBLER, 1998).

A presenca de manifestagdes hemorragicas ndo é exclusiva da febre hemorragica da
dengue, e quadros com plaguetopenia (<100.000/mm?®) podem ser observados, com ou sem
essas manifestagBes. E importante diferenciar esses casos de dengue classica com
manifestacdes hemorragicas e/ou plaguetopenia dos casos de febre hemorragica da dengue

(BRASIL, 2005).

2.4.2 Febre Hemorragica do Dengue

A FHD ocorre quase exclusivamente em dois episodios clinicos: criangas e adultos
com dengue heteréloga secundaria pelo DENV e criancas com dengue primaria nascidas de
mées imunes. A teoria mais aceita e amplamente citada para a patogénese da FHD € a ADE
(imunoamplificacdo dependente de anticorpo) da infeccdo do virus dengue (LIBRATY et al.,
2009).

O que difere a FHD da FD é o extravasamento plasmatico presente somente na FHD,
porém ambas podem ser causadas por um dos quatro sorotipos do DENV (PONGSUMPUN et
al., 2002). As manifestac@es clinicas iniciais da FHD sdo as mesmas descritas para a dengue
classica (FD), até que ocorra a defervescéncia da febre, entre o terceiro e o sétimo dia, € a
sindrome se instale. Evidencia-se o surgimento de manifestacdes hemorragicas espontaneas
ou provocadas e/ou insuficiéncia circulatéria com ou sem choque hipovolémico. Prova do
torniquete positiva, trombocitopenia (100.000 /mm?® ou menos) e hemoconcentragdo (aumento
de 20% ou mais no hematocrito) sdo achados caracteristicos da FHD/SCD (BRASIL, 2005;
PONTES; RUFFINO-NETTO, 1994).

A OMS (WHO, 1997) preconiza uma série de critérios clinico/laboratoriais para o
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diagnostico de FHD/SCD, e, tomando por base esses critérios, estabelece diferentes estagios
de gravidade que corresponderiam a graus evolutivos da doenca — dengue hemorragico Grau
I, I, 11l e IV. Os graus Il e IV sdo classificados como sindrome do choque do dengue,
enguanto todos os quatro o sdao como febre hemorragica do dengue.

A susceptibilidade, em relacdo a FHD, ndo esta totalmente esclarecida. Segundo Guia
de Vigilancia Epidemioldgica do Ministério da Saude (BRASIL, 2007), trés teorias mais
conhecidas tentam explicar sua ocorréncia: a teoria de Rosen (relaciona o aparecimento de
FHD a viruléncia da cepa infectante); a teoria de Halstead (relaciona a FHD com infec¢oes
sequenciais por diferentes sorotipos do virus da dengue, onde a resposta imunoldgica, na
segunda infeccdo, é exacerbada, o que resulta numa forma mais grave da doenca, também
conhecida por ADE); e a teoria proposta por autores cubanos conhecida por teoria integral da
multicausalidade (a qual se aliam varios fatores de risco as teorias de infeccBes sequenciais e
de viruléncia da cepa, como os fatores individuais, virais e epidemiolégicos).

N&o existe um tratamento especifico antiviral, apenas pesquisas em andamento, mas
geralmente os doentes recuperam-se apds o suporte terapéutico com fluidos e eletrolitos,
especialmente se as medidas sdo aplicadas precocemente. O reconhecimento precoce dos
sinais de alerta para FHD (dor abdominal continua e intensa, vémito persistente, agitacdo ou
letargia) e o tratamento precoce sdo de extrema importancia para reduzir as taxas de fatalidade

(GUZMAN; KOURI, 2002).

2.5 A dengue em criancgas

Na faixa etaria infantil, a dengue é especialmente reconhecida como importante

enfermidade emergente causadora de pandemias, determinando expressivas taxas de

mortalidade, (OPAS, 1995). Em 1998, a OMS considerou a dengue como a décima causa de
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morte no mundo por enfermidades infecciosas e 0s menores de 15 anos sdo as principais
vitimas deste padecimento, sendo responsaveis por cerca de 95% das infeccbes (ACOSTA-
BAS; GOMEZ-CORDERO, 2005). O risco relativo de desenvolver a forma mais severa da
doenca é cerca de 100 vezes maior apds a infeccdo secundaria que na infeccdo primaria
(CUNHA et al., 1995).

As criancas podem ser assintomaticas ou ter febre indiferenciadamente, visto que
criancas (na segunda fase da infancia) ou adultos sdo mais provaveis de ter uma instalacédo
mais severa de sintomas (WHO, 2007). Crianc¢as assintomaticas ou oligoassintomaticas foram
detectadas em 56% dos casos estudados em Niterdi/RJ num inquérito soroldgico realizado
apos as epidemias de 1990-1991 (CUNHA et al., 1995)

Em areas endémicas, infeccdes por dengue sdo registradas anualmente e as criancas
ndo imunes apresentam-se como 0s principais hospedeiros susceptiveis (LANCIOTTI et al.,
1992), ao contrario do que acontece em regides indenes, onde os individuos em faixas etarias
mais elevadas sdo os mais acometidos, principalmente quando ha a introducdo de um novo
sorotipo (GONCALVES NETO; REBELO, 2004; RIBEIRO et al., 2006).

A dengue hemorragica surgiu entre as criangas no Sudeste Asiatico na década de 1950
e desde entdo se transformou num grave problema de salde publica mundial, sendo uma
importante causa de morbidade e mortalidade pediatrica (SINGHI et al., 2007), representando
a terceira ou quarta causa de hospitalizacdo em criangcas em algumas areas (CUNHA et al.,
1995). A co-circulacdo viral dos quatro sorotipos do dengue faz com que as criancas
manifestam principalmente as formas mais graves e ndo usuais da doenca (CAMPAGNA et

al., 2006).

Segundo dados divulgados pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2005):

A dengue na crianga, na maioria das vezes, apresenta-se como uma sindrome
febril com sinais e sintomas inespecificos: apatia ou sonoléncia, recusa da
alimentacdo, vomitos, diarréia ou fezes amolecidas. Nos menores de dois
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anos de idade, os sintomas cefaléia, mialgia e artralgia podem manifestar-se
por choro persistente, adinamia e irritabilidade, geralmente com auséncia de
manifestacOes respiratorias. As formas graves sobrevém geralmente apés o
terceiro dia de doenca, quando a febre comeca a ceder. Em criangas menores
de cinco anos, o inicio da doencga pode passar despercebido e o0 quadro grave
ser identificado como a primeira manifestacao clinica. Observa-se, inclusive,
a recusa de liquidos, podendo agravar seu estado clinico subitamente,
diferente do adulto, no qual a piora é gradual. O exantema, quando presente,
é maculopapular, podendo apresentar-se sob todas as formas (pleomorfismo),
com ou sem prurido, precoce ou tardiamente.

Na infancia estes quadros graves tém duas causas. A primeira a ser considerada é a

infeccdo sequencial, por mais de um sorotipo viral, com a producdo de anticorpos

subneutralizantes contra o ultimo sorotipo infectante. Estes anticorpos ao se ligarem aos virus

facilitam a sua entrada no macréfago, por se ligarem a receptores de membrana para a por¢ao

Fc de IgG. A segunda causa observa-se em criangas com menos de 1 ano, cujas maes tiveram

dengue na gravidez. Os 1gG maternos transferidos passivamente & crianga, vao decaindo a

niveis subneutralizantes e, eventualmente, ao ocorrer infeccdo por qualquer sorotipo do virus

da dengue, na vigéncia desta situacdo imunolégica, ocorreria a FHD/SCD (FIGUEIREDO et

al., 1994)

Também é possivel ocorrer a infeccdo pela transmisséo vertical do DENV. Segundo

Maroun et al. (2008):

Existem, até entdo, poucos casos relatados de transmisséo vertical de
dengue publicados na literatura. A maior série de casos com
repercussdes neonatais documentadas incluiu 10 casos na Asia
(Tailandia e Malasia), dois na Europa (Franca) e cinco na América
Latina (Taiti). Em relagdo ao feto, autores relatam um aumento de
incidéncia de malformacdes de tubo neural em recém-nascidos (RN)
cujas mées apresentaram dengue no primeiro trimestre de gravidez,
durante uma epidemia de dengue na india. H4 também relatos de
prematuridade e de baixo peso ao nascer. No RN, os autores relatam
gue a dengue grave ocorre somente quando o quadro clinico na mée
acontece proximo ao termo ou ao parto em si, € ndo ha tempo para
producdo materna de anticorpos protetores

Em areas endémicas para dengue, os clinicos devem estar alertas para FD/FHD em
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mulheres gravidas que apresentam doenca febril aguda (PETDACHAI et al., 2004)

2.6 Aspectos epidemioldgicos

A despeito dos numerosos programas de erradicacdo ou controle que foram
implementados nas Ultimas duas décadas, a incidéncia de dengue nas Ameéricas tem
apresentado uma tendéncia ascendente, com mais de 30 paises informando casos da doenca.
Os picos epidémicos tém sido cada vez maiores, em periodos que se repetem a cada 3-5 anos,
quase de maneira regular (BRASILa, 2009).

Nos ultimos 10 anos (1999-2008) foram notificados, segundo dados oficiais da
Organizacdo Pan-Americana de Saude (PAHO, 2010) quase seis milhdes de casos nas
Ameéricas (1999-2008), destes, cerca de quatro milhdes de casos foram no Brasil (67%).

A distribuicdo disseminada e o aumento das taxas de incidéncia estdo relacionadas a
distribuicdo do A. aegypti, principalmente devido a ineficiéncia de programas de controle
vetorial e ao aumento da densidade populacional em grandes areas urbanas, com consequente
deterioracdo do meio ambiente urbano (TORRES; CASTRO, 2007). A adaptacdo do vetor aos
ambientes domeésticos e peridomésticos, utilizando-se de recipientes que armazenam agua
potavel e recipientes descartaveis que acumulam agua de chuvas, comumente encontrados nos
lixos das cidades (CAMARA et al., 2007), fortalecem a condigdo ecoldgica que torna esta
espécie predominantemente urbana (RIBEIRO et al., 2006).

Outro fator responsavel para a emergéncia global da dengue e FHD seria 0 aumento
das viagens aéreas, que proporcionariam o mecanismo ideal para o transporte do virus dengue
e outros patdgenos urbanos entre centros populacionais mundiais, resultando num constante
movimento do virus da dengue entre humanos infectados de todas as areas do mundo e

assegurando, dessa forma, introducdes repetidas de novas cepas virais e sorotipos dentro de
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areas onde o mosquito vetor tem ocorréncia (GUBLER, 1998).

A dengue tem acometido individuos de ambos os sexos, porém existem estudos que
mostram maior incidéncia em mulheres que em homens. Pessoas de todas as idades séo
suscetiveis de adquirir esta infeccdo, contudo a maior incidéncia de casos nas faixas etarias
mais elevadas € um padrdo observado em areas indenes logo apos a introducdo de um
sorotipo do virus (GONCALVES NETO; REBELO, 2004; RIBEIRO et al., 2006).

Segundo Torres (2008), a carga da doenca, expresso em anos perdidos por
incapacidade € de 0,42 x 1000 habitantes, semelhante ao da meningite, o dobro da hepatite e
de um terco do que a do HIVV/AIDS. No sudeste da Asia e do Pacifico Ocidental, as taxas de
incidéncia sao tdo altas quanto 6.400 x 100.000 habitantes, e de la - ha décadas - as criancas
constituem até 95% dos casos. Atualmente a situacdo mudou e ha um ligeiro predominio em
adultos, a semelhanca do que estava ocorrendo no Brasil e demais paises sul-americanos.

Considerando-se a variacdo genética dos quatro sorotipos virais existentes do dengue,
todos sdo capazes de produzir infec¢do sintomatica, enfermidade febril e quadros graves que
podem levar a morte. Algumas variantes genéticas parecem ser mais virulentas ou possuir

maior potencial epidémico (ACOSTA-BAZ; GOMEZ-CORDERO, 2005).

Qualquer um dos quatro sorotipos do virus pode provocar a forma
hemorrdgica da enfermidade, embora exista associacdo mais frequente,
observada no sudeste asiatico, nas infec¢fes sequenciais terminadas com o
DENV-3 e, principalmente, o DENV-2. Também a sequéncia DENV-
I/DENV-2 tem-se mostrado particularmente importante para a ocorréncia de
FHD/SCD, como se observou na Tailandia e na regido das Américas em anos
mais recentes. As evidéncias epidemioldgicas sugerem que o FHD/SCD
ocorre com maior frequéncia dentro de um intervalo entre 3 meses até 5 anos
a partir da infeccdo priméria. Atente-se para o fato de que os casos de
FHD/SCD correspondem a uma fracdo do total dos casos de dengue
ocorridos em um determinado grupo populacional submetido a infec¢do
secundaria, ou seja, a maior parte das pessoas, mesmo apresentando uma
infeccdo sequencial, evoluird para os quadros mais benignos do dengue
(PONTES; RUFFINO-NETTO, 1994).

Tem sido observado um padréo sazonal de incidéncia coincidente com o veréo, devido
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a maior ocorréncia de chuvas e aumento da temperatura nessa estacdo. E mais comum nos
nucleos urbanos, onde € maior a quantidade de criadouros naturais ou resultantes da acédo do
ser humano. Entretanto, a doenca pode ocorrer em qualquer localidade desde que exista

populacdo humana susceptivel, presenca do vetor e o virus seja introduzido (BRASIL, 2007).

2.6.1 A dengue no mundo

A primeira epidemia conhecida de FHD ocorreu em Manila, Filipinas, entre 1953 e
1954, mas dentro de 20 anos a dengue na forma epidémica alastrou-se pelo sudeste da Asia.
Em meados da década de 1970, tornou-se a principal causa de hospitalizacdo e morte entre
criancas na regido (GUBLER, 1998). Em 1997, o virus da dengue e o mosquito A. aegypti
apresentaram uma distribuicdo mundial nos trépicos, causando mais doenca e morte que

qualquer outra arbovirose humana (VAUGHN et al., 2000).

Nas ultimas décadas, houve um aumento na prevaléncia mundial de dengue, pois a
doenca tornou-se endémica em 112 paises da Africa, das Américas, da Regido Leste do
Mediterraneo, do Sudeste Asiatico e do Pacifico Ocidental (SINGHI et al., 2007). Sendo as
duas ultimas regides citadas, as mais afetadas. Antes de 1970, apenas nove paises
experimentaram epidemias de dengue, niUmero que aumentou mais de quatro vezes em 1995
(WHO, 2009).

A Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2009) calcula que 40% da populacéo
mundial, cerca de 2,5 bilhGes de pessoas estdo vivendo em areas tropicais e subtropicais
consideradas de risco (Figura 4).

Todos os anos ocorrem cerca de 50 a 100 milhdes de casos de dengue, 500.000 casos

de dengue hemorragico e no minimo 12.000 mortes sdo relatados no mundo (TEIXEIRA et
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al., 2005). Noventa por cento dos dbitos ocorrem em criancas com menos de 15 anos. Em
2005, houve cerca de 320.000 casos de dengue nas Américas dos quais, 15.253 eram de FHD,
com 80 mortes registradas. Somente no Brasil aconteceram cerca de 2/3 dos casos e metade
dos obitos (SINGHI et al., 2007). Em 2007, existiam mais de 890.000 casos notificados de
dengue nas Américas, dos quais 26.000 foram casos de FHD (WHO, 2009), demonstrando
que a dengue estd em escala ascendente no mundo, 0 que aumenta 0s riscos de casos graves e

mortes.

®  Geographic extension of dengue, 2000-2008

Risk of dengue transmissi on 0 1625 3,250 500 Kiometers.

Figura 4 - Area em risco de dengue em nivel global.
Fonte: WHO, 2009.

Nas Ameéricas, a primeira grande epidemia de FHD ocorreu em Cuba, em 1981, com
24 mil casos, 10 mil casos de SCD e 158 mortes reportadas durante um periodo de 3 meses

(TORRES; CASTRO, 2007).

2.6.2 A dengue no Brasil

O Brasil permaneceu livre do A. aegypti ate 1976, como resultado do sucesso do
programa de erradicacdo para prevencdo da febre amarela urbana coordenada pela

Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) nas décadas precedentes (SIQUEIRA et al.,
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2005). Assim, durante quase 60 anos, de 1923 a 1982, o Brasil ndo apresentou registro de
casos de dengue em seu territério (TAUIL, 2001), porém a subsequente reinfestacdo do A.
aegypti em areas urbanas e a introducdo do virus dengue (DENV) em 1982 em Boa
Vista/Roraima e sua disseminacdo pelo pais a partir de 1986, levaram ao ressurgimento dos
surtos de dengue e aumento do risco de urbanizacdo da febre amarela no pais (SIQUEIRA et
al., 2005).

A primeira epidemia no Brasil, documentada clinica e laboratorialmente, ocorreu em
1981-1982, em Boa Vista/RR, causada pelos sorotipos DENV-1 e DENV-4 (OSANAI et al.,
1983). Em 1986, ocorreram epidemias no Rio de Janeiro causadas pelo DENV-1
acompanhada da disseminacao para outros seis estados brasileiros até 1990. Neste mesmo
ano, foi identificada a circulacdo de um novo sorotipo, 0 DENV-2, também no Estado do Rio
de Janeiro (MIAGOSTOVICH et al. 1997; CAMPAGNA et al., 2006).

Desde entdo, a dengue vem ocorrendo no Brasil de forma continuada, intercalando-se
com a ocorréncia de epidemias, geralmente associadas com a introducdo de novos sorotipos
em areas anteriormente indenes (VASCONCELOS et al., 1993, FIGUEIREDO et al., 2004).

Apds completa auséncia das Américas por mais de 15 anos, o sorotipo DENV-3 foi
reintroduzido no continente em 1994, atingindo o Brasil em 2000, numa ampla e severa
epidemia de dengue no verdo de 2001-2002 (NOGUEIRA et al., 2002; COELHO et al.,
2008). O Estado do Rio de Janeiro revelou-se novamente como o Estado nodal para a
introducao e disseminacao desse novo sorotipo no pais (NOGUEIRA et al., 2001; 2002).

No periodo de 1986-2007, o Brasil apresentou mais de 4,5 milhdes de casos
confirmados oficialmente com 493 mortes (COELHO et al., 2008). Os piores anos da historia
foram 2002 e 2008, com 794 mil e 793 mil casos notificados, respectivamente (PAHO, 2010).
A dispersdo do DENV-3 desde 2001 tem sido associada ao agravamento dos casos de dengue

no Brasil e é o sorotipo responsavel pela maior ocorréncia de FHD nas Ultimas epidemias
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(FIGUEIREDO, 2003; PINHEIRO et al., 2005).

A dengue encontra-se presente em todos os 27 Estados da Federacdo, distribuida por
3.794 municipios, sendo responsavel por cerca de 60% das notificacbes nas Ameéricas
(CAMARA et al., 2007).

No Brasil, os adultos jovens foram os mais atingidos pela doenca desde a introducdo do
virus. No entanto, segundo dados da Secretaria de Vigilancia em Sadde (BRASILa, 2009), a
partir de 2006, alguns Estados apresentaram a recirculacdo do sorotipo DENV-2 ap6s alguns
anos de predominio do sorotipo DENV-3. Esse cenario levou a um aumento no nimero de
casos, de formas graves e de hospitalizagdes em criancas, principalmente no Nordeste do pais

Em 2009, foram registrados 529.237 casos de dengue. Houve 2.271 casos e 154 Gbitos
por FHD, e 5.952 casos de dengue com complicacdo, com 144 ¢bitos. No mesmo periodo de
2008, ocorreram 4.232 casos de FHD, com uma reducédo de 63% no nimero de casos graves
em 2009. O monitoramento da circulacdo viral demonstra que o sorotipo DENV-3, apesar de
ainda ser o mais frequentemente isolado no pais, vem sendo substituido pelo sorotipo DENV-
2 (BRASILa, 2010).

O quadro epidemioldgico atual da dengue no pais caracteriza-se pela
ampla distribuicdo do A. aegypti em todas as regides, com uma
complexa dindmica de dispersdo do seu virus, circulacdo simultanea
de trés sorotipos virais (DENV-1, DENV-2 e DENV-3) e
vulnerabilidade para a introducdo do sorotipo DENV-4. Essa situagédo
epidemioldgica tem, ao longo dos anos, apesar dos esforcos do
Ministério da Salde, dos estados e dos municipios, provocado a
ocorréncia de epidemias nos principais centros urbanos do pais,
infligindo um importante aumento na procura pelos servicos de salde,
com ocorréncia de Obitos. Mais recentemente, com a maior
intensidade de circulagdo do sorotipo DENV-2, tem-se observado um

agravamento dos casos, com aumento do registro em criangas.
(BRASIL4a, 2009)

Em 2009, as informacdes disponibilizadas pelas Secretarias Estaduais de Saude sobre

0 monitoramento da circulagdo viral demonstram o isolamento dos sorotipos DENV-1,
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DENV-2 e DENV-3 (Figura 6) em diversos estados, com predominio para o sorotipo DENV-
1 (50%). Até o presente momento, ndo foi isolado o DENV- 4, assim como ndo ha evidéncia

epidemioldgica de sua circulagdo no Brasil. (BRASILa, 2010).
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Figura 5 - Incidéncia da dengue na América e Brasil, 1999-2008.
Fonte: PAHO, 2008.
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Figura 6 - Distribuicdo espacial por sorotipo circulante isolado, de acordo com a unidade federada,
Brasil, 20009.

Fonte: BRASIL, 2010
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2.6.3 A dengue no Amazonas

Na Regido Amazonica, fatores ambientais e sociais, tais como alta temperatura e
umidade, estacOes chuvosas prolongadas associadas a pobre infraestrutura, fornecem
condicdes ideais para a proliferacdo do vetor (PINHEIRO; TADEI, 2002).

O Amazonas foi um dos ultimos Estados a tornar-se infestado pelo A. aegypti. A ampla
dispersdo do vetor na cidade de Manaus, capital do Amazonas, instalou-se em 1996
(FIGUEIREDO et al., 2004) e dois anos mais tarde, uma epidemia com 13.873 casos foram
reportados na capital do Estado do Amazonas. Em 1998, foram detectados 0s sorotipos
DENV-1 e DENV-2. Durante o ano de 2002 o DENV-3 foi isolado pela primeira vez de dois
pacientes em Manaus. Em 2001 e 2003 foram registrados 55 e 59 casos de FHD,
respectivamente (PINHEIRO et al., 2005).

Em Manaus, apés a epidemia de 2001, com 18.595 casos (ROCHA; TAUIL, 2009), a
dengue adquiriu um carater endémico, com aumento da incidéncia nos periodos chuvosos, de
janeiro a julho. Ja foram identificados os sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 e 0 grupo
etario mais acometido até 2006 era de adultos de 20 a 49 anos. A partir de 2006/2007,
segundo dados da FVS e também confirmado por Rocha e Tauil (2009) a dengue vem
afetando principalmente a faixa etaria dos menores de 15 anos.

Em 2008, Figueiredo et al. (2008) relataram a presenca do DENV-4 em Manaus,
Amazonas. Porém, o resultado foi contestado pelo Ministério da Saude e até 0 momento nédo
houve consenso a cerca da presenca deste sorotipo na Amazonia Brasileira (CODECO et al.,
2009).

De Melo et al. (2009), analisou as amostras de Figueiredo et al. (2008) com o intuito de
identificar o genétipo do DENV-4 e identificaram o geno6tipo tipo I, embora o gendtipo 1l

estivesse presente nas Américas had mais de duas décadas. A presenca deste genotipo foi um
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resultado inesperado, uma vez que ndo se conhecia sua circulagdo no ocidente. A
intensificacdo das atividades econbmicas entre o Brasil e outros paises asiaticos
(especialmente China) poderia explicar a introducao direta para o Brasil (DE MELO et al.,
2009).

Atualmente, segundo dados oficiais no pais, circulam 3 sorotipos do virus (DENV-1,
DENV-2 e DENV-3), e a introdu¢cdo do DENV-4 no pais é iminente devido ao transporte
aéreo e terrestre intenso entre o Brasil e paises americanos e outros continentes afetados.
Paises adjacentes como Venezuela e Peru possuem o virus DENV-4 e fazem fronteira com a
regido norte do Brasil (PAHO, 2010). Além disso, Manaus possui um polo industrial que
compreende um grande nimero de empresas asiaticas, ocorrendo um fluxo intenso de pessoas
tanto no que diz respeito ao aspecto comercial-industrial, quanto ao turistico.

No Amazonas, a dengue na infancia esta se tornando um sério problema de salde
publica, onde em 2006 e 2007, os casos de dengue em menores de 15 anos foi maior que 50%
dos casos notificados (ROCHA; TAUIL, 2009).

O Estado do Amazonas apresentou 11.281 casos notificados de dengue em 2008 e
2.680 em 2009, uma variacdo de -76%. As taxas de incidéncia foram de 337,6 e 79,0,
respectivamente (BRASILa, 2010). A taxa de letalidade no Amazonas foi de 4,1%
(BRASILb, 2009)

Em 2009, a capital, Manaus, concentrou 46,1% dos casos (1.232), incidéncia de 4,8
casos por 100.000 habitantes; seguido por Coari com 340 casos (12,7%) e Humaita com 515
casos (19,3%), correspondendo a incidéncia de 1.264,2 e 507,5 casos por 100.000
habitantes, respectivamente. O Ultimo sorotipo isolado no Estado foi 0 DENV-2. Entretanto,
devido ao pequeno nimero de amostras positivas, ndo foi possivel uma confirmacdo do
mesmo como sorotipo predominante (BRASILa, 2010).

Apesar dos esforcos dos governos em promover a vigilancia, controle, e adequado
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tratamento, a perspectiva epidemioldgica pode ser considerada negativa, devido parcialmente
ao ambiente urbano complexo do pais, facilitando a proliferacéo do vetor principal da doenca,

A. aegypti, e a alta incidéncia dos niveis de infestacdo (TEIXEIRA et al., 2005).

2.7 Diagnostico laboratorial

Pode-se fazer o diagnostico laboratorial de infeccdo por dengue atraves da deteccdo do
virus e dos anticorpos produzidos contra ele. Sendo que os trés métodos mais utilizados pelos
laboratdrios sdo o isolamento viral, a deteccdo de seu genoma por amplificacdo de seu acido
nucléico e a deteccdo de anticorpos especificos (SHU; HUANG, 2004; KLUNTHONG et al.,
2007).

O isolamento do virus pode ser realizado através da inoculacdo intracerebral em
camundongos recém-nascidos, cultura de células ou inoculacdo em mosquitos Vivos
(HENCHAL; PUTNAK, 1990; GUBLER, 1998). Usualmente se inocula o sangue/soro do
caso suspeito em cultura de células de mosquito, que ao se infectarem propagam o virus,
permitindo, apés alguns dias, a sua identificacdo (FIGUEIREDO, 2006). A identificacdo
costuma ser realizada através de imunofluorescéncia indireta (IFI), independentemente do
sistema biol6gico usado para o isolamento do virus (GUZMAN; KOURI, 1996).

Os virus em circulacdo podem ser detectados no sangue durante a fase febril
(virémica), em média até 5 dias apds o inicio dos sintomas e sdo rapidamente depurados com
0 surgimento de anticorpos neutralizantes, que tornam-se detectaveis a partir deste periodo
(SINGHI et al., 2007). Assim, o tipo de amostra e o tempo de coleta determinam o tipo de
exame diagnostico que sera utilizado.

Em casos fatais, pode-se observar a presenca de antigenos virais no figado por imuno-

histoquimica (FIGUEIREDO, 2006).
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Existem quatro testes sorolégicos que podem ser utilizados para o diagnostico da
dengue: inibicdo da hemaglutinacdo, fixacdo do complemento, teste de neutralizacdo e MAC-
ELISA (immunoglobulin M capture enzime-linked immunosorbent assay) (GUBLER, 1998).
Entretanto, o método laboratorial mais utilizado pelos servigcos de saude publica no Brasil,
apos o quinto dia de doenca, é a deteccdo de anticorpos IgM especificos pelo MAC-ELISA
(FIGUEIREDO, 2006).

O diagnostico especifico através de exames soroldgicos frequentemente ndo € possivel
por causa das extensas reacdes cruzadas dos anticorpos aos Flavivirus, particularmente entre
o0s virus da dengue. Amostras pareadas de soro Sdo necessarias e esta exigéncia causa uma
demora no diagnostico e os resultados sdo raramente concluidos (LANCIOTTI et al., 1992).

Atualmente, existem novos métodos diagnosticos baseados em  principios
biomoleculares como: RT-PCR, hibridizacdo do acido nucléico e imuno-histoquimica
(GUBLER, 1998). Esses métodos vém gradualmente substituindo o isolamento viral na fase
aguda da doenca (SHU; HUANG, 2004).

A sensibilidade, a especificidade e a rapida deteccdo de quantidades minimas de
material genético em amostras humanas fazem do PCR uma ferramenta laboratorial muito util
para o diagnostico da dengue. Além disso, ele também pode ser usado em estudos gendmicos
de diferentes linhagens virais do dengue, através do uso de enzimas de restricdo ou analise da
sequéncia nucleotidica do seu material genético (GUZMAN; KOURI, 1996), além de
fornecer o diagndstico de maultiplas infec¢es.

Esta disponivel no mercado também um teste imunoenzimatico/imunocromatografico
direcionado contra a proteina NS1 do virus dengue. Alguns estudos tém demonstrado que este
antigeno esta presente em altas concentra¢fes no soro do individuo infectado durante a fase
clinica precoce da doenca, onde os testes convencionais como 0 MAC-ELISA ndo conseguem

detectar a infecgdo. A pesquisa do antigeno NS1 ¢ eficiente até o 3° dia ap6s o inicio dos
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sintomas, ndo importando se a dengue é primaria ou secundaria, porém ainda é pouco
utilizada pelos laboratorios (YOUNG et al., 2000; ALCON et al., 2002; DUSSART et al.,
2006).

Na ocorréncia de epidemias, o Ministério da Saude (BRASILc, 2010) preconiza
realizar a sorologia em apenas uma amostra dos pacientes com FD, pois a confirmagédo da
maioria dos casos € feita pelo critério clinico-epidemiolégico, apds a confirmacéo laboratorial
da circulacdo viral na area. Em geral, tem-se estabelecido que se colha sangue de um a cada
dez pacientes (10%) com suspeita de febre do dengue. A coleta é obrigatoria para 100% dos

Casos graves.

2.8 Prevencao e controle

O setor saude, por si sO, ndo tem como resolver a complexidade dos fatores que
favorecem a proliferacdo do vetor da dengue. A rapida urbanizagédo do pais gerou déficits nas
estruturas de saneamento béasico, favorecendo o aumento de criadouros do vetor. O transito de
pessoas e veiculos terrestres, aéreos e aquaticos, torna-se cada dia mais intenso e rapido,
favorecendo a dinamizando as epidemias de dengue (BRASILa, 2009).

Segundo a OMS (2009), ndo existe vacina para proteger contra a dengue, embora
muitos estudos estejam em andamento. O desenvolvimento de uma vacina eficaz contra 0s
quatro sorotipos de DENV que imunizem contra a forma leve ou grave da doenca, continua a
ser um grande desafio.

A compreensdo limitada atual a cerca de como o virus se comporta e interage com o
sistema imunoldgico associada a falta de modelos animais de laboratério disponiveis para
testar a resposta imunoldgica as vacinas em potencial, sdo fatores que dificultam esse

progresso. Apesar de varias vacinas estarem no processo de ensaio clinico, uma vacina
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eficiente, segura e de baixo custo ndo estara disponivel num futuro préoximo (SHU; HUANG,
2004).

Segundo Teixeira et al. (2005), existem trés fatores que tornam a prevencao da dengue
uma tarefa dificil: a auséncia de uma vacina efetiva, a forca da morbidade de um agente
infeccioso e a predomindncia de um vetor altamente competente e persistente em areas
urbanas populosas. Assim, o controle e a prevencdo da doenca tém sido direcionados
principalmente para atividades de vigilancia e controle do vetor, somados a tentativa da
conscientizacdo publica em massa (TAUIL, 2001; SIQUEIRA et al., 2005). Apesar destas
acOes, surtos vém ocorrendo continuamente em diversas areas altamente urbanizadas,
salientando a alta complexidade que envolve o controle do dengue ndo somente no Brasil,
mas em todo o mundo

N&o existem medidas de controle especificas direcionadas ao homem, uma vez que
ndo se dispbe de nenhuma vacina ou drogas antivirais. A notificacdo dos casos suspeitos, a
investigacdo do local provavel de infeccdo, bem como a busca ativa de casos sdo elementos
fundamentais (BRASILa, 2009)

Segundo o Ministério da Saude (BRASILa, 2009):

Nessa direcdo, o SUS vem desenvolvendo uma série de esforcos
solidarios, buscando propiciar aos estados e municipios melhores
condicdes para o adequado enfrentamento do problema. Dentre as
acOes destacam-se o aumento de R$ 130 milhdes no Teto Financeiro
de Vigilancia em Saude, a intensificacdo das campanhas de
informacao e mobilizacéo da populagéo, a publicacéo e distribuicdo de
manuais de manejo clinico de adultos e criancgas, de enfermagem, do
caderno de atencdo basica, entre outros.

Também ha o LIRAa, que é o programa de Levantamento Rapido de Aedes aegypti.
Utiliza método simplificado para determinar os indices larvarios de A. aegypti, realizado em

amostras de dois estagios (casas/quarteirdes). As vantagens sdo o levantamento do status de

infestacdo da cidade em uma semana; informacao rapida e oportuna, além de poder identificar
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0s principais criadouros e areas criticas (BRASIL, 2010)

Os resultados desses esforgos comecaram a surtir efeito em 2009, com uma importante
reducdo no numero de casos de dengue, inclusive em suas formas graves, e principalmente no
namero de oObitos. O desafio é dar sustentabilidade e continuidade a esses resultados, tendo

sempre como meta uma taxa de letalidade por dengue menor que 1%.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar os sorotipos do virus dengue em criancas de 0 a 10 anos residentes no

municipio de Manaus, Amazonas.

3.2 Especificos

3.2.1 Identificar os sorotipos virais infectantes circulantes nos bairros e zonas de Manaus;

3.2.3 Apresentar aspectos epidemiologicos da ocorréncia do virus dengue na populacdo

infantil de 0 a 10 anos de idade.
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4. METODOLOGIA

4.1 Modelo de estudo

O estudo foi do tipo longitudinal, retrospectivo, com duracdo de 12 meses, com
amostragem probabilistica sistematizada, onde se estudou a distribuicdo dos sorotipos do
DENYV na faixa etaria selecionada através da técnica molecular RT-PCR (reacdo em cadeia da

polimerase conjugada a transcriptase reversa).

4.2 Universo de estudo

4.2.1 Local de realizacdo do estudo

O estudo foi realizado na cidade de Manaus, Amazonas.

As amostras foram obtidas no LACEN/AM (Laboratério Central de Saude Publica do
Amazonas) e os procedimentos laboratoriais moleculares foram realizados no Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazénia - INPA / Coordenacdo de Pesquisas em Ciéncias da
Salde / Laboratério de Virologia.

O projeto foi submetido ao CEP-INPA (Conselho de Etica em Pesquisa do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia) sob protocolo 184/08 e aprovado em 19 de junho de

2008.

4.2.2 Populagdo de referéncia

Populagdo que procura por servigos de salde publica para diagnostico de
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esclarecimento de febre persistente, suspeitos de dengue, cujas amostras sdo encaminhadas ao
LACEN-AM/FVS para identificacéo viral.

O LACEN-AM/FVS em Manaus € o laboratdrio de apoio da Fundacdo de Vigilancia
em Saude (FVS-AM) para a investigacdo laboratorial de dengue. O laboratorio recebe
amostras de todo o Estado e realiza o diagnostico de dengue através de sorologia (IgM
ELISA). Também recebe amostras para isolamento viral, que sd0 encaminhadas
periodicamente ao Instituto Evandro Chagas, Belém/PA, para a defini¢cdo do sorotipo viral
através da cultura de células C6/36. No ano de 2008 o laboratorio recebeu 361 amostras para

isolamento viral.

4.2.3 Populacao de Estudo

Criancas com suspeita de dengue pertencentes a faixa etaria entre 0 e 10 anos e 11
meses de idade de ambos os sexos, cujas amostras de sangue total e/ou soro foram

encaminhadas ao LACEN-AM/FVS para isolamento viral para dengue.

4.2 .4 Critérios de inclusao e exclusao

Participaram do estudo, amostras de sangue total ou soro de criangas na faixa etaria de
0 a 10 anos de idade, encaminhadas ao LACEN-AM/FVS para o diagndstico de dengue
(isolamento viral), coletadas até 5 dias ap0s o inicio dos sintomas (periodo de viremia). Todas
as criancas do estudo foram residentes do municipio de Manaus-Am.

N&o foram incluidas as amostras de criancas: maiores de 10 anos; coletadas apds 5
dias do inicio dos sintomas ou sem informacdo sobre dias de doenca até a coleta e/ou sem

data de coleta; ndo residentes no municipio de Manaus-AM; e com volume de sangue/soro
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insuficiente para aliquotar para o referido estudo (a prioridade foi o isolamento viral no
LACEN-AM/FVS).

Nos casos do mesmo individuo ter apresentado duas amostras (soro e sangue total), foi
priorizada a andlise do sangue total, pois conforme divulgado por Klungthong et al. (2007)
esta € a melhor amostra para detec¢do do virus na fase precoce da dengue, quando comparada

com soro e/ou plasma.
4.2.5 Casuistica

O célculo amostral adotado para o estudo foi o inerente as amostras finitas, baseado na
seguinte equagdo:

o ZFETN
S (N E T=ale

onde:

Z = abscissa da norma padrao

N = tamanho da populacdo padrédo

p = estimativa de proporc¢éo

q=1-p

d = erro amostral

O LACEN-AM/FVS recebeu ao longo do ano de 2008 um total de 207 amostras de
criancas (N). Considerando-se uma prevaléncia (p) de 10% de positividade nos isolamentos
virais para essa faixa etaria, com intervalo de confianca (q) de 95% e admitindo-se um erro
amostral (d) de 0,045 estimou-se uma casuistica de 94 amostras.

No entanto, foram descartados deste estudo 38 amostras, por ndo se enquadrarem

dentro dos critérios de inclusdo anteriormente descritos (14 amostras com volume
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insuficiente; 17 sem identificacdo da data do inicio dos sintomas ou do tempo habil de coleta).
Assim, ao todo s6 foram possiveis participar do universo de estudo 169 amostras.

As amostras foram selecionadas de forma sistematizada até que se alcancasse o total
de 94 amostras, utilizando-se razdo igual a 2 (inclui uma, descarta uma), que resultaram na
inclusdo de 84 amostras. E depois nas restantes, razdo igual a 8 (inclui uma descarta sete), até
que se completasse a casuistica (mais 10 amostras selecionadas nesse processo). A ultima
razdo foi calculada de acordo com a seguinte formula: N/n (85/10=8,5). Onde N equivale aos
que foram excluidos na primeira etapa e, n é o total de amostras que faltam para completar a
casuistica de 94 (94-84=10).

Foram feitos dois sorteios para saber que amostra incluir e eliminar. Na primeira etapa,
sorteou-se a segunda amostra para ser incluida (nesse caso, incluiram-se todas as amostras
com numeros pares). Na segunda etapa sorteou-se um nimero de 1 a 8, nesse caso 0 numero 7
foi sorteado. Assim, incluiu-se a 7% amostra e a cada 8 contadas, uma foi incluida até

completar a casuistica.

4.2.6 VVariaveis analisadas

As fichas de investigacdo laboratorial que contém as informacgdes sobre os pacientes
encaminhados ao LACEN-AM/FVS foram analisadas (Anexo A).

Destacamos as seguintes variaveis nesse estudo: idade, sexo, bairro de residéncia, zona
de residéncia, data de inicio dos sintomas, e sorotipo viral infectante.

As variaveis sinais e sintomas ndo foram analisadas neste estudo, pois considerou-se
que os dados estavam passiveis de erros (viés). Notou-se que nas fichas as informagfes sobre

este aspecto na maioria das vezes estavam ausentes ou pobremente descritas.
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4.3 Amostras

Utilizou-se neste estudo amostras de sangue total e soro, pois 0 LACEN-AM/FVS
recebeu estes dois tipos de amostras para o isolamento viral da dengue. Tanto o soro quanto o
sangue total (cerca de 2 mL) foram armazenados em freezer a -70°C no préprio laboratorio.

Uma aliquota de sangue total ou soro, cerca de 500 pL, foi recolhido em microtubo, e
armazenada em freezer a -70°C. O transporte para posterior processamento laboratorial foi
feito em temperatura fria (caixa térmica com gelo).

Quando o mesmo individuo apresentou duas amostras (sangue total e soro), foi
priorizada a analise do sangue total, pelo fato desse tipo de amostra apresentar melhores
resultados que o soro nas tentativas de tipificacdo viral para dengue, conforme divulgado por

Klungthong et al. (2007).

4.3.1 Rotulagem das amostras

A identificacdo da amostra foi a mesma utilizada pelo LACEN-AM/FVS: uma etiqueta
adesiva impressa contendo o nimero do protocolo, nome, data de nascimento, data de entrada
no LACEN-AM/FVS e tipo de exame (isolamento viral). Adotou-se uma numeracgao crescente
de acordo com a ordem cronoldgica de recebimento da amostra, para que fosse possivel

realizar a selecdo sistematica da casuistica.

4.4 Método de Identificagdo Viral

O método de identificagdo do RNA viral do dengue foi feito através da reacdo em

cadeia da polimerase conjugada a transcri¢do reversa (RT-PCR), seguida por um Semi-
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Nested-PCR, segundo metodologia descrita por Laciotti et al. (1992).

A RT-PCR obtém o DNA complementar (cDNA) e amplifica-o produzindo um
amplicon de 511 pares de bases (pb). O Semi-Nested-PCR amplifica a sequéncia especifica
para cada sorotipo do DENV, produzindo amplicons com diferentes tamanhos, conforme o
sorotipo ou sorotipos presentes na amostra (Tabela 1).

Durante os processos biomoleculares foram utilizados controles negativos (sangue
humano sabidamente negativo para dengue) e controles positivos (sangue total positivo para
DENV-3). Os controles foram utilizados desde o processo de extracdo do RNA viral até a
ultima etapa da analise (Semi-Nested-PCR), em lotes de processamento (de 10 em 10
amostras).

4.5 Fluxo de procedimentos

~
* Obtencéo das amostras no Lacen/AM
* Criancas de 0 a 10 anos
2008 | )
« Selecdo da casuistica A
* Procedimentos laboratoriais
* RT-PCR e Semi-Nested-PCR )

Dengue Serotypes
1 4

Semi-
Nested-
PCR

Eletroforese
em gel

@/’”’
Sangue Extracdo
total/soro do RNA

Figura 7 - Resumo dos procedimentos realizados no estudo.
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4.6 Procedimentos Laboratoriais

4.6.1 Extracdo do RNA

A extracdo do RNA foi executada utilizando-se o método do Trizol (Invitrogen),
baseado na utilizacdo de solucdo monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina. Um
volume de 100pL da amostra foi homogeneizada com 300uL do reagente Trizol em
microtubo de 500uL, em camara de exaustdo. A mistura foi vigorosamente agitada em vértex
e logo em seguida incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds esse tempo, foi
adicionado 80puL de uma solucdo de alcool isoamilico e cloroférmio (diluido na proporcéo de
1:25, respectivamente) e a mistura foi agitada por 15 segundos no agitador automatico e
incubada em banho de gelo por 5 minutos. Em seguida a solucgéo foi centrifugada a 12.000 x g
por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante (fase aquosa) foi transferido para outro microtubo de
500uL. Foi adicionado igual volume (cerca de 200uL) de alcool isopropilico gelado para
precipitar o RNA, homogeneizado por 5 segundos e a suspensdo foi incubada por 15 minutos
em banho de gelo. Logo apo6s, a suspensdo foi centrifugada a 12.000 x g por 15 minutos a
4°C.

O sobrenadante (isopropanol) foi retirado cuidadosamente, do lado oposto do
precipitado (RNA), e descartado. O precipitado foi lavado com 500uL de etanol gelado a 75%
e homogeneizado por 15 segundos. A suspensao foi centrifugada a 9.000 x g por 8 minutos a
4°C. O etanol sobrenadante foi retirado e descartado e o processo de lavagem repetiu-se mais
uma vez. Terminada a lavagem, o RNA precipitado foi seco e ressuspenso com 30uL de
solucdo de agua livre de RNase e DNase e estocado a -70°C até o momento do

processamento.
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4.6.2 Procedimento molecular

Uma vez extraido, 0 RNA viral foi submetido a técnica de transcricdo e amplificacéo
utilizando-se uma transcriptase reversa (RT) para obtencdo do DNA complementar (CDNA)
associada a uma polimerase (PCR) para amplificacdo do cDNA, baseado no protocolo de
Lanciotti et al. (1992). Ap6s a obtencdo do cDNA o produto foi submetido a um segundo PCR
(Semi-Nested-PCR) com iniciadores tipo-especificos, que amplificaram segmentos de cDNA
de tamanho caracteristico para cada sorotipo do virus dengue, conforme pode ser visualizado

na Tabela 1.

Tabela 1

Primers utilizados para identificacdo do virus dengue e seus sorotipos

Primers Sequéncia Tamanho do
q Amplicon
D1 5-TCAATATGC TGA AAC GCG CGA GAAACC G-3' 511pb
D2 5-TTG CAC CAACAG TCAATGTCTTCAGGT TC-3' 511pb
TS1 5-CGT CTC AGT GAT CCG GGG G-3' 482pb
TS2 5'-CGC CAC AAG GGC CAT GAA CAG-3' 119pb
TS3  5-TAA CAT CAT CAT GAG ACA GAG C-3' 290pb
TS4 5-CTCTGTTGT CTT AAA CAA GAG A-3' 392pb

Fonte: LANCIOTTI et al., 1992

4.6.2.1 Primeira Etapa: RT-PCR

Neste procedimento, foram utilizados iniciadores designados para anelar com genoma
de qualquer um dos quatro sorotipos de dengue, gerando um produto com 511 pb,

correspondente a uma regido conservada entre os genes C/prM (Tabela 1). A reacdo de
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amplificacdo foi realizada em um volume final de 27,5uL, contendo os seguintes
componentes: 5uL do RNA extraido, 2,5uL de PCR buffer 10X (10mM de Tris-HCI, pH 8.4,
500mM KCI), 0,75 pL MgCl, 50mM, 0,5uL de cada desoxinucleotideo trifosfato (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) 10mM, 1,25uL de DTT 0,1M (Ditiotreitol), 0,25 pL de cada iniciador
12,5mM (D1 e D2); 0,25 pL de Inibibidor de RNase 40U/uL (RNase OutTM Recombinant
Invitrogen®), 0,35 pL da enzima Transcriptase Reversa 200U/uL (Super ScriptTM Il RNase
H Invitrogen®); 0,125 uL unidades da enzima Taq DNA Polymerase Recombinant 5U/uL
Invitrogen ® e 16,3 pL de agua miliQ.

A mistura foi amplificada em um termociclador Eppendorf® Mastercycler Gradient
programado para 1 ciclo a 45°C por 65 minutos; 1 ciclo a 94°C de 2 minutos, 35 ciclos a 94°C
por 60 segundos, 55°C por 2 minutos e 72°C por 3 minutos; e um ciclo final a 72°C por 10

minutos, mantendo-se a amostra a 4 °C no término do procedimento.

4.6.2.2 Segunda Etapa: Semi-Nested-PCR

O produto do primeiro ciclo foi submetido a uma reacdo realizada com iniciadores
especificos para cada sorotipo viral, para que houvesse a amplificacdo de fragmentos de
489pb, 119pb, 290pb e 392pb para os sorotipos DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4,
respectivamente (Tabela 1). As reacfes de Semi-Nested-PCR foram realizadas em um volume
final de 30,8pL, utilizando 5uL do produto do primeiro ciclo diluido em agua livre de DNase
e RNase na proporc¢do de 1:100. A mistura de reacdo foi a mesma do primeiro ciclo da PCR,
com excecdo do primer D2 que foi substituido pelos primers tipo-especificos de cada sorotipo
do dengue, no volume de 0,25 pL de cada iniciador 12,5mM (TS1, TS2, TS3e TS4),eo DTT
e a enzima transcriptase reversa que foram retirados nesta segunda fase de amplificacéo.

As amostras foram submetidas a incubacdo em termociclador com as seguintes



53

condigdes: 28 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto, seguido de 72°C por 2

minutos; mais 1 ciclo final a 72°C por 10 minutos.

4.7 Deteccdo do produto amplificado

Foi retirado 7uL do produto amplificado no segundo PCR e adicionado 3upL do
tampéo de corrida com azul de bromofenol e glicerina. Aos pogos do gel foram acrescentados,
nessa ordem, 2uL do padrdo de peso molecular equivalente a 100 pares de bases (Ladder
100bp 1pg/mL Invitrogen™), 8uL de cada amostra amplificada (corada) e os controles
negativo e positivo.

A eletroforese foi realizada em gel de agarose na concentracdo de 1,5% utilizando-se
tampdo TBE 1X, com voltagem de 90V por cerca de 1 hora.

Apbs a eletroforese, o gel foi corado com brometo de etidio. A visualizacdo foi

realizada em um transluminador de luz ultravioleta e fotografado com camera digital.

4.8 Analise dos resultados

Os dados foram apresentados por meio de gréaficos e Tabelas de frequéncia, onde se
calculou as frequéncias absolutas simples e relativas para os dados qualitativos, e média e

desvio-padrédo para os dados quantitativos.

Na comparacdo da media de idade em relacdo as demais variaveis foi utilizada a
estatistica de t de Student, pois a mesma apresentava distribuicdo normal (p > 0,05) por meio
do teste de Shapiro-Wilk. Na analise dos dados categorizados foi utilizado o teste do qui-
quadrado de Pearson (VIEIRA, 2004; ARANGO, 2001).

O software utilizado na anélise foi o programa Epi-Info versdo 3.5.1 para Windows,
que é desenvolvido e distribuido gratuitamente pelo CDC. O nivel de significancia utilizado

nos testes foi de 5%.
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5. RESULTADOS

Foram analisadas 94 amostras de sangue/soro de criancas de 0 a 10 anos suspeitas de
dengue no Municipio de Manaus/Am durante 0 ano de 2008, encaminhadas ao LACEN-AM
para diagnostico viral. Ao todo, foram 361 amostras para diagnostico viral, das quais 207
amostras pertenciam a faixa etaria estudada. Onze amostras nao continham na ficha de
encaminhamento a idade do paciente.

Das 94 amostras analisadas pelo estudo, dezesseis (17,0%) foram positivas para
dengue, sendo que 78/94 amostras foram negativas (83,0%).

Dentre as amostras positivas, quinze (93,8%) foram diagnosticadas em amostras de
sangue total coletadas sem EDTA. Somente uma amostra foi de soro.

O DENV-3 foi o unico sorotipo viral do dengue encontrado neste estudo, conforme

visualizado na Figura 8 Abaixo:

600 pb --

400 pb --

290 pb --

Figura 8 - Resultado da eletroforese em gel de agarose 1,5% de Nested-PCR para dengue. Canal 1:
marcador de pM=100pb; canais 2 a 9: amostras (positivas para DENV-3, pM=290pb); canal 10: controle
negativo; canal 11: controle positivo DENV-3.

Entre as amostras de criancas analisadas 48,9% foram do sexo feminino e 51,1%

foram do sexo masculino (Tabela 2).
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Tabela 2

Distribuicdo segundo a frequéncia do sexo e idade das criangas de 0 a 10 anos atendidas no
LACEN-AM/FVS durante o ano de 2008, Manaus-AM.

Variaveis fi %
Sexo
Masculino 46 48,9
Feminino 48 51,1
Idade
0a2 18 19,1
3ab 27 28,7
6a8 24 25,5
9al0 25 26,6
Média + Dp 56+3,1

Dp = Desvio-padréo.

Dentre o0s casos positivos, 62,5% foram do sexo masculino e 37,5% do sexo feminino.
Na Tabela 3 pode-se visualizar a distribuicdo dos casos positivos e negativos dentre as
amostras investigadas, segundo o sexo. Pdde-se verificar que a dengue foi mais frequente
entre 0s meninos (20,8%) que entre as meninas (13,0%), com uma razéo de 1,6 vezes maior
entre 0os meninos. No entanto, ndo foi encontrada associagdo estatisticamente significante do

resultado do RT-PCR positivo em relagdo ao sexo (p = 0,315).

Tabela 3

Distribuicédo segundo o resultado da RT-PCR para dengue em criancas de 0 a 10 anos
atendidas no LACEN-AM/FVS durante o ano de 2008, segundo o sexo, Manaus-AM.

Resultado do RT-PCR

Sexo Positivo Negativo Total
fi % fi % fi %
Feminino 6 13,0 40 87,0 46 48,9
Masculino 10 20,8 38 79,2 48 51,1
Total 16 17,0 78 83,0 94 100,0

Xz =1,01; p=0,315.
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Quanto a idade das criancas estudadas, a média etaria ficou em 5,6 anos (Dp %3,1
anos). A meédia e o desvio-padrdo da idade das criancas com RT-PCR positivo e negativo
foram, respectivamente, 6,4 £ 3,2 e 55 £ 2,7. No entanto, ndo foi constatada diferenca
estatistica (p = 0,289) ao nivel de 5% (Figura 9). O mesmo ocorreu na comparacgédo da idade

em relacdo ao sexo (p = 0,433), como pode ser observado na Figura 10.
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Positivo Negativo

p =0,289 (Teste t de Student) RT-PCR

Figura 9 - Distribuicdo segundo a média de idade e o intervalo de confianca das amostras positivas na
RT-PCR para dengue, segundo o RT - PCR, Manaus-AM, 2008.
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Figura 10. Distribuicdo segundo a média de idade e o intervalo de confianca das amostras positivas na
RT-PCR para dengue, segundo o sexo, Manaus-AM, 2008.
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Quanto a distribuicdo temporal da casuistica durante o periodo do estudo, 88,3% das
amostras foram representativas do primeiro trimestre de 2008, sendo que os meses de junho,
julho, agosto e dezembro ndo apresentaram amostras, ou seja, ndo houve investigacao
laboratorial virolégica em criangas suspeitas de dengue em Manaus nos respectivos meses

(Tabela 4).

Tabela 4

Distribuicdo mensal da casuistica e resultados positivos em criancgas de 0 a 10 anos atendidas
no LACEN-AM/FVS, Manaus-AM, 2008.

Més fi/n %

Janeiro 4/26 15,4
Fevereiro 10/44 22,7
Margo 2/13 15,4
Abril -3 -
Maio -5 -
Junho - -
Julho - -
Agosto - -
Setembro -1 -
Outubro -1 -
Novembro -1 -
Dezembro - -

Total 16/94 17,0

fi= frequéncia de casos positivos.

Na Figura 9 tem-se a distribuigdo dos casos positivos por unidade de notificacdo do
caso suspeito de dengue, ou seja, por procedéncia da amostra. As unidades notificantes que
enviaram amostras de criangas com suspeita de dengue para o0 LACEN-AM/FVS durante o

ano de 2008, foram, em ordem decrescente: Pronto Socorro da Crianga Zona Sul (44,7%),
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Pronto Socorro da Crianca Zona Oeste (30,9%), Pronto Socorro da Crianca Zona Leste
(17,0%), Pronto Socorro Infantil da UNIMED (3,2%) e Distrito de Saldde Leste (1,1%).
Considerando-se somente as amostras positivas, 0 PSC da Zona Oeste totalizou 43,8%
dos casos identificados pelo RT-PCR. Em segundo ficou o PSC da Zona Sul com 31,3% de
positividade e em terceiro 0 PSC da Zona Leste com 18,8% dos casos positivos. 6,2% dos

casos positivos foram advindos do PSI da UNIMED-Manaus (Figura 11).

50,0

40,0

43,8
31,2
30,0
20,0 18,8
10,0 i 62
0,0 . . . i — .
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%

Figura 11 - Distribuicdo da freqliéncia de amostras positivas para dengue em criancas de 0 a 10 anos
encaminhadas ao LACEN-AM/FVS por unidade de procedéncia, Manaus-Am, 2008.

Quanto aos dias de doenca, que correspondem aos dias entre a data do inicio dos
sintomas e data da coleta da amostra de sangue da crianca, entre as amostras positivas a média
foi de 2,8 dias, com desvio padréo de +0,98 dias. Nenhuma amostra coletada no 5° dia de
doenca foi positiva para dengue.

Setenta e cinco por cento (75,0%) das amostras positivas para 0 DENV-3 foram
coletadas até o 3° dia de doenca. A proporcdo de casos positivos foi crescente do 1° ao 3° dia,

conforme pode ser visualizado na Figura 12. O 4° dia apresentou a segunda maior proporgao
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de casos positivos (25,0%).

® Frequéncia (%)

43,8
25,0
18,8
125 l

1 DIA 2 DIAS 3 DIAS 4 DIAS

Figura 12 - Distribuicdo dos casos positivos de dengue entre as criancas de 0 a 10 anos atendidas no
LACEN-AM/FVS, segundo dias de doenca. Manaus-AM, 2008.

Nas Figuras 13 e 14 pode-se observar a distribuicdo espacial dos casos positivos para
DENV-3 por bairros e zonas da cidade de Manaus. O bairro Alvorada foi responsavel pelo
maior numero de criancas diagnosticadas no estudo por DENV-3, com 18,8% dos casos. Os
bairros Compensa e Sao José Operario apresentaram 12,5% dos casos, cada um. Juntos, estes
trés bairros somaram 43,8% dos casos. Néo foi possivel identificar o endere¢o de uma criancga
do estudo (6,5%). Outros bairros que também apresentaram criangcas com dengue foram: Lirio
do Vale, Cachoeirinha, Cidade Nova, Educandos, Centro, Parque 10 de Novembro e
Aparecida, conforme ilustrado a seguir.

Todas as zonas do municipio de Manaus apresentaram criangas positivas nesse estudo.
A Zona Sul foi responsavel pelo maior nimero de casos, alcangando 25,0%. As zonas Oeste e
Centro-Oeste foram responsaveis por 18,8% dos casos, cada uma. Juntas, estas trés zonas
somaram 62,5% dos casos, conforme pode ser visto na Figura 14. As zonas Centro-Sul e

Norte mostraram os menores indices, com 6,3% dos casos, isoladamente.
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Figura 13 - Distribuigdo espacial do DENV-3 no municipio de Manaus/AM, em criancas de 0
a 10 anos, segundo bairro de residéncia.
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Figura 14. Distribui¢do espacial do DENV-3 no municipio de Manaus/AM, em criancas de 0 a 10
anos, segundo zona de residéncia.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliadas 94 amostras de criancas encaminhadas ao LACEN-
AM/FVS durante o ano de 2008, onde se verificou uma prevaléncia de 17,0% para 0 DENV,
todos pertencentes ao sorotipo DENV-3.

Segundo dados da Secretaria de Vigilancia em Saude (BRASILa, 2010), em 2008 o
Estado do Amazonas notificou 11.281 casos suspeitos de dengue; com incidéncia de 337,6
casos por 100.000 habitantes e uma concentracdo de 81% dos casos em Manaus. Foram
confirmados 171 casos de FHD, com seis 6bitos. O principal sorotipo circulante foi o DENV-
3, detectado em 96,6% das amostras com isolamento, confirmando os achados deste estudo.

O DENV-3 introduzido no continente tem sido associado com epidemias de
FHD/SCD, principalmente no Sri Lanka e india e, com casos de mortes no México e paises
centro-americanos (NOGUEIRA et al., 2007).

Esse sorotipo vem ocorrendo no pais desde a sua entrada em 2000 e encontra-se
disperso em todo o pais. Em Manaus, durante o ano de 2002 o DENV-3 foi isolado pela
primeira vez e ocasionou uma epidemia no primeiro quadrimestre de 2008 (BRASILb, 2009).
Apbs a introducdo do DENV-3, os estudos mostram que este sorotipo costuma desbancar os
outros sorotipos quando introduzido pela primeira vez na area, mostrando sua alta capacidade
de infeccdo tanto em seres humanos quanto em vetores. Estes dados, no entanto, necessitam
de uma avaliacdo mais cuidadosa e comparacdo com dados epidemioldgicos de outros paises
na Regido das Américas (NOGUEIRA et al., 2007).

Quanto ao reconhecimento das variantes genéticas que o DENV-3 vem apresentando
no Brasil, algumas cepas pertencentes as epidemias de 2000 a 2003 no Rio de Janeiro foram
isoladas e genotipadas e mostraram-se correspondentes ao gendtipo Ill, caracteristica do

subcontinente indiano (NOGUEIRA et al., 2007).
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Alguns estudos investigaram os sorotipos virais da dengue em mosquitos do género
Aedes no perimetro urbano de Manaus, através da RT-PCR, com o intuito de se conhecer o
nivel de infestacdo e disseminacgéo deste vetor na capital do Amazonas. Pinheiro et al. (2005)
verificou uma prevaléncia de 17,1% para o DENV-3, Unico sorotipo isolado no estudo. A
analise filogenética desse sorotipo mostrou serem pertencentes ao genotipo Ill, que sédo
representados pelos virus do Sudeste Asiatico, similar ao encontrado no Rio de Janeiro
anteriormente.

Santos (2008) analisou pools de mosquitos durante o periodo de dezembro/2005 a
dezembro/2006. Houve uma positividade de 80% nos pools de A. aegypti e 60% nos pools de
Aedes albopictus, ambos para o sorotipo DENV-3. Esse elevado percentual de infeccdo pelo
DENV-3 demonstrou uma importante circulacdo desse sorotipo na cidade de Manaus em
populacdes naturais de mosquitos adultos no periodo do estudo, inclusive prevendo o risco da
populacdo manauense de sofrer epidemias ocasionadas por este sorotipo nos anos
subsequentes ao estudo, o que pode ser constatado na epidemia de 2008.

Somente um estudo, realizados por Rocha e Tauil (2009), abordou caracteristicas
clinico-epidemioldgicas da dengue em criangas no municipio de Manaus, onde se estudou
casos de dengue autdctone em criangas menores de 15 anos, no periodo de 2006 e 2007. Neste
estudo também se relatou prevaléncia do DENV-3 sobre os demais sorotipos.

Apesar de um estudo recente reportar a circulacdo do DENV-4 em Manaus
(FIGUEIREDO et al., 2008), neste estudo nédo foi detectado este sorotipo. Houve prevaléncia
do DENV-3, o que néo significa que os outros sorotipos ndo estivessem presentes, apenas que
ndo foram detectados, visto o tamanho limitado da casuistica frente ao universo de estudo
(todos os habitantes de Manaus).

Também € sabido que o sorotipo DENV-1 ndo costuma provocar dengue sintomatica,

pois segundo Schatzmayr (2000), durante a primeira epidemia causada pelo DENV-1 no pais,
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houve cerca de 40% de infecgdes silenciosas nas populacdes afetadas, confirmando dados
obtidos em outros paises.

Considerando 0 homem como principal hospedeiro no ciclo de transmissao urbano do
virus dengue, a deteccdo apenas do DENV-3 sugere que a maior parte da populacdo de
Manaus estd imune aos virus DENV-1 e DENV-2. Uma vez que esses sorotipos ja circularam
na cidade em anos anteriores ao estudo, provocando duas principais epidemias em 1998-1999
e 2000-2001, e parte da populacdo se infectou e desenvolveu anticorpos contra 0S mesmos.
Com a introducdo do DENV-3 em 2002 na cidade de Manaus, a populacdo se encontrava
imunologicamente susceptivel a este sorotipo, facilitando sua dispersdo e infeccdo em
humanos.

De fato, experimentos anteriores mostraram que quando um novo sorotipo €
introduzido em uma comunidade, ocorre uma diminui¢do natural da circulacdo de outros
sorotipos pré-existentes (WHO, 1997; RIGAU-PEREZ et al., 2006).

Neste estudo a dengue foi mais prevalente em meninos (62,5%) que em meninas
(37,5%), apesar da proporcao praticamente igual de meninos e meninas no estudo. A razdo de
chances de adoecer de dengue foi 1,6 vezes maior entre 0s meninos, embora ndo tenha
ocorrido significancia estatistica de dengue em relacdo ao sexo.

H& estudos que demonstram maiores incidéncias de dengue em mulheres quando
comparadas as incidéncias entre os homens (RIBEIRO et al., 2006; VASCONCELOS, 1993),
outros indicam transmiss&o similar entre os sexos (GONCALVES NETO; REBELO, 2004).

N&o houve diferenca entre 0s géneros nesse estudo, coincidente com os achados de
Rocha e Tauil (2009), também realizado em Manaus, embora estudos voltados para a faixa
etaria infantil ainda sejam escassos no Brasil e principalmente no Amazonas.

No Vietnd, Hung et al.(2005), ndo encontraram diferenca entre 0s sexos, em criangas

menores de 1 ano. Na Nicardgua, a razdo de prevaléncia entre os sexos foi de 1:1 em criancas
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(HAMMOND et al., 2005).

Salgado et al. (2007) estudaram criangas menores de 13 anos internadas com suspeita
de dengue na Coldémbia (Neiva), no qual a doenca foi mais frequente em meninas menores de
10 anos e em meninos maiores de 10 anos, sem entretanto haver diferenca de género. Na
distribuicdo por idade, 67% dos pacientes foram menores de 5 anos, com um numero
importante de lactentes (20%).

Em algumas partes do mundo, a dengue é o principal problema de salde publica
pediatrica (KABILAN et al., 2003). A OMS considera aceitavel uma letalidade de FHD de até
1%. Rocha e Tauil (2009) observaram que a letalidade de FHD e SCD em Manaus, nos
menores de 15 anos encontrava-se acima do aceitavel apesar de ter havido uma reducdo do
ano de 2006 (12,5%) para o ano de 2007 (4,6%). Em 2009, houve diminuicdo significativa,
passando a 0,9% (BRASILa, 2010)

As caracteristicas epidemiologicas da dengue no Brasil, segundo Halstead (2006)
diferiam daquelas encontradas no Sudeste da Asia, pois a incidéncia da FD e da FHD era
maior em adultos (TEIXEIRA et al., 2005), enquanto no Sudeste Asidtico a FHD é
predominante em criancas. Siqueira et al. (2005) num estudo para identificar padrdes
epidemiolégicos da dengue no Brasil (1981 a 2002), reportaram que aproximadamente 50%
de todos os casos de dengue ocorreram na faixa etaria entre 20 a 49 anos

Teixeira et al. (2008), no entanto, descreveram uma mudanca recente nos padrdes
etarios para a ocorréncia de FHD no Brasil, num estudo retrospectivo da dengue no Brasil de
janeiro de 1998 até dezembro de 2007. O mesmo comportamento foi observado por Rocha;
Tauil (2009) na cidade de Manaus em 2006/2007.

Em 2008 foram notificados 806.306 casos e novas epidemias causadas pelo sorotipo
DENV-2 ocorreram em diversos estados do pais, marcando o pior cenario da doenga no

Brasil, em relacdo ao total de internacGes e Obitos até o momento (BRASILa, 2009). Essas
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epidemias foram caracterizadas por um padrdo de migracdo de gravidade para as criangas, que
representaram mais de 50% dos pacientes internados nos municipios de maior contingente
populacional. Mesmo em municipios com menor populacdo, mais de 25% dos pacientes
internados por dengue eram criancas, 0 que ressalta que todo o pais vem sofrendo, de maneira
semelhante, essas alteracGes no perfil da doenca. No ano de 2009, foram notificados no
Amazonas 2.680 casos de dengue, o que representa um declinio de 76%, em relacdo ao
periodo de 2008 (BRASILa, 2010).

Segundo Goncalves Neto e Rebélo (2004), essa mudanca de padrdo pode ser
explicada pelo proprio processo de instalacdo da endemizacdo da doenga, visto que a maior
incidéncia da doenca em faixas etarias mais elevadas ¢ um padrdo observado em areas
indenes logo apo6s a introducdo de um novo sorotipo do virus. Considerando que em Manaus
circulam os trés sorotipos e ja se tem consolidado o processo de endemizacdo da doenca, é
esperado que faixas etarias mais jovens sejam mais afetadas. Este comportamento também ja
foi descrito em outras partes do mundo. Na Asia, paises como Tailandia, Filipinas e Malésia,
onde as epidemias ocorrem desde 1954 e existe uma co-circulacdo viral dos quatro sorotipos
de dengue, as criancas manifestam principalmente as formas mais graves e ndo usuais da
doenca (CAMPAGNA et al., 2006).

O deslocamento para faixas etarias mais jovens também assinala a gravidade da
situacdo, pois as criancas SA0 mais susceptiveis ao extravasamento plasmatico por
apresentarem permeabilidade vascular aumentada (HALSTEAD, 2006). A alta endemicidade
e a co-circulacdo dos trés sorotipos no pais (SIMONE et al., 2004) mostram um importante
fator de risco para o desenvolvimento de FHD e SCD por causa da introdugdo de novos
gendtipos virulentos .

Neste Estudo ndo houve casos positivos em menores de 1 ano (lactentes), apesar de

em Manaus, a dengue também acometer essa faixa etadria. Também ndo foi possivel
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identificar nenhum caso de transmissao vertical, apesar desta forma de transmissdo ser
conhecida em varios paises.

Maroun et al. (2008) relatam caso de transmissdo vertical de dengue em recém-
nascido do sexo feminino, com peso dentro da normalidade, admitida na unidade de terapia
intensiva neonatal com rash cutaneo, hipoatividade e febre no quinto dia de vida. O
hemograma evidenciava plaquetopenia importante (38.000 plaquetas). A méde apresentou
quadro clinico compativel com dengue trés dias antes do parto. Foram detectados anticorpos
IgM para dengue tanto na mée, quanto no recém-nascido. Foi detectado DENV-2 no recém-
nascido através da RT-PCR.

Gonzalez et al. (2001) também relatam o caso de um neonato a termo, filho de uma
mée portadora de FHD, que aos 3 dias de vida apresentou sinais de sepse complicada com
alteracdes hemorragicas. A enfermidade foi confirmada pela presenca de anticorpos IgM no
soro do bebé, porém ndo se identificou o sorotipo viral.

Ha casos em que a crian¢a desenvolve febre mais cedo, como o descrito por Petdachai
et al. (2004), onde o neonato desenvolveu febre 16 horas apds o nascimento. Havia sinais
como petéquias, no rosto e tronco, e hepatomegalia. Ndo houve sinais de extravasamento
plasmatico ou hemorragia grave. Leucopenia e trombocitopenia estavam presentes na méae e
bebé&. Ambos foram diagnosticados como dengue. O DENV-1 foi identificado.

Desde que o A. aegipty tornou-se altamente domesticado e alimenta-se durante todo
o0 dia, as criangas sdo expostas ao vetor por um longo periodo de tempo. lturrino-Monge et al.
(2006), verificou em estudo na Costa Rica que as crian¢as com mais de 6 anos apresentaram
maior positividade para dengue. Justamente a idade em que comegam a vivéncia escolar.

No presente estudo a maior parte das criangas encontravam-se em idade escolar,
salientando a importancia de se desenvolver campanhas de erradicacdo do vetor nas escolas

também.
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Segundo lturrino-monge et al. (2006), as criangas, na maioria das vezes, estudam em
escolas publicas e ficam longe de casa pelo menos, metade do dia. Seus pais podem ter a
preocupacdo de manter a area da residéncia livre do vetor, adotando medidas que anulem o0s
criadouros do A. aegypti. Porém, é importante se considerar a area onde a escola esta
construida, pois muitas delas estdo localizadas em areas governamentais que tendem a ser
menos bem cuidadas que os lares dessas criancas. Potencias fontes e criadouros de mosquitos
ndo sdo dificeis de encontrar nessas areas e suas redondezas. 1sso ressalta a importancia de
concentrar programas de controle vetorial em areas onde as criancas passam mais tempo.
Todos 0s casos positivos desse estudo ocorreram no primeiro trimestre de 2008
(100,0%), com predominio na estacdo chuvosa (janeiro a abril), coincidindo com a epidemia
ocorrida em Manaus nesse mesmo periodo. Num estudo retrospectivo da dengue em Manaus,
de 2002 a 2006 (AMARAL; NASCIMENTO, 2009), a dengue apresentou carater sazonal,
com maior incidéncia nos meses de janeiro a abril, confirmando os achados deste estudo.
Desde a primeira epidemia em Manaus, a dengue vem se comportando de forma
endémica, com aumento de incidéncia no periodo das chuvas, que geralmente ocorre entre
janeiro e julho, com os trés sorotipos circulantes (ROCHA; TAUIL, 2009). Apesar de ocorrer
mais no inicio do ano, torna-se imprescindivel manter continuamente as vigilancias
entomoldgica, epidemioldgica e laboratorial com adocdo de medidas de prevencdo e controle
da doenca durante o ano todo, visto que o vetor encontra-se sempre competente para
transmitir qualquer sorotipo e desencadear, a qualquer momento, mais uma epidemia sempre
gue encontrar uma populacédo susceptivel.
N&o houve nenhum caso positivo no periodo da seca e no periodo transicional
(outubro-novembro), justamente porque apenas 3,2% da casuistica deste estudo
concentraram-se nestes periodos. Em 2008, a demanda foi quase nula no periodo seco e/ou

transicional entre as criancas de 0 a10 anos, no LACEN-AM/FVS.
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E natural que essa reducdo de casos ocorra, visto que na estacdo seca diminui a
disponibilidade de criadouros naturais e artificiais, desfavorecendo o vetor. Coelho et al. (2008) e
Coutinho et al. (2006) relatam que em algumas areas subtropicais, a densidade do mosquito e
0 nlmero de casos comegam a aumentar em nimero sempre com o inicio da estacdo chuvosa
(outubro) alcangando um pico cerca de 3 meses mais tarde.

Mesmo na estacdo seca, 0s ovos do vetor conseguem se manter até a proxima chuva.
Segundo Rios-Velasquez et al. (2007), no periodo de transicdo ocorre um aumento
significante dos vetores A. aegypti e A. albopictus, pois a baixa precipitacdo é suficiente para
manter o habitat e garantir a eclosdo dos ovos acumulados durante a estacdo seca. Embora o
maior numero de casos em Manaus ocorra na estacdo chuvosa, um nimero consideravel de
casos tem sido notificado nas estacBes seca e transicional, que demonstra uma transmissao
endémica ocorrendo durante todo o ano.

Neste estudo ndo foi possivel verificar o tipo de infeccdo nas criancgas, pois ndo foi
feita a sorologia para se especificar se era dengue primaria ou secundaria, e assim poder
comparar o grau de resolucdo do PCR nestas duas entidades clinicas. Porém a literatura relata
gue na infeccdo primaria ela costuma ser mais prolongada quando comparada com infeccdo
secundaria, 5,1 dias versus 4,4 dias, respectivamente. E a viremia costuma durar em média 4,4
dias, variando num espectro de 1 a 7 dias (VAUNGH et al., 2002).

Quanto aos dias de doenga, o0 presente estudo verificou que a média para o diagnéstico
para a RT-PCR para dengue foi de 2,8 dias e nenhuma amostra do 5° dia de doenca foi
positiva para dengue. A maioria das amostras positivas foram coletadas até o 3° dia de doenca,
sugerindo que a viremia decresce com 0 passar do tempo, justamente quando 0s anticorpos
comecam a ser produzidos.

Sa-Ngasang et al. (2003) num estudo em criancas hospitalizadas num hospital

pediatrico na Tailandia em 2002, avaliando o grau de resolu¢do da RT-PCR na dengue
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secundaria, identificou mais o virus dengue em amostras coletadas até o 5° dia ap6s o inicio
da febre. No entanto foi possivel detectar o virus até o 8° dia.

Nolasco et al. (1997) num estudo de avaliacdo do RT-PCR em um surto epidémico na
costa norte peruana, verificaram que o0s soros coletados a partir do 4° dia de doenca nao
apresentaram resultado positivo.

No Brasil, 0 uso do RT-PCR para o monitoramento da circulacdo dos sorotipos virais
como ferramenta diagnostica é recente e ainda pouco utilizada pelos servicos de saude
responsaveis pelo diagnostico. Klungthong et al. (2007) afirmam que o RT-PCR é capaz de
detectar precocemente a doenca, inclusive estendendo a janela de detec¢édo do virus para até 9
dias, quando se utiliza o sangue total. Esse aspecto nao pode ser verificado no presente estudo
porque s6 foram incluidas amostras até o 5° dia de doenca.

Onze bairros da cidade de Manaus apresentaram casos positivos nesse estudo:
Alvorada, Compensa, Sdo José Operario, Lirio do Vale, Cachoeirinha, Cidade Nova,
Educandos, Centro, Parque 10 de Novembro e Aparecida. Rocha e Tauil (2009) descrevem
gue os bairros mais atingidos por dengue em criancas na cidade de Manaus, em 2006-2007,
foram em ordem decrescente: Cidade Nova, Petrépolis, Japiim, Jorge Teixeira, Alvorada e
Compensa.

Todas as zonas do municipio de Manaus apresentaram criangas positivas nesse estudo,
sendo que as Zonas Sul, Oeste e Centro-Oeste apresentaram a maioria dos casos.

A mesma prevaléncia foi verificada por Santos (2008), que detectou mosquitos A.
aegypti infectados com DENV-3 na cidade de Manaus, onde a positividade foi maior nas
zonas Centro-Oeste (70%), Sul (60%) e Oeste (53%) e menor nas zonas Norte (30%) e Leste
(23%). Assim, todas as zonas foram proporcionalmente semelhantes aos achados virologicos
do presente estudo, sugerindo que zonas mais infestadas por mosquitos infectados sdo mais

favoraveis a apresentar maior nimero de casos.
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Manaus, como um todo, possui todas as condicdes ecoldgicas para o desenvolvimento
do mosquito vetor A. aegypti. Segundo a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS,
1995), entre os fatores macro determinantes do dengue, destacam-se a densidade populacional
moderada ou alta; padrdes de assentamento inadequados; habitagcfes com auséncia de agua
encanada e com recipientes para armazenamento inadequadamente vedado; coleta de lixo
deficiente, propiciando acumulo de recipiente descartavel e, finalmente, precaria condicdes
socioeconémicas. Esses bairros possuem pelo menos um desses fatores que, associado aos
fatores climaticos da regido amazonica, favorecem a proliferacédo do vetor.

No presente estudo 83,0% das criancas analisadas apresentaram resultado negativo
para dengue através do RT-PCR sugerindo a ocorréncia de outras doencas febris que
necessitam ser esclarecidas. Assim, tornam-se necessarios estudos mais aprofundados a cerca
das arboviroses e outras doengas exantematicas, cujos sintomas se confundem com a dengue,
a fim de se conhecer e estabelecer o real perfil de doencas exantematicas ocorrentes em
Manaus, principalmente no que concerne a atividade viral.

A infeccdo viral do dengue resulta em uma gama de sintomas que podem ser
confundidos com os de muitas outras doencas exantematicas (FIGUEIREDO et al., 2004).
Num estudo realizado durante a primeira epidemia de dengue no Amazonas em 1998-1999,
Figueiredo et al. (2004) detectou 40% dos casos investigados como positivos para dengue. Os
pesquisadores identificaram alguns casos soronegativos registrados durante a epidemia de
dengue em Manaus, como mayaro, oropouche, rubéola, sarampo e parvovirus.

A dengue é frequente entre as doencas febris na infancia, com prevaléncia variando de
acordo com a situagdo epidemioldgica de cada regido e a clinica da crianca com dengue é
muito semelhante & das criangas com outras doencas inespecificas.

Rodrigues et al. (2005), ao tentar identificar as caracteristicas clinicas indicativas de

dengue e avaliar a aplicabilidade, na criangca ( 1 a 12 anos), do critério de caso suspeito do
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Ministério da Saude, a sensibilidade do critério de caso suspeito de dengue foi de apenas
50,8%, e valor preditivo positivo de 62,5%. Esses valores foram maiores nos escolares e nos
periodos de maior incidéncia da dengue. Assim, os critérios de caso suspeito elaborados pelo
Ministério da Saude mostraram-se de pouca utilidade em estudo realizado em criancas,
principalmente nas menores e em periodo de menor incidéncia.

Segundo Cordeiro et al. (2009), a falta de instrumentos adequados para prever se um
paciente infectado com o virus da dengue vai avancar com a forma benigna da doenca ou com
risco de vida, tem originado um grande numero de internacdes desnecessarias e dispendiosas.
E por conseguinte, a diferenciacdo primaria de infec¢do secundaria pode ser de grande valor
prognoéstico para pacientes com dengue, principalmente criancas e idosos, nos quais uma
infeccdo secundaria de dengue € mais provavel resultar em FHD.

Apesar da importancia da dengue como um sério problema de satde publica no pais,
somente poucos casos de virus isolados de regides endémicas tém sido analisados com o
intuito de se conhecer a variabilidade genémica. Segundo Pires Neto et al. (2005), esse
monitoramento deveria ser continuo com a finalidade de determinar a relacdo evolucionaria
entre eles e a introducdo e circulacdo de novos genotipos que poderiam estar associados com
0S €asos mais severos da dengue.

O conhecimento dos sorotipos circulantes numa localidade é fundamental, pois sabe-
se que alguns virus causam manifestacGes clinicas mais severas, fato observado mais
comumente em locais com circulacdo simultanea de diferentes sorotipos.

Segundo Passos et al. (2004), individuos acometidos pelo DENV-3 apresentam
sintomatologia mais grave, apresentando chance 6,07 vezes maior de apresentar choque em
relacdo aos individuos infectados com DENV-2, sugerindo maior viruléncia deste sorotipo.

A emergéncia de casos de FHD e a continuidade de casos reportados de dengue no

Amazonas e em todo pais, reforca a importancia dos métodos laboratoriais para a
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caracterizacdo definitiva da infeccdo dengue. A implementacdo no Brasil do diagndstico
molecular no sistema puablico poderia ser uma alternativa para tornar rapido o diagndstico,
pois a vigilancia viroldgica e soroldgica juntamente com medidas adotadas pelo Programa de
Erradicacdo do A.aegypti sdo ferramentas muito importantes para alcancar o controle da

dengue no pais.
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7. CONCLUSAO

7.1 A prevaléncia do DENV entre as criancas foi de 17,0% e a maior parte das criancas
sintomaticas suspeitas apresentaram resultado negativo para identificacdo viral, sugerindo a
ocorréncia de outras doengas febris que necessitam ser esclarecidas.

7.2 O sorotipo DENV-3 foi prevalente no periodo do estudo.

7.3 A media de idade para as criancas com resultado positivo foi de 6,4 anos e para as
negativas de 5,5 anos, sem diferenca estatistica significante.

7.4 A dengue foi mais frequente entre os meninos (20,8%) que entre as meninas (13,0%),
sem, no entanto, haver associacdo estatisticamente significante de casos positivos em relacao
ao sexo.

7.5 A dengue grassou no primeiro trimestre de 2008, coincidindo com o periodo chuvoso.

7.6 Os Pronto Socorros das Zonas Oeste e Sul foram as unidades de procedéncia com maior
namero de casos positivos.

7.7 A média dos dias de doenca, coincidente com o periodo de viremia, foi de 2,8 dias para o
diagnostico molecular, sendo que o pico do diagnostico nas criancgas ocorreu no 3° dia.

7.8 Todas as zonas da cidade de Manaus apresentaram casos positivos de dengue no periodo
do estudo e destacaram-se com os maiores indices os bairros: Alvorada, Compensa e Sdo José

Operario.
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