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RESUMO
H& décadas, a (re)emergéncia de arboviroses tem se tornado uma ameaga a satde publica do
Brasil e do mundo. Sendo em sua maioria, arbovirus carreados pelo mosquito Aedes Aegypti.
Atualmente, sabe-se que 150 arbovirus sdo nocivos aos seres humanos, no Brasil existem trés
arboviroses predominantes em varias regibes urbanas e rurais do pais, sendo elas: a Dengue
(DENV), Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV). Devido aos diversos surtos e epidemias de
DENV, ZIKV e CHIKV que ocorreram no final do século XX e inicio do século XXI, as esferas
de satde publica enfrentaram constantes desafios na realizagdo de diagnostico para as arboviroses
emergentes, tendo em vista que todas apresentam manifestacdes clinicas similares. E devido a
existéncia de outro arbovirus além da Dengue e Zika do género dos Flavivirus, a Febre Amarela,
o diagndstico laboratorial destas arboviroses necessitam ser ndo apenas sensiveis, mas também
especificos em consequéncia da possibilidade de reatividade cruzada entre eles. O presente
trabalho teve como objetivo a analise qualitativa de revisdes bibliograficas sobre as principais
arboviroses que impactam na saude publica do Brasil e do mundo, e o desenvolvimento de testes
diagndsticos soroldgicos, com foco nos desafios enfrentados pela academia cientifica. Obtendo-
se como metodologia a andlise qualitativa de trabalhos académicos retirados das plataformas
ARCA-Fiocruz, LILACS, Scielo, PubMed/MEDLINE, entre outras. Como resultado, entende-se
que a complexidade dos arbovirus de mesma familia e género, emergentes no Brasil, dificultam o
desenvolvimento de novas tecnologias para diagnéstico soroldgico e que hé& grande variagdo nos
valores de sensibilidade e especificidade dos testes atualmente disponiveis, em geral baixos.
Espera-se que, com a utilizacdo de novas metodologias e pesquisas, consiga-se elaborar testes
sorologicos acessiveis e mais acurados, que possam minimizar a reatividade cruzada e favorecer

o diagndstico especifico e sensivel.

Palavras-Chaves: Arboviroses, Zika virus, Dengue virus, Chikungunya, Febre Amarela,

Diagnostico, Sorologia.
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1. INTRODUGCAO

As arboviroses sdo doencas transmitidas por arbovirus (de Arthropod-borne virus), isto é,
virus transmitido por artropodes hematofagos. No mundo, ja se tem conhecimento de mais de 500
arbovirus, sendo 150 deles reconhecidos como nocivos ao ser humano (LOPES; NOZAWA;
LINHARES, 2014; YOUNG, 2018). Acredita-se que este numero seja apenas 1% do total de
arbovirus existentes no mundo (YOUNG, 2018). Os principais arbovirus transmitidos pelos
culicideos que sdo patogénicos ao homem e aos animais pertencem a cinco familias virais, sendo
elas: Flaviviridae, Togaviridae, Bunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (LOPES; NOZAWA;
LINHARES, 2014; YOUNG, 2018).

Compreende-se que o processo de globalizagdo — ¢ dentro dela, as mudangas climaticas,
crescimento desordenado populacional urbano e a flexibilizagdo do meio de transporte para
migragdes entre cidades e paises — afeta diretamente a natureza, possibilitando o deslocamento de
agentes patogénicos, favorecendo os vetores sinantrdpicos e sua transmissibilidade ao homem.
Pelo mesmo motivo, muitas arboviroses sao mundialmente conhecidas por sua alta capacidade de
dispersdo e pelo seu longo percurso geografico e epidémico (PAIXAO; TEIXEIRA;
RODRIGUES, 2018; YOUNG, 2018; HALSTEAD, 2019).

A Chikungunya é um claro exemplo de arbovirose que apresentou tal dispersdo mundial.
E causada pelo virus de mesmo nome (CHIKYV), da familia Togaviridae, pertencente ao género
Alphavirus, que foi isolado pela primeira vez em 1953 no leste da Africa durante uma epidemia
(LIMA-CAMARA, 2016; VIEIRA et al., 2019). Durante essa epidemia, foi possivel observar os
sintomas da doenga, como a febre alta, dores de cabega e a artralgia severa (LIMA-CAMARA,
2016; PAIXAO; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2018). O CHIKYV reapareceu de forma alarmante
durante o inicio do século XXI, chamando muita atencdo dos estudiosos por iniciar surtos na llha
Francesa de Réunion e logo depois atravessar o Oceano indico em direcdo aos paises asiaticos,
onde deu origem a novos surtos. Em 2013, o CHIKV atingiu o hemisfério ocidental vindo da

Asia, resultando em mais de 1 milhdo de casos reportados (YOUNG, 2018).

Conhecido por ter feito o mesmo percurso do CHIKV, porém silenciosamente pela Asia,

0 virus da Zika (ZIKV) foi isolado pela primeira vez 1947 em um primata ndo humano (macaco



rhesus) na Uganda (LIMA-CAMARA, 2016; YOUNG, 2018). O ZIKV pertence a familia
Flaviviridae e ao género Flavivirus. Em 2007, foi registrada a primeira epidemia de Zika em uma
ilha na Micronésia, chamada Yap (LIMA-CAMARA, 2016). Em 2013-14 na Polinésia Francesa e
em 2015-16 no Brasil, foram registrados surtos inesperados de ZIKV, que possibilitou as
associacOes patologicas da doenca, como a relacdo do aumento do numero de nascidos com
microcefalia e ZIKV e outras graves complica¢cGes neuroldgicas como a Sindrome de Guillain-
Barré. Durante os dois anos de 2015-16, a epidemia do ZIKV esteve presente em 48 paises da

América com mais de duzentos mil casos suspeitos e sete mil confirmados, sendo o Brasil o pais
com o maior numero de casos reportados (ESPINAL et al., 2019).

Esta ampliada rota geografica € possibilitada pelos vetores silvestres e urbanos,
fundamentalmente pelos mosquitos do género Aedes, sendo o0 Aedes aegypti relatado
principalmente em areas urbanas e o Aedes albopictus, em &reas silvestres. A espécie Ae.
albopictus é conhecida por permanecer em areas com vegetagdo e preferir criadouros afastados
de residéncias urbanas, se mostrando resistente a climas ndo-tropicais (PAIXAO; TEIXEIRA;
RODRIGUES, 2018; YOUNG, 2018; ESPINAL et al., 2019). J& o0 Ae. aegypti circula por areas
mais proximas aos humanos, nas residéncias urbanas e grandes cidades (PAIXAO; TEIXEIRA;

RODRIGUES, 2018). O mosquito Aedes aegypti € mundialmente conhecido por ser carreador de
mais por uma arboviroses potencialmente patogénica ao homem, a Dengue.

Do ponto de vista global, os arbovirus da familia Flaviviridae e do género Flavivirus se
apresentam como uma grande ameagca a salde, dentro deste grupo estdo os virus do Oeste do Nilo
(WNV), Encefalite Japonesa (JEV), Zika, Febre amarela (YFV), Dengue e seus 4 sorotipos
(DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4), entre outros (PAIXAO; TEIXEIRA; RODRIGUES,
2018; SUKHRALIA et al., 2019). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS),
cerca de 390 milhdes de pessoas sdo infectadas pelo virus da Dengue por ano e 3,9 bilhdes de
pessoas estdo a margem da infeccdo. Em 2019, no Brasil, foram informados 1.544.987 casos,
tendo como taxa de incidéncia 735,2 por 100 mil habitantes (BRASIL, 2020). O DENV e ZIKV
possuem ciclos de transmissdo simples, envolvendo apenas um vetor e um hospedeiro (PAIXAQ;
TEIXEIRA; RODRIGUES, 2018; YOUNG, 2018). A transmissdo ocorre principalmente pelas
zonas tropicais, porém ao longo das ultimas décadas, vem se observando a insercdo destas

arboviroses em paises da Europa e América do Norte devido as mudancas climéticas e a outros
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fatores complexos, ndo havendo mais limitaces ambientais, tornando-se uma ameaca global
(YOUNG, 2018; HALSTEAD, 2019).

Nos paises que sinalizam areas endémicas e epidémicas de Zika, Dengue, Chikungunya,
Febre Amarela, e outras arboviroses, had grande dificuldade na realizacdo do diagnoéstico
diferencial, pois apenas com a andlise clinica por parte do médico ndo € possivel diferencia-las,
uma vez que todas apresentam os sintomas iniciais parecidos como por exemplo febre, dor de
cabecga, nauseas e/ou vémitos, mialgia e artralgia. Para além da sintomatologia, € necessaria a
utilizacdo de métodos diagnosticos laboratoriais para que haja a identificacdo do agente

etiolégico da doenca e o correto manejo clinico do paciente (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018;
SAKKAS et al., 2018; ESPINAL etal., 2019).

O diagndstico laboratorial das arboviroses implica na utilizacdo de diversas técnicas,
sendo elas: sorologicas, isolamento viral, moleculares, imunohistoquimicas, entre outras. O
diagndstico molecular é considerado padrdo-ouro, ou seja, € o teste realizado para confirmar a
veracidade do resultado positivo ou negativo de uma amostra. Acosta-Ampudia et al (2018) diz
que os métodos moleculares tornaram-se valiosos ndo apenas para o diagnostico do paciente, mas
também para tipificar o virus geneticamente e fornecer informagdes sobre a natureza do ciclo de
transmissdo viral e o padrdo epidemiologico. A principal técnica molecular empregada no
diagndstico das arboviroses é a Transcricdo Reversa seguida de PCR quantitativo (QRT-PCR),
que busca detectar a presenca de material genético viral em amostras de sangue, soro e/ou
fragmentos de tecidos (6bitos), entre outros espécimes clinicos (BRASIL, 2019). Estes testes
moleculares se destacam por possuirem alta sensibilidade e especificidade para identificar o
agente, entretanto, hd desvantagens como a necessidade de infraestrutura adequada, equipe

experiente para minimizar 0s erros no processo e o alto custo dos equipamentos para realizar a
analise das amostras (BOLLELA;SATO; FONSECA, 1999).

Os diagnosticos sorolégicos, por sua vez, visam analisar, por meio de amostras de sangue,
soro e/ou plasma, a presenca das imunoglobulinas IgM e I1gG contra um agente etioldgico. Para a
maioria das doencas infecciosas, os anticorpos IgM sdo caracteristicos por indicar uma infeccao

recente e os anticorpos 1gG sdo detectados ap6s a soroconversao, podendo permanecer por meses,

até anos no organismo (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018; SUKHRALIA et al., 2019). O Teste

imunoenzimatico (ELISA) se destaca por sua praticidade e alta sensibilidade, ndo sendo
8



necessaria grande quantidade de antigeno para a deteccdo de IgM e IgG na amostra clinica.
Entretanto, a especificidade do teste pode ser um fator critico em areas endémicas para diferentes
arbovirus, como Alphavirus e Flavivirus por exemplo, podendo ocorrer reacdo cruzada e,
consequentemente, resultados falso-positivos (ACOSTA-AMPUDIA et al., 2018; PAIXAO;
TEIXEIRA; RODRIGUES, 2018; ESPINAL etal., 2019; HALSTEAD, 2019). A reacédo cruzada
ocorre devido as semelhancas genéticas e estruturais entre os arbovirus, principalmente de
mesmo género (ACOSTA-AMPUDIA etal., 2018; SUKHRALIA etal., 2019).

O desenvolvimento de testes imunocromatograficos (testes rapidos) para arbovirus se
destaca no diagndstico clinico-laboratorial das arboviroses devido a praticidade, eficiéncia e
rapida resposta. Simplificadamente, a técnica de imunocromatografia consiste na coleta de uma
gota de sangue, soro ou plasma, normalmente retirada por pungdo no dedo, que migra por
capilaridade pelo suporte imunocromatografico, até alcancar o antigeno especifico. Caso na
amostra de sangue haja anticorpo contra o antigeno, a linha de captura se acenderd, indicando a
reacdo antigeno-anticorpo (BRASIL, 2019). O desenvolvimento de testes rapidos para
arboviroses visa a deteccdo do complexo antigeno-anticorpo, por IgM ou 1gG, na amostra de
sangue coletada, na hora, de um paciente suspeito de infeccdo por arbovirus, ndo sendo
necessaria grande infraestrutura. Esses tipos de testes point-of-care (POC) sdo praticos por ndo
necessitarem de transporte de material bioldgico para o laborat6rio e ndo requererem materiais de

alto custo, podendo ser facilmente aplicado nas Unidades Basicas de Saide (UBS).

Outra técnica soroldgica que se mostra muito eficiente e possui uma especificidade maior
é o teste de neutralizacdo por reducdo de placas (PRNT). Esta técnica consiste na andlise da
formacdo das placas de lise celular (plaques), sendo assim possivel identificar se o paciente
possui anticorpos neutralizantes ao virus ou ndo. A formacdo de plaques indica que a amostra ndo
possui anticorpos que impedem o virus de infectar a célula e a sua ndo formacdo indica que
houve a neutralizacdo do virus pelo anticorpo. Porém este teste diagndstico é caro e necessita de
instalacdes laboratoriais adequadas e pessoal altamente especializado. Por tratar-se de uma
técnica que manuseia o virus para infectar as células no PRNT é de suma importancia seguir as
normas de biosseguranca para evitar infeccdes associadas ao laboratério (OMS, 2018). O
trabalho com arbovirus requer laboratérios de nivel de biosseguranga NB2 ou NB3, como por
exemplo a Dengue e a Febre Amarela respectivamente (WILSON; CHOSEWOOD, 2009).



Deste modo, as emergéncias e re-emergéncias das arboviroses no Brasil e no mundo vem
sendo um grande risco para a Satde Publica, visto que ndo ha a padronizacdo e eficécia efetiva de
um teste diagnostico econdmico, de facil manuseio e rapido capaz de reconhecer os arbovirus de
areas endémicas em periodos de epidemias simultaneas, sem reacdo cruzada (LIMA-CAMARA,
2016). Para a sociedade brasileira, a necessidade de um teste diagndstico é ainda mais relevante
devido a (re) circulagdo de novas arboviroses. Vieira et al. (2015) registra a deteccdo de seis
pacientes reagentes para o arbovirus Mayaro (MAYV) durante a epidemia de dengue em 2015, o
que revela a existéncia de arboviroses negligenciadas no pais e que possuem a sintomatologia
similar aos demais arbovirus locais.

Visto que o Brasil é um pais endémico para diversas arboviroses e alvo de novos surtos de
arbovirus negligenciados, a pesquisa proposta visa contribuir, através da revisao de literatura,
para 0 entendimento dos desafios e progressos para o diagnéstico soroldgico destas doencas que
tornam-se crescentes na sociedade brasileira. Sendo imprescindivel o estudo sobre os testes
sorologicos que irdo ajudar as unidades de salde de forma econémica, acessivel e préatica, ndo
limitando-se aos diagnosticos moleculares que, apesar de eficazes, sdo complexos e dispendiosos.

Logo, este estudo é importante pois ajudara a compreender a contextualizacdo das
arboviroses no Brasil de forma a analisar criticamente os diagndsticos sorolégicos utilizados no
pais em regides endémicas e epidémicas, esclarecendo os obstaculos enfrentados pela academia

cientifica para o desenvolvimento de diagndsticos diferenciais.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1  Objetivo Geral

Esta monografia tem como objetivo geral contribuir para o conhecimento relacionado as
arboviroses predominantes no mundo e o desenvolvimento dos testes diagnosticos sorologicos

para arboviroses.

1.1.2 Obijetivos Especificos:
1) Reconhecer as arboviroses centrais no Brasil;
2) Expor os principais arbovirus predominantes no Brasil e no mundo, que causam
doencas em humanos;
3) Compreender a importancia do diagnostico laboratorial no manejo das
arboviroses, com destaque para sorologia;
4) Identificar os desafios que envolvem o desenvolvimento de ensaios soroldgicos

para os arbovirus;
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2 METODOLOGIA

Esta pesquisa teve como metodologia a abordagem qualitativa de revisdes bibliograficas
de livros, artigos, revistas, monografias e outros textos cientificos com as palavras-chave:
“Arbovirus, Zika virus, Dengue, Virus Chikungunya, Febre Amarela, diagndstico, sorologia”.
Para a revisdo de literatura, foram utilizadas as fontes eletronicas de dados como as plataformas:
ARCA- Fiocruz, LILACS, Scielo, PubMed/MEDLINE, entre outras.

Para a construcdo da monografia, foi realizado um levantado bibliografico através de
referéncias de trabalhos monogréficos, dissertacdes, teses, boletins epidemioldgicos, manuais de
orgdos de referéncia para a area da saude, artigos cientificos, entre outros. Para a andlise das

referéncias produzidas ndo houve restrigdo temporal.
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3. DESENVOLVIMENTO (CAPITULOS)
3.1 ARBOVIROSES

H& mais de duas décadas tem-se observado a emergéncia e reemergéncia de doencas
virais transmitidas por vetores, sendo estas chamadas de arboviroses. Muitos desses vetores séo
reconhecidos por serem a causa do aumento de numeros de mortalidade e morbidade humanas.
Entende-se que a maioria das arboviroses sdo doencas zoonoOticas, ou seja, podem ser
transmitidas entre os animais e o0s seres humanos. Os animais sdo hospedeiros de significativa
importéncia para a transmissdo e permanéncia da circulagdo do virus na popula¢do, chamados de
hospedeiros reservatorios. No ser humano, as doengas podem ocorrer de forma assintomatica,
sintomatica ou como uma doenga leve ndo-especifica. Dentre os sintomas das arboviroses, a
febre sistémica € o sintoma mais relatado durante os casos epidémicos e endémicos,

independentemente de qual seja o arbovirus infectante (HALSTEAD, 2019; PAIXAO;
TEIXEIRA; RODRIGUES, 2018; YOUNG, 2018).

Em 2014 a OMS reforgou a importancia de estarmos atentos aos arbovirus e seus vetores
com o slogan “Pequenas picadas, grandes ameagas”. No Brasil, as principais ameacas citadas
pela OMS, que serdo desenvolvidas a seguir, sdo os virus da Dengue, Febre Amarela, Zika e
Chikungunya (OMS, 2014)

3.1.1 FLAVIVIRUS

Dentre os flavivirus patogénicos ao homem que serdo abordados neste trabalho
monografico, estdo o virus da Dengue (DENV), o virus da Febre Amarela (YFV) e o virus Zika
(ZIKV). Os flavivirus sdo arbovirus com uma pequena particula viral de 40 a 60 nm de diametro,
formado por um capsideo proteico (C) de forma icosaédrica, envolto por um envelope lipidico
onde estdo localizadas as proteinas de membrana (M) e espiculas virais (E). O genoma é formado
pelo RNA gendmico de fita simples de senso positivo, com aproximadamente 11 mil pares de
bases (Figura 1) (BARBOSA, 1996; BARROS, 2007: HEINZ; STIASNY, 2012).

13



FIGURA 1 - Estrutura dos flavivirus.

Envelope 4 Membrana

Fonte: Adaptado de ViralZone, Swiss Institute of Bioinformatics

Legenda: A esquerda,a seta 1 esté sinalizando a proteina de envelope, envolta por seus dimeros de proteina E; a seta
2 esta sinalizando o capsideo viral formado pela proteina C, em verde; a seta 3 sinaliza 0 genoma de RNA fita
simples no interior da particula viral; a seta 4 sinaliza a membrana, onde localiza-se as proteinas M. A direita, esta

representado em amarelo os dimeros de proteina E formando o envelope viral.

Além das proteinas estruturais C, M e E, os flavivirus possuem sete proteinas nao
estruturais (NS). Todas as proteinas virais sdo geradas a partir da codificacdo de uma
poliproteina, por meio de uma Unica fase de leitura (ORF, do inglés Open Reading Frame), sendo
as proteinas ndo estruturais: NS1, NS5, NS3 as maiores e altamente conservadas entre 0s
flavivirus e as NS2A, NS2B, NS4A e NS4B, proteinas pequenas e de baixa conservacao
(BARBOSA, 1996; SILVA,2013; BARBOSA, 2018).

Codificadas na regido terminal 5> da ORF, as proteinas estruturais de superficie M, C e E
estdo relacionadas a maturagdo extracelular do virus. Considerada a maior proteina de superficie
dos flavivirus, a proteina E possui 51 a 60 kDa e aproximadamente 501 aminoacidos na sua
estrutura. Esta apresenta diversas fungfes, entre elas a montagem de virus, fusdo celular,
atividade hemaglutinante e induz a producdo de anticorpos neutralizantes, sendo um dos
principais antigenos alvo no diagndstico soroldgico. Ja a proteina de capsideo (C) é pequena com
0 peso molecular de aproximadamente 14 kDa e 112 a 127 aminoacidos. O dominio hidrofdbico
no carboxi-terminal da proteina C opera como sequéncia sinal na insercdo da prM para dentro do
reticulo endoplasmatico, onde ocorre o processo de clivagem proteolitica da proteina pré-matriz
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precursora da proteina estrutural matriz (prM), que possui cerca de 22 kDa, resultando no produto
da Matriz que contém 8 kDa e 75 amino&cidos. A proteina M esté associada a maturacdo tardia
do virus, possibilita a infectividade completa do virion e acredita-se que o entrelacamento das
proteinas prM e E esteja relacionado com a protecdo da proteina de envelope (E) no processo de
maturagdo (BARBOSA, 1996; BARROS, 2007, SILVA, 2013;).

3.1.2 DENGUE

O DENYV possui 4 sorotipos diferentes, denominados de DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4 (PAIXAO, 2017). A classificacdo dos sorotipos se da através das variacdes que ocorrem
na proteina de envelope (E), de modo que o0s 4 sorotipos possuem similaridade de 60-70%. A
proteina E possui 3 ectodominios, sendo eles: EDI, EDII e EDIII. Esses dominios se diferem na
imunogenicidade, o dominio EDIII induz a producdo de anticorpos fortemente neutralizantes,
especificos para cada sorotipo. Devido a semelhanca estrutural dos dominios, o EDIII elicita
anticorpos neutralizantes contra ao dominio EDI/II, em consequéncia disso, anticorpos nao
neutralizantes e anticorpos fracamente neutralizantes de reacdo cruzada sdo produzidos
largamente (KHETARPAL; KHANNA, 2016). Atualmente ja se sabe que uma pessoa infectada
por um dos sorotipos adquire imunidade permanente contra 0 mesmo, ndo havendo a
possibilidade de uma reinfeccdo homologa, porém sdo aptos a infec¢do por sorotipos heterélogos.
A diferenciacdo dos sorotipos requer diagndsticos sorolégicos e moleculares (BARBOSA, 1966;
GUBLER, 1998; KHETARPAL; KHANNA, 2016).

Embora a infeccdo por DENV possa ocorrer de forma assintomatica, comumente em
criancas, o individuo infectado pode apresentar sintomas de dengue classica que posteriormente
pode se agravar para a dengue hemorragica e choque. As manifestacBes clinicas da dengue
classica sdo inicialmente febre alta, mialgia, cefaleia, vomito e dor atrds dos olhos. Evoluindo
para a forma mais grave, a dengue hemorragica apresenta sintomas como hemorragias pequenas
na pele, sangramento nasal e gengival, dentre outros. Para o diagndstico, é necessaria a
confirmacdo da diminuicdo do numero de plaquetas no sangue e a reducdo da quantidade de
sangue circulante (BARBOSA, 1996; GUBLER, 1998; PAIXAO; TEIXEIRA; RODRIGUES,
2018).
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A glicoproteina NS1 apresenta-se com grande importancia na patogenia da Dengue, pois
0s anticorpos anti-NS1 atuam na destruicdo das células infectadas pelo sistema complemento
(MARINHO, 2015). Esta, que dispde 46 kDa, altamente conservada, é expressa tanto na regiao
intracelular como na superficie extracelular das células infectadas pelo DENV (BARBOSA,
1996; SILVA, 2013). Juntamente com a NS5, forma o complexo de replicacdo do RNA viral e
executam importantes papéis na interacdo das proteinas do hospedeiro para a replicacdo total do
virus. A proteina NS1 pode persistir no sangue do paciente por mais de 4-5 dias apds o periodo
deviremia (MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017).

Acredita-se que a ativacdo do sistema complemento ocorra devido a interagcdo das
proteinas NS1 de DENV com as proteinas reguladoras do sistema complemento, levando a
producdo do complexo C5b-9 que esta associado aos casos de agravamento da doenca
(MARINHO, 2015). A proteina NS1 age impedindo a acdo do sistema complemento a partir da
sua interacdo com o fator H, resultando no aumento de producdo de particulas virais
(MARINHO, 2015). Esta também pode potencializar o seu efeito quando se fixa ao
complemento.

Na resposta imune celular ao DENV, observa-se a presenca de linfocitos T estimulados
pelas proteinas NS1, E e NS5, que atuam destruindo as células infectadas (MARINHO, 2015).
Na Febre Hemorragica da Dengue (FHD) observa-se uma resposta imune celular exacerbada.
Alguns estudos visam entender o aumento da replicacdo viral em mondcitos que levam a febre
hemorragica, outros estudam a hip6tese da imunidade aumentada via fagocitos mononucleares
infectados, estes que sdo células-alvo na infeccdo pelo virus, e podem aumentar a gravidade da
doenca (BARBOSA, 1996; MARINHO, 2015). Sugere-se também que 0 extravasamento
plasmatico por disfuncdo endotelial ocorra devido a inducédo de citocinas e ndo por acéo direta do
virus ao endotélio. O nivel de eleva¢dao das citocinas, conhecido também como “tempestade de

citocinas”, nesse processo estd associado ao agravamento da doenca (MARINHO, 2015).

Outra importante estratégia do sistema imune observada na infeccdo por DENV ¢é a
producédo de anticorpos IgM e 1gG que surgem posteriormente ao periodo de viremia. O anticorpo
IgM é o primeiro a ser produzido pelo sistema imune apds 5 dias do inicio dos sintomas,
apresentando pico no periodo de 12-20 dias e podendo durar por mais de 30 dias (MULLER,;
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DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017). Ha o registro de anticorpos da classe 1gG ap6s 10 dias desde

0 inicio dos sintomas, os anticorpos 1gG persistem por periodo indeterminado em baixos titulos.

Epidemiologicamente, o virus dengue apresenta um alto potencial de dispersao, tornando-
se uma ameaca a saude publica em areas tropicais e subtropicais. Dados da OMS (2019) relatam
uma estimativa de que aproximadamente 96 milhGes de pessoas manifestam clinicamente a
doenca por ano em mais de 90 paises que possuem regides de areas endémicas para 0 DENV.
Com o vetor da Dengue, o Aedes Aegypti, circulando pelo mundo desde o século XVI foram
relatados casos de doencas similares a dengue no litoral da América do Sul ha mais de duzentos
anos (HASTEALD, 2019). No ranking mundial de doengas transmitidas por vetores, 0 DENV
encontra-se na segunda posicdo de doenca com maior indice de morbidade e mortalidade,
perdendo apenas para a malaria (ESPINAL et al, 2019). Nas Américas, estudos registram que em
2010 ocorreram aproximadamente 53,8 milhdes de infec¢es por DENV na América Latina e no
Caribe. A Organizacdo Panamericana de Salde diz que o indice de Dengue foi de 220 casos por
100.000 habitantes em 2016 (OPAS, 2017).

No Brasil, ha registros de casos de Dengue ha mais de 3 séculos, 0s primeiros sorotipos
isolados no pais foram o DENV-1 e DENV-4 na regido norte em 1982, posteriormente 0s
sorotipos de DENV-2 e DENV-3 foram isolados na cidade do Rio de Janeiro, com ocorréncias de

epidemias que possibilitaram a dispersdo do virus para diversas regides do pais (INSTITUTO
OSWALDO CRUZ, 2021).

Devido a circulacdo de distintos sorotipos de Dengue em uma Unica regido tornou-se de
extrema preocupacdo de satde publica o controle do vetor (mosquito) pois uma segunda infecgédo
de DENV por sorotipos diferentes pode evoluir para a FHD (KHETARPAL; KHANNA, 2016;
ESPINAL, 2019). No Brasil, a partir do século XX, o médico sanitarista Oswaldo Cruz iniciou 0
programa de eliminagdo do mosquito Ae. aegypti, conseguindo erradica-lo na cidade do Rio de
Janeiro em 1920 e posteriormente, na década de 50, o mosquito passou a ser considerado
erradicado em todo o territério nacional brasileiro. Esta acdo impactou diretamente a
transmissibilidade do DENV naquela época, visto que o virus ndo permanece em circulacdo na
sociedade sem a presenca do mosquito vetor (INSTITUTO OSWALDO CRUZ, [s.d]).

Entretanto, em 1960 deu-se a reversdao desse quadro, com a reinsercdo do Ae. aegypti na
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sociedade e 0 consequente reaparecimento de casos de dengue em 1981-82 no Brasil, chegando a
1.544.987 casos provaveis de dengue em 2019 (BRASIL, 2020).

3.1.3 FEBRE AMARELA

Originario da Africa, o virus da Febre Amarela (YFV) deixou diversos paises do mundo
em alerta devido ao seu alto indice de letalidade e morbidade humana (VASCONCELOS, 2003).
Hoje a arbovirose ocorre em mais de 40 paises, sendo 34 paises no continente africano, 13 paises
na América do Sul e Central (BASTOS, 2018). Apesar de ja existir uma vacina eficaz e segura
para a profilaxia da Febre Amarela (FA), a doenga tem sido a causa da morte de milhares de
pessoas. Acredita-se que a primeira epidemia de FA no Brasil tenha ocorrido no final do século
XV, afetando os povos indigenas e europeus, a partir dessas ocorréncias a doenga passou a ser
constantemente caracterizada e estudada (FRANCO, 1969; BRITO et al., 2014).

O virus da febre amarela é classificado como nivel de biosseguranca 3, ou seja, apresenta
alto risco individual e baixo risco para sociedade (WILSON; CHOSEWOOD, 2009). Alem de
afetar os humanos, afeta também os primatas ndo humanos, estes que servem de sentinelas da
arbovirose e possibilitam que seja realizado um mapeamento do virus através do monitoramento
dainfeccdo de macacos durante possiveis surtos da doenca (MONATH; VASCONCELOQOS, 2015;
SILVA etal., 2020).

O YFV possui dois ciclos de transmissdo, sendo eles: silvestre e urbano. Diferentemente
do DENV, o YFV possui diversos vetores (mosquitos) de géneros e espécies diferentes, o vetor
primario da febre amarela silvestre € o mosquito do género Haemagogus, entretanto o género
Sabethes também se destaca na transmissdo do arbovirus em éareas silvestres (MONATH;
VASCONCELOQS, 2015; SILVA et al., 2020). O ciclo de transmisséo silvestre ocorre quando o
mosquito é infectado pelo arbovirus ao picar um primata-ndo humano ou humano que seja
hospedeiro do virus. Posteriormente 0 mosquito passa a ser carreador do virus e comega 0 seu
ciclo de transmissdo infectando humanos ndo vacinados que estdo em areas silvestres. O ciclo de
transmisséo urbana ocorre quando o virus é introduzido nas regides urbanas, atraves dos humanos
(GARDNER; RYMAN, 2010; MONATH; VASCONCELOS, 2015; SILVA et al.,, 2020).
Adiante, o0 mosquito Ae.aegypti, que é predominante dessas regides, € responsavel por infectar os

humanos e propagar a doenga (Figura 2).
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FIGURA 2 - Ciclos de transmissdo do YFV: silvestre e urbano.
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Fonte: antigo.saude.gov.br/saude-de-a-z/febre-amarela-sintomas-transmissao-e-prevencao
Legenda: O virus da Febre Amarela é transmitido entre os hospedeiros humanose primatasndo-humanosatravésdo
mosquito do género Haemagogus sabethes no ciclo silvestre, no qual os mosquitos da zona florestal transmitem o
virus para o macaco e posteriormente para oshumanos que adentraram na areasilvestre. E pelo mosquito doméstico
Aedes aegypti, no ciclo urbano, que é responsavel pela transmissdo do virus de humano para human o nos centros

urbanos.

Em 1932 no estado do Espirito Santo foi confirmada a contaminacédo pelo YFV em ciclo
silvestre e desde entdo diversos casos passaram a ser confirmados por todo o Brasil. Dados do
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) relatam que entre 1980 a meados de
2015 houve 792 casos de febre amarela silvestre, sendo 421 o numero de mortos, assim dizendo,
mais da metade dos casos foram a ébito (SILVA et al., 2020). Nos altimos 4 anos (2016-2019), a
epidemia inesperada da arbovirose nas Regifes Sudeste e Sul do pais registrou mais de 10 mil
primatas ndo-humanos afetados nas zonas urbanas, silvestres e rurais (SILVA et al., 2020). No
periodo da epidemia, 772 dbitos pela doenca foram confirmados, demonstrando a alta de 2,8
vezes em relacdo as ultimas trés décadas e chamando a aten¢do das autoridades publicas de saude
para casos de FA além das regides do Norte e Centro-Oeste do pais, onde os surtos de FA sempre
ocorreram, esporadicamente (SILVA et al., 2020). Todos os casos foram confirmados como febre
amarela silvestre, porém a recirculacdo do arbovirus em zonas urbanas possibilita a retomada do
ciclo urbano com transmissdo pelo mosquito do género Aedes através das pessoas ndo vacinadas,
ou seja, suscetiveis a0 YFV e que praticam atividades em zonas silvestres. Os primatas nédo

humanos sd8o 0s mais suscetiveis por ndo participarem do programa de vacinagdo contra FA,
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dessa forma ndo usufruindo de nenhuma acéo profilatica para ndo serem infectados pelo virus
(SILVA etal., 2020).

No Brasil, a tltima epidemia urbana de FA ocorreu no ano de 1929 no Rio de Janeiro e 0
ultimo caso de Febre amarela urbana foi registrado em 1942 no estado do Acre. Desde entéo,
com os programas de erradicacdo do mosquito Ae. aegypti na América do Sul ndo houve mais
casos de Febre amarela urbana no pais (COSTA et al., 2011; BRITO et al., 2014).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude a Febre Amarela apresenta um alto
potencial de risco para a salde da populacdo mundial e necessita de novas estratégias para a
contencdo da propagacdo do arbovirus, visto que a doenca pode se agravar e levar a morte. Como
todas as arboviroses ja apresentadas, a Febre Amarela pode ser assintomatica ou apresentar
sintomas que sao subdivididos em 3 formas clinicas: forma leve e moderada, forma grave e forma
maligna. A forma leve e moderada é quando o individuo infectado apresenta dores de cabeca e
febre, podendo haver evolugdo dos sintomas em 2 a 3 dias para forma moderada, que sdo 0s
sintomas de mialgia, nausea, vomito, artralgia e astenia (VASCONCELOS, 2003; BRITO et al.,
2014). Geralmente os grupos mais afetados por essa forma sdo aqueles que ja apresentaram uma
infeccdo por Flavivirus e criangas com anticorpos maternos adquiridos (IgG). A forma grave tem
a evolucdo dos sintomas no periodo de 3 a 5 dias, apresenta todos os sintomas de forma leve e
moderada, com a adicdo dos sintomas de ictericia e hematémese (coloracdo amarela da pele e/ou
olhos e vomito com sangue, respectivamente) (VASCONCELOS, 2003; BRITO et al., 2014).
Comumente os grupos acometidos sdo turistas de areas silvestres, agricultores, lenhadores,
pescadores, entre outros. A forma maligna, que ocorre apenas de 5-10% dos casos, apresenta
sintomas de febre alta, ictericia, dores abdominais, comprometimento de 6rgdos como rins e
figado, urina escura, podendo evoluir para morte (VASCONCELOS, 2003; BRITO et al., 2014).

Na infeccdo pelo virus amarilico, a viremia ocorre pelo periodo de 10 dias desde o inicio
dos sintomas, a partir do sexto dia € possivel detectar os anticorpos da classe IgM que indicam
infeccdo aguda e persistem até o final da fase pds-virémica (OPAS/OMS, 2018). Ja os anticorpos
IgG podem ser detectados a partir de uma semana depois do inicio dos sintomas.

Apesar de ser uma doenga extremamente nociva ao ser humano, desde 1936 j& se tem
uma vacina eficaz disponivel, que é uma vacina atenuada, produzida a partir da cepa 17D em
ovos embrionados de galinha (MONATH; VASCONCELOS, 2015). Desde seu

desenvolvimento, mais de 500 milhdes de pessoas foram vacinadas e aproximadamente 99%
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apresentam protecdo por pelo menos 10 anos contra o virus (GARDNER; RYMAN, 2010;
HEINZ; STIASNY, 2012 MONATH; VASCONCELOS, 2015). A vacina induz uma resposta
imune, gerando um periodo virémico curto que dura de 4 a 7 dias. O individuo vacinado produz
IgM que podem ser detectados a partir do 5° dia. Em alguns casos, a detec¢do de 1gM pode ser
feita meses apOs a vacinacdo e em outros casos, até 4 anos depois (OPAS/OMS, 2018). As
reacOes adversas associadas a vacina da Febre Amarela sdo incomuns, com taxa de incidéncia de
1,6 casos por 100 mil doses de vacinas (OPAS/OMS, 2018). A vacina da Febre Amarela
mostrou-se um dos meios mais eficazes para a profilaxia da doenca (trabalhada juntamente com a
erradicacdo do vetor), visto que a vacina consegue induzir resposta imune duradoura ao individuo

vacinado apds a aplicacdo da dose Unica da vacina.

3.1.4 ZIKA

Apesar de ser um flavivirus, as informac@es sobre o virus da Zika ainda sdo limitadas.
Pesquisas moleculares mapearam o percurso do virus de modo que se sabe que o virus Zika é
originario do Oeste da Africa e foi isolado pela primeira vez no sangue de um macaco sentinela
da floresta Zika na Uganda em 1947. O primeiro caso em humano foi reportado em 1954 na
Nigéria. Durante os anos foi observada a dispersdo do virus pela Asia, América e ilhas da
Oceania, consequentemente em 2007 teve-se uma grande epidemia de Zika Virus na ilha Yap na
Micronesia, posteriormente em 2013-14 na ilha da Polinésia Francesa, 2014 no Chile e 2015 no
Brasil. Apos os diversos surtos de ZIKV pelas Américas, a doenca passou a ser considerada uma
das maiores crises na saude global, visto que foi associada a anomalias congénitas, como a
microcefalia no feto e a Sindrome de Guillain-Barré. A Polinésia Francesa registrou
aproximadamente 66% da populacdo infectada pelo ZIKV e destes 66%, 42 pacientes obtiveram
o0 diagndstico de Sindrome de Guillain-Barré. No Brasil, estimava-se mais de 10 mil casos, sendo
3 mil diagnosticados com Sindrome Congénita associada & Zika (PAIXAO; TEIXEIRA;
RODRIGUES, 2018; ESPINAL et al., 2019) O ZIKV atingiu mais de 76 paises até o ano de
2017, sendo 48 deles paises das Américas. Foram notificados mais de 200 mil casos, sendo mais
da metade no Brasil. Dentre o0s casos reportados, mais de 2 mil casos de bebés com sindrome
congénita por infeccdo do ZIKV foram relatados. (PAIXAO; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2018;
YOUNG, 2018; HALSTEAD, 2019; VIEIRA et al., 2019).
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O principal meio de transmissdo do ZIKV ¢ a picada do mosquito vetor Ae.aegypti, porém
durante as epidemias de zika, estudos passaram a investigar a possibilidade da transmisséo do
virus por transfusdo de sangue ap0s um caso relatado em um Hemocentro entre um doador-
receptor. Acredita-se que essa via de transmissdo seja de baixo risco. Outros estudos ja
confirmaram a transmissdo do ZIKV por relacbes sexuais, visto que ja foi detectado o virus no
sémem, sangue, urina, saliva e dentre outros fluidos corporais. A transmissdo intra-uterina
alarmou a populacdo durante os surtos de ZIKV associados a microcefalia, essa transmissdo
ocorre quando o ZIKV atravessa a placenta e infecta os tecidos responsaveis pelo
desenvolvimento cerebral. Para a confirmacdo dessa via de transmissdo, estudos observaram a
presenca do genoma viral no liquido amnidtico de uma gravida cujo feto apresentou microcefalia.
(PAIXAO; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2018; YOUNG,2018; HALSTEAD, 2019; VIEIRA et al.,
2019).

No Brasil o Boletim Epidemiologico da Semana 01 a 52 de 2019 revela que mais de 10
mil casos provaveis foram notificados, com uma taxa de incidéncia de 5,1 casos por 100 mil

habitantes. A regido nordeste é a regido que apresentou a maior taxa de incidéncia do pais: 9,5
casos por 100 mil habitantes.

Pacientes infectados pelo ZIKV na sua maioria apresentam a doenca de forma
assintomatica, porém os pacientes sintomaticos apresentam sintomas muito similares as infeccdes
por Dengue e Chikungunya, o que torna ainda mais dificil o diagnostico clinico da doenca.
Dentre as manifestac@es clinicas de Zika mais comuns estdo as dores nas articulagdes, febre alta a
moderada e conjuntivite. Outras manifestacdes clinicas menos frequentes sdo: edema, ndusea e
vomito, dores de cabecga, dores abdominais, ictericias, diarreia e constipagdo. O periodo de
incubacdo do virus ocorre no intervalo de 10 dias e os sintomas podem diminuir de forma
gradativa depoisde 3 a 7 dias. (PESSOA, 2017; BARBOSA, 2018)

Por ser uma infeccdo recém-chegada e com carater emergencial na sociedade, sdo poucas as
informacgdes sobre a resposta imune induzida pelo ZIKV. Estudos observaram que na infeccdo
por ZIKV ha a secrecdo de interferons que atuam de maneira inibitoria da replicagdo viral.
Também foi observada a expressdo de citocinas inflamatorias na infec¢do. Outros estudos
realizados com camundongos relatam que camundongos deficientes de INFs estdo suscetiveis a

desenvolver uma doenca neuroldgica e, com a resposta imune inata comprometida, o virus €
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capaz de infectar células de outros tecidos, como as células do tecido nervoso. (PESSOA, 2017)

A infeccdo por ZIKV induz também a producdo de anticorpos IgM e IgG. Os anticorpos
IgM representam a fase aguda da doenca e sdo detectados a partir do 4° dia ap0s o inicio dos
sintomas, podendo persistir por 2 a 12 semanas (PAIXAQ; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2018). Os
anticorpos da classe 1gG podem ser detectados a partir do 8° dia ap6s o inicio dos sintomas e
podem persistir por meses ap6s o término da infec¢do por ZIKV (WITTLIN, 2018).

3.1.5 CHIKUNGUNYA

Isolado pela primeira vez em 1953, o virus da Chikungunya chama atencdo das
autoridades de salde pela sua alta capacidade de dispersdo mundial. O nome Chikungunya
origina-se da lingua Kimakonde, idioma falado na Tanzénia, onde o virus foi isolado pela
primeira vez, e significa “aqueles que se dobram”, referindo-se a postura dos pacientes que
apresentavam um dos sintomas mais recorrentes no quadro grave da infecgdo pelo CHIKV, as
dores nas articulagbes. Acredita-se que o CHIKV tenha sido causador de diversos surtos
epidemioldgicos desde 1779, porém na época 0 virus ainda era pouco conhecido e esses surtos
provavelmente foram relatados como epidemias de Dengue. Apo6s o isolamento feito em 1953 na
Tanzéania, os surtos de CHIKV comegaram a ser mais recorrentes, associando-se a doenga.
(HASTEALD, 2019)

A dispersdo do virus por diversos continentes foi possibilitada através dos mosquitos
vetores Ae. aegypti e Ae. albopictus (YOUNG, 2018). Durante a década de 60 até o inicio dos
anos 2000 os casos associados ao CHIKV eram reportados predominantemente nos continentes
africanos e asiatico, porem durante o ano de 2004 foi identificado o virus nas ilhas Comores no
Oceano indico, posteriormente em 2005-6 observou-se a expansdo do CHIKV em 6 ilhas do
Oceano indico, seguidas por epidemias de Febre Chikungunya. Em 2007 registrou-se o surto de
Febre Chikungunya na Italia, pais considerado néo-tropical, e na india que resultou em mais de 1
milhdo de casos (YOUNG, 2018, HALSTEAD, 2019). Mais tarde, em 2013, o virus foi reportado
no Caribe e logo depois, em 2014, o CHIKYV ja havia atingido as Ameéricas, resultando em mais
de 1 milhdo de casos em mais de 40 paises do continente (AZEVEDO; OLIVEIRA,;
VASCONCELOQOS, 2015; ESPINAL et al., 2019). O primeiro caso autéctone no Brasil ocorreu no
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segundo semestre de 2014 e, segundo o Ministério da Saude, de janeiro a abril de 2015 mais de 3
mil casos foram notificados apenas nos estados do Amapa e Bahia naquele ano (AZEVEDO;
OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2015).

Pertencente ao género Alphavirus e a familia Togaviridae, 0 CHIKV possui, assim como
os Flavivirus, uma pequena particula viral que mede aproximadamente 70 nm de diametro e um
capsideo protéico de forma icosaédrica, envolto por um envelope lipidico onde localizam-se as
glicoproteinas virais E1, E2 e E3. O genoma viral é composto por uma fita simples de RNA de
polaridade positiva, com aproximadamente 12 mil pares de base (Figura 3). (FERREIRA, 2018;
WITTLIN, 2018)

Figura 3 - Estrutura molecular do virus Chikungunya.

Capsideo protéico  Membrana

Fonte: Adaptado de ViralZone, Swiss Institute of Bioinformatics.

Legenda: A esquerda, a seta 1 esta sinalizando o capsideo protéico, em verde; a seta 2 esta sinalizando a
membrana, em azul; e a seta 3 sinaliza 0 os dimeros da proteina de Envelope (E1 e E2). A direita, esta representado

em amarelo os dimeros de proteina E formando o envelope viral, também esta representado em verde a forma

icosaédrica da proteina do capsideo (C).

O genoma viral do CHIKV possui duas ORF. Uma das fases esta majoritariamente

localizada na extremidade 5’ do fragmento de RNA e é responsavel pela poliproteina que, ao ser
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clivada, da origem a 4 proteinas ndo estruturais chamadas de nsP1, nsP2, nsP3, nsP4. J4 a ORF
que esta localizada na extremidade 3’ ¢ responsavel pela poliproteina que da origem as proteinas
estruturais, sendo elas as proteinas do envelope (E1, E2, E3), a proteina do capsideo (C) e a 6k.
As proteinas do envelope possuem fungfes como: promover a ligacdo entre a célula do
hospedeiro e a particula viral; estabelecer a fusdo da membrana ao envelope viral para que haja a
liberacdo do nucleocapsideo no citosol celular. Ainda ndo se sabe o papel da proteina E3. A
proteina 6k possui diversas funcdes, uma delas é a capacidade de alterar a permeabilidade celular,

esta é associada a montagem do virus e atua como sequéncia sinal no direcionamento da proteina
El. (FERREIRA, 2018)

O CHIKV pode ser oriundo de quatro linhagens geneticamente diferentes, sendo elas:
Oeste Africano, Asiatico, Oceano indico (IOL, Indian Ocean lineage), Leste-Centro-Sul-
Africano (ECSA, East-Central-South African), algumas dessas linhagens apresentam mutagdes
adaptativas nos genes das proteinas de envelope e foram associadas ao aumento da infectividade
do CHIKV (AZEVEDO; OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2015; FERREIRA, 2018; WITTLIN,
2018).

Diferente das arboviroses apresentadas anteriormente neste capitulo, a Febre
Chikungunya possui um percentual de pacientes sintomaticos mais recorrente, sendo estes
maiores que 60% dos infectados pelo arbovirus. As manifestac@es clinicas sdo caracterizadas por
febre alta, dor lombar, cefaleia, severa artralgia, mialgias. Alguns pacientes podem apresentar
sintomas de erupcOes cutaneas, como exantema maculopapular efou eritematosos. S&o
observados sintomas de nauseas e vOmito, hiperpigmentacdo, diarreia, dor abdominal,
fotossensibilidade, bolhas, entre outros. Embora a doenca seja considerada uma doenga aguda, 0s
sintomas de artralgia severa podem persistir por anos na vida dos pacientes infectados pelo
CHIKYV, sendo necessario um longo acompanhamento terapéutico para melhora das dores.
(CUNHA; TRINTA, 2017, FERREIRA, 2018)

O periodo de incubacdo do CHIKV ¢é de 1 a 12 dias, porém a doenga costuma se
desenvolver em até 6 dias apds a picada do vetor (CUNHA; TRINTA, 2017; FERREIRA, 2018;
PAIXAO; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2018). A fase virémica acontece até uma semana depois
do inicio dos sintomas, posteriormente é possivel a deteccdo de anticorpos IgM que podem
aparecer nos primeiros dias da infeccdo e persistir, em casos crénicos da doenca, por anos

(CUNHA; TRINTA, 2017, FERREIRA, 2018). A producéo de 1gG ocorre a partir da segunda
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semana da infeccdo, podendo ser detectada depois de meses e/ou anos da infeccdo (CUNHA;
TRINTA, 2017; WITTLIN, 2018).
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3.2 TESTES SOROLOGICOS

Os testes soroldgicos tém como objetivo a anlise de amostras de sangue e/ou plasma para
a deteccdo de anticorpos e/ou antigenos em diversas doencas. Tais testes sdo imprescindiveis por
fornecerem informacGes para diagndstico de pacientes com suspeita de diversas infec¢fes, como
HIV, Sifilis, Hepatites, Chagas, coronavirus, infeccdes por arbovirus, entre outras doencas. Para
além do diagndstico de doencas, 0s testes soroldgicos também auxiliam no diagnostico de
gravidez. Classicamente, o0s testes soroldgicos visam a interacdo antigeno-anticorpos e como

exemplos de ensaios amplamente empregados no diagnéstico de doencas infecciosas, estdo
ELISA, PRNT, testes rapidos, inibicdo da hemaglutinacdo e imunofluorescéncia indireta.

A técnica de Inibicdo da Hemaglutinacdo (IH) visa analisar a capacidade do antigeno de
ligar-se ao anticorpo, pois quando ha essa reacdo, o agente etiolégico torna-se incapaz de induzir
hemaglutinacdo ao meio. J& a técnica de imunofluorescéncia indireta (IFI) visa analisar a
interacdo antigeno-anticorpo através da aplicacdo de anticorpos marcados com fluoresceina
direcionados contra os anticorpos do paciente em amostras de soro e/ou plasma. A utilizacéo de
um microscopio de fluorescéncia permite a visualizagdo do fluoréforo (BRASIL;
KOALADESIGN, 2019).

Neste capitulo serdo abordados os principios e fundamentos dos testes soroldgicos
amplamente utilizados para o diagnostico de arboviroses, que sdo as técnicas de ELISA,
imunocromatografia de fluxo lateral (testes rapidos) e PRNT. Serdo abordados, ainda,
parametros importantes de avalicdo em relacdo a acuracia, para que possam ser identificados

corretamente os pacientes com a doenca e possiveis reacdes cruzadas.
3.2.1ELISA

Fundamentada na deteccdo da interacdo antigeno-anticorpo, com revelacdo através de
reaces enzimaticas, a técnica de ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) surgiu
durante duas pesquisas que ocorriam ao mesmo tempo na década de 70. A técnica deriva-se da
modificacdo do método de radioimunoensaio, que foi utilizada pela primeira vez por Yalow e
Berson na década de 60. Desde entdo, tornou-se um método indispensavel em diferentes
pesquisas laboratoriais e médicas, bem como para fins diagnosticos. (SAKAMOTO et al., 2018).
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imunoadsorcdo enzimatica seja comumente usado para diagnostico, a técnica de ELISA
possui destaque em outras areas de aplicacdo, como por exemplo na industria de alimentos para
detectar potenciais alergénicos, na quimica ambiental, indlstria farmacéutica e pesquisas
biomédicas (SOUZA; VARGAS; JUNQUEIRA, 1999; OTIENO et al., 2013; PASHMFOROSH
et al.,, 2018; VIEIRA et al., 2019). Quando usada para diagnostico sorologico, visa detectar
anticorpos e/ou antigenos através de amostras de soro e tem como objetivo a analise quantitativa
e/ou qualitativa dos antigenos e/ou anticorpos presentes na amostra. (AYDIN, 2015; TIGHE et
al., 2015, SAKAMOTO et al, 2018, THERMO FISHER SCIENTIFIC, [s.d.])

A técnica tem como principio a deteccdo da reacdo do complexo antigeno-anticorpo,
realizada em placas de polipropileno de 96 pogos (THERMO FISHER SCIENTIFIC, [s.d.]). Para
que seja possivel a deteccdo dessas moléculas, é necessaria a utilizagdo de um anticorpo
conjugado a uma enzima e seu respectivo substrato enzimatico (SAKAMOTO et al., 2018;
THERMO FISHER SCIENTIFIC, [s.d.]). As enzimas fosfatase alcalina, -galactosidase, glicose
oxidase e peroxidase sdao amplamente usadas. Quando utiliza-se fosfatase alcalina e p-nitrofenil
fosfato como substrato, a coloragdo produzida serd amarelada. No entanto, para uma deteccao
mais sensivel, utilizam-se substratos quimioluminescentes e fluorogénicos, como por exemplo
nitrofenil galactosideo para B-galactosidase. Devido a reacdo colorimétrica quantitativa, a leitura
é realizada em um leitor de placas, sendo necessario utilizar o comprimento de onda especifico da
reacdo empregada para a obtencdo e analise dos resultados. (SAKAMOTO et al., 2018)

Desde a primeira variacdo da técnica em 1971, o ELISA direto, outras variacbes foram
sendo desenvolvidas ao longo dos anos e hoje estdo disponiveis, sendo algumas delas: ELISA
direto, ELISA competitivo, ELISA competitivo indireto, ELISA sanduiche, ELISPOT e In-cell
ELISA. Para este trabalho monografico, serdo detalhados os tipos de ELISA direto, indireto,
sanduiche e MAC ELISA, que atualmente sdo os métodos mais utilizados para o diagndstico
soroldgico de arboviroses.

O método de ELISA direto foi simultaneamente desenvolvido com a técnica de ELISA
em 1971 por Engvall e Perlmann e Van Weemen e Schuurs. A técnica consiste na imobilizacdo
de anticorpo ou antigeno na superficie da placa, ocorrendo posteriormente a incubacdo do
antigeno ou anticorpo marcado com a enzima e a subsequente lavagem da placa de microtitulacéo
para remocdo dos anticorpos/antigenos ndo ligantes. Por fim, é adicionado ao meio o substrato

adequado ao sistema de revelacdo utilizado para que haja a producéo de sinal. O método de
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ELISA direto é pouco usado, porém tem aplicacdo frequente para coloracdo imuno-histoquimica
de tecidos e células (SAKAMOTO et al., 2018; THERMO FISHER SCIENTIFIC, [s.d.]). A
principal vantagem do ELISA direto em relacdo as demais variacGes da técnica € ser simples e
necessitar apenas de um anticorpo especifico (AYDIN, 2015; SAKAMOTO et al., 2018;
THERMO FISHER SCIENTIFIC, [s.d.]).

Inspirado no método de ELISA direto, a técnica de ELISA indireto foi desenvolvida em
1978 por Lindstrom e Wagner, que realizaram o método para medir IgG suino em uma pesquisa.
Esta técnica € utilizada para analisar a existéncia de anticorpos em anti-soro. O ELISA indireto
possui essa nomenclatura pois € necessaria a adicdo de um anticorpo secundario marcado com
enzima para ligar-se ao anticorpo primario. A técnica consiste na imobilizacdo do antigeno a
superficie da placa de microtitulacdo, adicdo do anticorpo primario (que no diagndstico
sorologogico é a amostra de soro estudada), seguida da lavagem da placa para eliminar os
anticorpos nao ligados. Uma segunda incubacdo € realizada adicionando o anticorpo secundario
marcado com enzima para que seja possivel a revelagdo/evidenciagdo, caso tenha sido formado,
do complexo antigeno-anticorpo. Por fim é adicionado o substrato da enzima que ira produzir a
coloracdo ao meio. Sendo assim, é possivel determinar a concentracdo de anticorpos especificos
para 0 antigeno na amostra investigada. (AYDIN, 2015; SAKAMOTO et al., 2018; THERMO
FISHER SCIENTIFIC, [s.d.])

Reportada como o método até cinco vezes mais sensivel em relagdo as outras variacfes de
ELISA, a técnica de ELISA Sanduiche foi desenvolvida em 1977 por Kato e colegas e é
comumente utilizada para a deteccdo de antigenos especificos. A técnica consiste na adsorgdo do
anticorpo de captura na superficie da placa; entdo, é incubada a amostra suspeita de conter o
antigeno alvo ao meio e, em seguida, € realizada a lavagem da microplaca para retirar o0s
antigenos ndo ligados ao anticorpo de captura. Posteriormente, € realizada a incubacdo com o
anticorpo marcado com enzima e adicionado o substrato da enzima, gerando cor. (AYDIN, 2015;
SAKAMOTO et al., 2018; THERMO FISHER SCIENTIFIC, [s.d.])

Semelhante a técnica de ELISA sanduiche, o ELISA captura de IgM (MAC-ELISA)
baseia-se na captura de anticorpos IgM presentes no soro do paciente. A técnica consiste na
adsorcdo de anticorpos anti-lgM na microplaca; entéo € adicionado o soro do paciente suspeito de

conter IgM e, em seguida, é realizada a lavagem da microplaca para retirar 0 excesso de soro € 0s
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anticorpos ndo ligantes ao anticorpo de captura. Posteriormente € incubado o antigeno alvo a
placa para que esse se ligue aos anticorpos IgM capturados. Lava-se a placa novamente para
retirar os antigenos nédo ligantes, logo depois adiciona-se anticorpo especifico para o antigeno e
conjugado com uma enzima para que seja possivel a evidenciacgdo do complexo antigeno-

anticorpo, caso tenha sido formado. A alteracdo colorimétrica é identificada por um leitor de

ELISA. (CDC, 2018)

FIGURA 4 — Esquema funcionaldastécnicasde variacdo de ELISA
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Fonte: Adaptado de SAKAMOTO (2018)

3.2.2 TESTESRAPIDOS (TR)

Tendo em vista que a maioria dos testes laboratoriais convencionais para diagnostico
requerem tempo, elevada capacitacdo profissional e infraestrutura laboratorial, os testes rapidos
chegaram para inovar de modo rapido e simples a maneira de realizar diagndsticos sorologicos.
Na década de 80, o primeiro teste rapido foi desenvolvido e introduzido na sociedade, sendo este
conhecido como teste de gravidez, que tem como metodologia a técnica de imunocromatografia
de fluxo lateral (LFIA, do inglés Lateral Flow Immunoassay). Desde entdo, outras metodologias
de teste rapido foram desenvolvidas e introduzidas para o diagnostico rapido de doencas

(BRASIL, [s.d.]; KOCZULA; GALLOTTA, 2016).
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Os testes rapidos em geral sdo feitos de maneira presencial e utiliza-se apenas uma
pequena amostra de sangue coletada por puncdo digital ou venosa, swab nasal ou saliva. Os
resultados levam em média de 5 a 30 minutos para serem interpretados. Alguns testes rapidos sao
reconhecidos como POC. Os testes POC sdo testes que visam tornar mais rapida e eficiente a
realizacdo de diagndsticos nas unidades de atencdo primaria em saude, o que facilita o
encaminhamento do paciente ao tratamento adequado (LINGERVELDER et al., 2019).

Atualmente os principais testes imunocromatograficos utilizados para diagnosticos sao 0s
de imunocromatografia de fluxo lateral e imunocromatografia de duplo percurso, utilizando
apenas uma pequena amostra liquida (urina, sangue, suor, saliva, soro, plasma, entre outros) para
sua realizacdo. O principio e funcionamento destes testes seguem detalhados a seguir, com foco
na abordagem para diagnostico sorolégico que visam a detecgdo de anticorpos em amostras de

Soro.

Devido ao baixo custo de produgéo, os ensaios de fluxo lateral (LFIA) sdo amplamente
usados em ambientes hospitalares, clinicas laboratoriais e consultérios médicos para a
identificacdo de antigenos e anticorpos em amostras biologicas. As técnicas de LFIA séo
constituidas por uma plataforma que visa detectar, qualificar e/ou quantificar componentes alvos
de uma amostra. A metodologia da técnica de imunocromatografia de fluxo lateral (representada
pela Figura 4) consiste na aplicacdo de uma amostra liquida que ird migrar por capilaridade

através de filtros e membranas que compdem o cartdo de suporte (BRASIL, [s.d.]; KOCZULA,;
GALLOTTA, 2016).

A amostra com analito (que no diagnostico soroldgico é a amostra de soro do paciente) é
aplicada no filtro absorvente com surfactantes e solucdo tampéo; logo, a amostra migra para a
regido onde se encontra o anticorpo conjugado a nanoparticulas de ouro coloidal/microesferas de
latex. O conjugado € um anti-anticorpo especifico para a deteccdo do isotipo de imunoglobulina
que se deseja detectar (anti-1gG, anti-lgM, etc). A amostra, agora misturada ao conjugado, segue
por capilaridade em direcdo a membrana de nitrocelulose, que contém a linha de teste, esta que é
composta por antigeno e a linha de controle, que contém anticorpo anti-imunoglobulina. Por fim,
a amostra segue para o filtro de absorcdo que, além de assegurar que a amostra ird continuar o
percurso por acdo capilar, também é responsavel por absorver o acimulo de reagentes, impedindo

que haja refluxo liquido. E possivel analisar a olho nu a intensidade das linhas teste e controle.
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Para a interpretacdo do resultado, deve-se considerar que a linha controle sempre devera acender
para que haja a validagcdo do teste e a linha teste, quando acesa, indica um resultado positivo

(Figura 5). (BRASIL, [s.d.], [s.d.]J; KOCZULA; GALLOTTA, 2016; URUSOV; ZHERDEV;
DZANTIEV, 2019)

FIGURA 5 - Esquema operacionaldo LFIA
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Fonte: https://www.studocu.com/pt-br/document/universidade-de-santo-amaro/microbiologia-e-

imunologia/anotacoes-de-aula/aula-imunologia-ii-curso-de-medicina/4316374/view

Legenda: Representacio esquematica do funcionamento do teste. Na parte esquerda superior da imagem, a amostra
suspeita de conter anticorpos especificospara o antigeno + solugdo diluente sdo colocadosno pogo migrando para a
area do conjugado (ouro coloidal-anticorpo). Ao meio, a amostra liga-se ao conjugado anticorpo-ouro coloidal
migrando para a membrana de nitrocelulose composta porsubstanciasabsorvidas. Na parte direita inferior da
imagem, o complexo anticorpo-ouro coloidal-analito--anticorpo é formado na linha de teste revestida de anticorpos,
indicando resultado positivo e 0 complexo anticorpo-ouro coloidal-anticorpo é formado na linha de controle,

assegurando a validacao do teste.
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Ja a técnica de imunocromatografia de plataforma de duplo percurso, do inglés Dual Path
Plataform (DPP), desenvolvida pela empresa norte-americana Chembio Diagnostics, é uma
evolucao da técnica de LFIA. Como mostra a figura 6, a grande area “T” ¢ composta pela area
intermediaria (conjugado de proteina A-ouro coloidal), area de teste (revestida de antigeno), area
de controle (reagente da area de controle) e dois pocos, sendo 0 po¢o 1 destinado a aplicacdo de
solugcdo tampdo e da amostra a ser testada com anticorpos especificos ao antigeno impregnado na
membrana de nitrocelulose, ja o0 poco 2 € destinado a aplicacdo apenas de uma solucdo tampao
que ira fazer com que o conjugado da area intermediaria migre para a area de teste. O cassete
possui uma janela de leitura acima da area de teste para que seja possivel a analise do resultado
positivo ou negativo, indicado pela coloracdo das linhas de teste e controle. Na tecnologia DPP é
possivel que a leitura do resultado seja feita de forma eletrénica através de um equipamento

denominado microleitor.
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FIGURA 6 - Representagdo esquematica do funcionamento do teste DPP
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Fonte: Adaptado de Manualde Diagnosticos de HIV — Bio-Manguinhos.

Legenda: Na parte superior da imagem observa-se o0 cassete que possui 3 partes, sendo elas: pogo 1, pogo2 e janela
de leitura. Na parte inferior da imagem observa-se a ilustracdo do funcionamento interno do teste e seus elementos.
No pogo 1 € adicionada a amostra, suspeita de conteranticorpos, e solugdo tampao que irdo migrar até a area de teste
e ligar-se aoantigenoda linha de teste. Entdo, aplica-se no pogo 2 a solugdo tampéao que fard o conjugado (proteina
A- ouro coloidal) migrar para a area de teste formando o complexo proteina A- ouro coloidal-antigeno-anticorpo,

indicando teste positivo. O conjugado continuara a migrarpara a validagdo do teste na 4rea de controle.

Apbs a aplicacdo da amostra e solu¢do tampdo no poco 1, a mistura ira migrar por

capilaridade para a area de teste impregnada de antigeno, caso haja anticorpos especificos ao
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antigeno, eles irdo ligar-se, formando um complexo antigeno-anticorpo. Posteriormente, a
solugdo tampdo é aplicada no poco 2, possibilitando que o conjugado de proteina A-ouro coloidal
migre para a area de teste e forme o complexo antigeno-anticorpo-conjugado. A reacdo deste
complexo produzird uma coloracdo rosa/roxa na linha de teste, indicando resultado positivo. O
conjugado continua migrando pela membrana, passando pela area de controle produzindo o sinal
rosa/roxo, indicando a validagéo do teste. (BRASIL, [s.d.], [s.d.]; Chembio Diagnostics, 2021)

A metodologia DPP garante o aumento da sensibilidade e especificidade do teste devido a
separacdo do percurso de antigeno-anticorpo ao processo de revelagdo, como ocorre na técnica de
ELISA. Para mais, a técnica permite que sejam desenvolvidos testes multiplex, ou seja, testes
conhecidos pela possibilidade de diagnosticar mais de uma doenca simultaneamente, como por
exemplo o DPP para diagnostico de HIV, que é capaz de diferenciar infeccdo por HIV-1 e HIV-2
(Chembio Diagnostics, 2021)

3.2.3 TESTE DE NEUTRALIZACAOPOR REDUCAODE PLACAS -PRNT

Considerada pela OMS como ensaio padrdo ouro para analisar anticorpos neutralizantes, a
técnica de PRNT para virus foi descrita pela primeira vez na década de 50 e, posteriormente,
adaptacdes da técnica para deteccdo de arbovirus e outros agentes infecciosos foram
desenvolvidas. O ensaio de PRNT tem como principio a analise da interacdo antigeno-anticorpo
por meio da incubacdo de diluicGes seriadas da amostra de soro sob investigacdo com uma
amostra do virus viavel, em concentracdo Unica padronizada. Para a analise e medicdo da
infectividade viral, a mistura é semeada em células suscetiveis ao virus, mantidas em cultura. As
células sdo envoltas por um meio semissolido (e.g. agar) capaz de conter a propagacao viral. O

ensaio por ser conduzido em tubos de ensaio ou placas de microtitulacdo. (WHO, 2007)

Quando ha a infectividade viral, sdo geradas placas de lise que podem ser contadas,
podendo assim, determinar o percentual de reducdo da infectividade total viral, devido a
neutralizacdo do virus pelos anticorpos presentes na amostra de soro. A técnica envolve dois
controles, sendo um positivo e um negativo, 0 que permite comparar 0 niumero de plaques das
diluicdes e fornecer um resultado quantitativo. Para o controle positivo é incubado patdgeno e
solucdo tampéo em vez da amostra de soro e, portanto, deve haver formacao de plaque. Para o

controle negativo, as células sdo cultivadas na auséncia de virus, ndo infectadas, logo ndo deve
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haver formacdo de plaque. Para a analise do resultado, € observada a presen¢a ou auséncia de
placas de lise, cada placa formada indica que houve um foco de infecgdo do virus a célula, caso
contrario, sugere que houve formacdo do imunocomplexo antigeno-anticorpo, pois 0s anticorpos
presentes na amostra neutralizaram o virus e impediram a infecgdo celular. Por fim, é possivel
realizar a contagem e comparacdo do numero de placas de lise para que seja determinado o
percentual de reducdo na infectividade do patdgeno e o titulo de anticorpos neutralizantes
presentes na amostra de soro. (WHO, 2007; JARMAN et al., 2009)

Apesar de considerada padrdo ouro para o diagndstico de muitas infeccdes virais, a
técnica de PRNT pode levar de 7-10 dias para a obtencao dos resultados, além disso, necessita de
capacitacdo profissional especializada, infraestrutura laboratorial e possui um alto custo, o que
torna inviavel em casos de vigilancia em larga escala. (MADRID; PORTERFIELD, 1969;
CRUZ, 2014; FEITOSA, 2015)

324 ASPECTOS IMPORTANTES PARA AVALIACAO DE TESTES
DIAGNOSTICOS.

Antes de se considerar a utilizacdo de um teste diagnostico, deve-se tomar conhecimento
da acuracia do mesmo. A acuracia de um teste é aquela que diz respeito a capacidade do teste de
discriminar entre os individuos que possuem a condicédo alvo e 0s que ndo possuem, sendo isto a
capacidade de um teste de acertar os individuos portadores da doenca e 0s ndo portadores. As
medidas de precisdo de diagndstico auxiliam na quantificacdo da acuréacia (SIMOES, 2011). Para
além da andlise da acurécia, outros conceitos de precisdo precisam ser analisados, como a
reprodutibilidade e a repetitividade para a avaliacdo dos testes (SIMOES, 2011; BRANDAO,
2013; NOGUEIRA, 2019).

Comumente realizado por indUstrias, os ensaios de reprodutibilidade e repetitividade
(R&R) permitem a avaliacdo da capacidade de um teste de gerar resultados similares quando
reproduzidos por diferentes operadores e instrumentos em relacdo a variabilidade de uma série de
medicBes, realizados em lugares e tempos diferentes (SIMOES, 2011; BRANDAO, 2013;
NOGUEIRA, 2019). Compreende-se que a reprodutibilidade diz respeito aos resultados obtidos

com 0 mesmo método de ensaio e material idénticos, mas por laboratérios/ operadores diferentes
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e usando equipamentos diferentes, sendo os testes executados com maiores intervalos de tempo
entre uma realizacdo e outra (SIMOES, 2011). Ja a repetitividade refere-se as variagdes nos
resultados obtidos pelo mesmo operador, utilizando 0 mesmo equipamento e 0s mesmos métodos
com os mesmos materiais (SIMOES, 2011; NOGUEIRA, 2019). Os resultados obtidos na
reprodutibilidade e repetitividade sdo importantes para avaliar o desempenho dos testes
diagnosticos quando manuseados em ambientes diferentes, ou até mesmo no mesmo ambiente
varias vezes. Dito isto, é importante avaliar os R&R visto que os testes diagndsticos precisam ser
capazes de apresentar bons resultados quando aplicados no cotidiano de diversos ambientes
clinicos e laboratoriais e por diferentes profissionais.

Um teste diagndstico pode fornecer 4 possiveis interpretaces: a) verdadeiro-positivo
(VP), resultado positivo em pacientes com a doenga; b) falso-positivo (FP), resultado positivo em
pacientes sem a doenca; c) verdadeiro-negativo (VN), resultado negativo em pacientes sem a
doenca; e d) falso-negativo (FN), resultado negativo quando ha a presenca da doenca. E de suma
importéncia que os percentuais de sensibilidade (S) e especificidade (E), que representam
respectivamente a probabilidade de um teste apresentar resultad os positivos para individuos com
a doenca (S= VP/VP+FN) e apresentar resultados negativos para individuos sem a doenca
(E=VN/VN+FP), sejam analisados. Logo, a acuréacia de um teste é definida a partir da propor¢do
dos verdadeiros positivos e negativos (A=VP+VN/VP+FN+VN+FP). (KAWAMURA,2002;
SIMOES, 2011; BORGES, 2016)

Entretanto, para a analise da prevaléncia, esta que indica a possibilidade de detectar
resultados positivos antes de se obter o resultado do teste, é necessario realizar a propor¢do dos
valores preditivos. Os valores preditivos (VP) sdo divididos em dois, sendo: valores preditivos
positivos (VPP), que se relacionam a possibilidade de o individuo ter a doenca, visto que testou
positivo (VPP=VP/\VVP+FP) e valores preditivos negativos (VPN), relacionam-se a possibilidade
doindividuo de ndo tera doenga, visto que testou negativo (VPN=VN/VN+FN) (KAWAMURA,
2002; SIMOES, 2011; BORGES, 2016). Os valores preditivos também possuem relevancia por
possuirem informacdes sobre a populagdo a ser examinada (SOARES, 2011).

Os testes com alta sensibilidade e especificidade indicam a diminuicdo de falsos-
negativos e falsos-positivos e sao medidas proprias do teste. Contudo, a possibilidade de um teste
apresentar sensibilidade e especificidade igual a 100% n&o existe, pois 0 aumento da

sensibilidade resulta na queda da especificidade e vice-versa. A escolha para desenvolver um
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teste mais especifico ou sensivel ira depender do objetivo e do impacto do seu uso na pratica.
Como por exemplo, quando h& intengdo de diagnosticar uma doenca, tende-se como melhor teste
aquele com alta especificidade pois tera mais impacto no valor preditivo positivo. Ou seja, em
caso de resultado positivo é pouco provavel que a pessoa nao esteja, de fato, doente (SOARES,
2011) ou quando ha intencdo de descartar o diagndstico de uma doenca, entende-se que o melhor
teste deve ter alta sensibilidade pois terd mais impacto no valor preditivo negativo. Ou seja, em
caso de resultado negativo é pouco provavel que a pessoa esteja, de fato, doente (SOARES,
2011).
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3.3 TESTES SOROLOGICOS PARA ARBOVIROSES

Atualmente para o diagnostico de Dengue, Zika, Chikungunya e Febre Amarela estdo
disponiveis diversas técnicas, sendo as mais comuns: imunofluorescéncia indireta, isolamento
viral, ELISA, ensaios imunocromatograficos do tipo teste rapido, inibicdo da hemaglutinacao,

testes moleculares, entre outros.

O isolamento viral durante muitos anos foi considerado padrdo ouro para diagnostico de
infeccdes virais, porém com o desenvolvimento de novas abordagens que apresentam mais
praticidade, a utilizacdo da técnica de isolamento viral tornou-se menos comum, tendo também
como causa a existéncia de virus que nao séo capazes de serem isolados. (NATRAJAN; ROJAS;
WAGGONER, 2019). O desenvolvimento de técnicas moleculares foi crucial para a detecgdo dos
arbovirus aqui citados, devido a sua alta sensibilidade e especificidade e, ainda hoje, torna-se
indispensavel para o diagndstico diferencial de algumas arboviroses (MULLER,;
DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017; NATRAJAN; ROJAS; WAGGONER, 2019). Dentre os
testes moleculares mais utilizados para o diagndstico de Dengue, Zika, Chikungunya e Febre
amarela estdo as técnicas de PCR e RT-PCR. Entretanto essas técnicas apresentam grande
desvantagem em relagdo as técnicas soroldgicas, devido ao alto custo, dificil padronizacéo,

necessidade de alta capacitacao profissional e infraestrutura laboratorial, tornando-se invidvel a
aplicagdo rotineira em paises subdesenvolvidos com re-emergéncia e emergéncia de arboviroses.

Como visto anteriormente, os testes soroldgicos (em sua maioria) apresentam destaque
para o diagnostico de arboviroses em razdo da praticidade, baixo custo, sensibilidade e
especificidade consideraveis. Destacam-se 0os NS1 Ag ELISA, 1gG/IgM ELISA, LFIA, DPP,
MAC-ELISA e PRNT para o diagnostico de Dengue, Zika, Chikungunya e febre amarela.
Entretanto, cada teste devera ser empregado em periodos especificos, de acordo com a
especificidade de cada doenca (Quadro 1). (MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017,
OPAS/OMS, 2018; MUNOZ-JORDAN, 2017; NATRAJAN; ROJAS; WAGGONER, 2019).
Visto que a maior parte das arboviroses aqui apresentadas sdo causadas por Flavivirus, com

excecdo do CHIKV, o principal desafio dos testes sorolégicos ja desenvolvidos e em
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desenvolvimento estd em garantir alta especificidade devido as similaridades estruturais desse

género de arbovirus.

QUADRO 1 -TESTES SOROLOGICOS EMPREGADOS PARA ZIKA, DENGUE, CHIKUNGUNYA E FEBRE

AMARELA
. X Molécula
Virus, Tipo De Teste Procedimento De Colefa Detectada
ELIS4 Amasira inica: =1° dia inicio dos sinfomas até & “dia N5
ELIS4 Amostra inica: Apds 5° dia do inicio dos sinfomas JEM
ELISA Amosira unica: Apds o 8° dia do inicio dos sintomas IgG
Dengue MAC-ELISA Amostra iinica: 7° dia do inicio dos sinfomas Ighs
IR Amostra unica: até 87 dia do inicio dos sintomas N31
IR Amostra tinica: Apds 5° dia do inicio dos sintomas IgMigG
IR Amostra unica: inicio dos sinfomas ML M
e IgG
ELISA I° Amostra: Apds 537 dia do inicio dos simtomas EMIgG
2% Amostra: 3 a 4 semanas depois da I° coleta Izl
Zika = e e e )
- 1 Amostra: Apds 3° dia do inicio dos sintomas
L A g'g ]J
MACELIA 2% dmostra: 3 a 4 semanas depois da I° colgta
R Amostra tinica: Apds 87 dias do inicio dos sintemas IgMigG
Zika, Dengue IR Amostra inica: Apds Se dia do inicio dos sinfomas NELTgh
Zika, Dengus a Imunagiluorascéncia _ .y
’ N Jolil eMizG
Chilunguna indireta @o informado LW
ELISA Amosira unica: Apds 5 ;fiaarf; inicio dos sintomas aié &)
Chikunguwiva
ELISA Amosira unica: Apds 147 dia do inicio dos sinfomas IgG
IR Amestra tinica: Apds 3° do inicio dos sintomas EMIsG
I° Amostra: Apds 537 dia do inicio dos simomas
MAC-ELISA 2% Amostra: 2 a 3 semanas depois da I° coleta Ig
Fobre Amarela Amostra inica: Apds 5° dia do inicio dos sinfomas
I° Amostra: Apds 5° dia do inicie dos simtomas
PRNT 2% Amostra: 2 a 3 semonas depois da I° colsta IgMIzG
Amastra unica: Apds 5° dia do inicio dos sitomas

Fonte: Compilacdo do autor

Para o diagndstico de dengue, destaca-se 0 uso do NS1 Ag ELISA, baseando-se no
formato de sanduiche (SOUZA, 2012; LIMA, 2014). A proteina NS1 é secretada em grandes
quantidades por células infectadas e pode ser detectada na corrente sanguinea de individuos

infectados a partir do inicio dos sintomas, permanecendo até 9 dias ou mais (KHETARPAL;
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KHANNA, 2016; MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017). Testes Réapidos também s&o
utilizados para deteccdo de NS1 (NATRAJAN; ROJAS; WAGGONER, 2019). Estudos que
realizaram meta analise para a avaliacdo da acuracia de diferentes testes sorologicos disponiveis
para dengue (NS1 Ag ELISA, ELISA IgM e testes imunocromatograficos NS1) apontaram que a
sensibilidade dostestesde NS1 Ag ELISA foi de 32% e especificidade de 97% a 100%, enquanto
0s testes rapidos para deteccdo de NS1 apresentaram variacGes de 25% a 54% de sensibilidade e
78% de especificidade (SOUZA, 2012; CRUZ, 2014).

Por muitos anos a técnica de IH foi aplicada para a deteccdo de DENV, porém esta
técnica demanda tempo para confirmacdo de diagndstico e necessita de amostras de soro
pareadas, além de apresentar baixa especificidade por alta reacdo cruzada em areas endémicas
para flavivirus (CRUZ, 2014; MULLER; DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017). Por outro lado, a
técnica IgM e 1gG ELISA tornou-se rotineira para diagnéstico de dengue, tendo em vista que em
uma infec¢do priméaria por DENV os titulos de 1gM sdo altos durante a fase aguda da doenca
podendo permanecer até meses depois da infeccdo (Figura 7) (MULLER; DEPELSENAIRE;
YOUNG, 2017). A captura de IgG em uma infeccdo primaria pode ser feita posteriormente a fase
aguda. Os titulos de 1gG séo encontrados em baixas concentracfes em infecgdes primarias, no
entanto, em infeccdes secundarias por DENV os titulos de 1gG atingem picos a partir de 3 dias
apos o inicio dos sintomas e podem ser detectados pela técnica de 1gG ELISA (MULLER;
DEPELSENAIRE; YOUNG, 2017). As técnicas de IgM ELISA apresentam aproximadamente
30% de sensibilidade e especificidade de 55% a 85% em fase aguda, entretanto na fase
convalescente os testes de IgM apresentam aumento da sensibilidade para 72,9% a 97,9%
(SOUZA, 2012; CRUZ, 2014).
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FIGURA 7 - Cinética dos anticorpos IgM e 1gG de Dengue, Zika, Chikungunya e Febre
Amarela.

Cinética dos anticorpos [gM/TgG de Dengue, Zika, Chikungunya e
Febre Amarela

Tempo (dias)

----- |gM- Dengue — lge- Dengue leM-Zika
lge-Zika @ mm=——— lgh1- Chikungunya = |gG- Chikungunya

_____ |gM- Febre Amarela

Fonte: Compilacdo do autor

Legenda: Na figura estdo representados pelo eixo x, 0 nimero de dias apés o inicio dos sintomas e, no eixo y, 0s
niveis de anticorpos IgM ou IgG.

O protocolo de manejo clinico do Ministério da Saude para pacientes com dengue

recomenda 0 uso de testes soroldgicos para deteccdo de IgM e NS1 por ELISA ou TR para
confirmacdo de diagndstico por DENV (BRASIL, 2016).

Com os avancos tecnologicos, o desenvolvimento de TR para DENV foi possibilitado e
atualmente existem TR multiplex capazes de detectar NS1, IgM e IgG simultaneamente (SD
Bioline Dengue Duo) que apresentam sensibilidade de 91% e especificidade de 96% (KERKHOF
et al., 2019; MATA et al., 2020). Visto que os testes de DPP demonstram-se mais sensiveis e
especificos, os TRs sdo usados para a deteccdo de 1gG e IgM especificos para DENV juntamente

com o teste sorologico de ELISA IgM/IgG para diminuir as chances de falso-positivo.

Compreende-se que o diagndstico sorolégico de ZIKV seja desafiador por tratar-se de um
recente flavivirus emergente e ainda ndo se tem uma técnica padrédo ouro para o diagnostico dessa
arbovirose. O diagndstico confirmatorio de ZIKV atualmente é feito pela técnica de RT-PCR,
porém o uso desta técnica em amostras de soro € limitado, pois 0 RNA viral s6 é detectado em
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até 5 a 7 dias apds o inicio dos sintomas. Entretanto, estudos relatam que a utilizacdo de amostras
de urina pode prolongar o periodo de deteccdo para 14 dias (MUNOZ-JODAN, 2017;
BARBOSA, 2018; WITTLIN, 2018). Nesse contexto, o diagnostico soroldgico para ZIKV torna-
se essencial pois € capaz de detectar anticorpos IgM e 1gG em periodo pos virémico (a partir de 8

dias), sendo aplicado também como diagnéstico complementar de um possivel RT-PCR negativo
(MUNOZ-JODAN, 2017).

Os testes soroldgicos disponiveis para ZIKV até o presente momento baseiam-se nas
técnicas de ELISA IgM, ELISA 1gG, MAC-ELISA, TR IgM/IlgG (LFIA/DPP) e PRNT
(MUNOZ-JORDAN, 2017; WITTLIN, 2018). Para pacientes suspeitos de exposi¢do prévia ao
ZIKV recomenda-se o uso emergencial do teste MAC-ELISA aprovado pela FDA (do inglés
Food & Drug Administration), todavia os testes de IgM demonstram-se mais sensiveis em casos
sintomaticos apds fase virémica, uma vez que os titulos de IgM apresentam pico no oitavo dia,
como pode ser visualizado na Figura 7. Em areas de co-circulacdo de diferentes flavivirus, o
resultado positivo do MAC-ELISA apenas indica infecgéo recente por flavivirus, necessitando do
diagnostico confirmatério por PRNT para descartar a hipotese de reacdo cruzada (MUNOZ-
JORDAN, 2017; KERKHOF et al., 2019).

Portilho e colaboradores (2020) avaliaram a acuracia do MAC- ELISA desenvolvido pelo
Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC/EUA). A pesquisa apresentou resultados de
100% de especificidade e 12,5% de sensibilidade para amostras coletadas no periodo virémico
(até 4 dias ap0s o inicio dos sintomas) e 75% para amostras coletadas no periodo de 5 a 9 dias
apos o inicio dos sintomas. Na fase de convalescenga, os resultados foram de 91%, 100% e 0%
de sensibilidade para amostras coletadas em intervalos crescente de dias, entre 12 e 102 dias, 258
e 260 dias, 722 e 727 dias, respectivamente e 93,2% de especificidade. Ja outro estudo compilou
dados de sete artigos, para analise da acurécia de kits comerciais de diagnostico sorologico de
ZIKV, dos quais quatro eram sobre ELISA IgM, 1gG, IgM/IgG. “A sensibilidade dos kits ELISA
variou de 23,7% a 88,2% para 1gG; 20,7% a 58,8% para 1gM; 39,5% a 100,0% para IgM/1gG. A
especificidade foi de 95,2% a 100,0% para 19G; 95,7% a 100,0% para IgM; 92,5% a 99,8% para
IgM/IgG” (MARTINS, 2018). Tomando esses estudos como base, observa-se que apesar de
apresentar uma baixa sensibilidade em amostra coletadas no periodo virémico da infeccdo, a

técnica MAC-ELISA possui um desempenho relevante para amostras coletadas apos a viremia e
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convalescentes. J& os kits comerciais de ELISA apresentaram pouca compatibilidade nos
resultados, para além disso, a taxa de 58,8% de sensibilidade para ELISA IgM foi obtida apds a

fase virémica, apresentando baixa sensibilidade quando comparada ao MAC-ELISA.

Em areas endémicas para mais de um flavivirus, como no Brasil (particularmente DENV
e ZIKV), a sensibilidade e especificidade dos testes sorologicos para deteccdo de IgM e IgG
tornam-se comprometidas, podendo os testes apresentar reacdo cruzada devido a similaridade da
proteina E, principal alvo dos anticorpos de individuos infectados. A proteina E de ZIKV difere
apenas em 41-46% ao complexo soroldgico de dengue (DEJNIRATTISAI, 2016). Ja a proteina E
de Febre Amarela apresenta identidade de 39% a 43% com o0s 4 sorotipos de DENV
(RODRIGUES, 2010).

Estudos realizados para analisar a reatividade cruzada em amostras de soro coletadas de
pacientes em fase aguda e convalescente destacaram um grande potencial de reacdo cruzada em
infeccdes por DENV ou ZIKV. Felix et al (2017) analisaram a performance de trés Kits
comerciais de ELISA I1gG/IgM. A pesquisa incluiu 122 amostras de soros de 61 pacientes
positivos para ZIKV por gRT-PCR e ndo confirmados para DENV de Araraquara, Sdo Paulo.
Todos os soros de pacientes com infecgdo em fase aguda de ZIKV apresentaram reatividade
cruzada nos ELISA anti-dengue, incluindo soroconversao IgM-1gG para dengue. Outro estudo de
coorte foi elaborado por Dejnirattisai et al (2016) com finalidade de observar a infeccdo de
dengue em criancas no nordeste da Tailandia. Nesse estudo, todas as 18 amostras foram obtid as
entre 2002 e 2004, época na qual ndo havia relatos de zika na regido. Os sorotipos das amostras
foram classificados pela técnica RT-PCR. Todas as amostras indicaram positividade para ZIKV
nos testes de ELISA de captura de I1gG e IgM. Priyamvada et al. (2016) testou 14 amostras de
pacientes infectados por dengue em Bangkok, Tailandia. Ambas as amostras de soro em fase
aguda e convalescente apresentaram altos titulos de ligacdo ao lisado de ZIKV. Todas as 14
amostras testadas em 1gG ELISA para o lisado de ZIKV obtiveram resultado positivo. Esses
estudos sdo, portanto, exemplos do dificil manejo do diagndstico diferencial entre ZIKV e
DENV.

Em consequéncia de toda a problematica ja apresentada em relacéo a reatividade
cruzada nos ensaios soroldgicos, o diagnostico laboratorial de Febre Amarela prioriza o uso da

técnica molecular de RT-PCR, porém, assim como na infeccdo por ZIKV, um resultado negativo
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ndo descarta a possibilidade de um falso-negativo, desta forma, o uso de testes soroldgicos é

realizado de forma confirmatéria.

O protocolo de manejo clinico para FA recomenda o uso de técnicas soroldgicas para a
deteccdo de anticorpos em casos suspeitos que apresentam exposicao prévia em areas em surto de
FA elou regides rurais e silvestres, e que apresentam quadro febril agudo. Considera-se suspeito
todo caso com MAC-ELISA IgM positivo (BRASIL, 2018). Para a correta interpretacdo do
diagnostico soroldgico de FA deve-se levar em consideracdo se o paciente € vacinado ou foi
vacinado recentemente (< 30 dias), pois os titulos de anticorpos IgM de um individuo recém-
vacinado podem ser detectados a partir do quinto dia e atingir picos duas semanas depois. Em
casos de resultados positivos para IgM ELISA deve-se realizar o diagnostico diferencial por IgM,
abrangendo outras doengas infecciosas, sendo elas: dengue, hepatites virais, malaria, febre
tiféide, entre outros. Leva-se em consideracdo, ainda, o perfil epidemioldgico da regido. O
resultado negativo para outras infec¢des indica caso provavel de FA. J& um resultado positivo
pode indicar infec¢do por outro flavivirus, devendo-se realizar o teste PRNT para confirmacao.
Para resultados negativos do IgM ELISA realizados em amostras coletadas até 7 dias ap6s o
inicio dos sintomas, o resultado é considerado inconclusivo, sendo necessario testar uma segunda

amostra coletada com pelo menos uma semana de diferenca. Para amostras coletadas apos 8 dias
apos o inicio dos sintomas pode-se excluir hipotese de FA. (OPAS, 2018).

Os testes soroldgicos também oferecem informacgdes importantes sobre a resposta imune
do paciente infectado por CHIKV. Apo6s o oitavo dia do inicio dos sintomas é possivel detectar
anticorpos IgM e a partir do 15° dia detecta-se 1gG (Figura 7). Para o diagndstico soroldgico de
CHIKYV, utiliza-se majoritariamente a técnica de ELISA 1gM/lIgG e Testes rapidos (WITTLIN,
2018; NATRAJAN; ROJAS; WAGGONER, 2019). Comercialmente estdo disponiveis diversos
kits de ELISA, porem um recente estudo da Avaliacdo Externa de Qualidade (AEQ), que
analisou o desempenho de mais de 50 laboratérios para diagnostico molecular e soroldgico de
CHIKYV, observou que os in-house ELISA desenvolvidos pelos laboratérios para deteccao de IgM
e 1gG apresentam maior sensibilidade em relacdo aos kits comerciais de ELISA IgM e 1gG, tendo
em vista que a técnica in-house ELISA ¢é utilizada para identificar anticorpos contra o antigeno
viral completo e na técnica de ELISA comercial utilizam-se proteinas recombinantes
(JACOBSEN; 2016; NATRAJAN; ROJAS; WAGGONER, 2019). Vale ressaltar, porém, que
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ensaios comerciais de imunofluorescéncia apresentaram uma melhor sensibilidade em relagédo a
técnica de ELISA em amostras de soro positiva para IgM e IgG em dilui¢bes seriadas
(JACOBSEN, 2016).

KIKUTI et al (2020) realizou uma avaliacdo da acuracia de dois kits comerciais ELISA
IgM (Inbios International, Inc., Seattle, EUA; e Euroimmun, Luebeck, Alemanha) para o CHIKV
utilizados em éareas endémicas de dengue, zika e chikungunya. A coleta das amostras foi
realizada em pacientes com doenca febril aguda no periodo de 1 a 7 dias apds o inicio dos
sintomas (fase aguda) e no periodo de 19 a 38 dias apds o inicio dos sintomas (fase
convalescente). Os kits comerciais foram executados em amostras positivas e negativas para 0s
trés arbovirus CHIKV, DENV, ZIKV, todas confirmadas por RT-PCR. As amostras pareadas de
fase aguda e convalescente do kit Inbios demonstraram sensibilidade de 4% e 92,4%,
respectivamente, enquanto o kit da Euroimmun apresentou sensibilidade de 10,3% em fase aguda
e 96,9% para fase convalescente. Ja a especificidade do kit Inbios foi de 97,7% em fase aguda e
90,5% em fase convalescente, o kit Euroimmun apresentou uma menor especificidade, sendo
88,5% em fase aguda e 83,9% na fase convalescente.

Com isto, o melhoramento das técnicas de ELISA tradicionais vem sendo alvo de muitos
grupos de pesquisa. NATRAJAN e colegas (2019, p.6) relatam que a utilizacdo de peptideos
antigénicos da proteina E2, uso das proteinas E1 ou E2 e/ou uso de anticorpos monoclonais
recombinantes anti-E2 demonstraram maior especificidade comparado ao uso do virus inteiro
como antigeno. A técnica de ELISA para o bloqueio de proteinas E2 ndo apresentou reacGes
cruzadas significativas contra outros Alphavirus e identificou anticorpos que geram protegédo
cruzada com diferentes linhagens de CHIKV.

Entretanto, € importante ressaltar que em areas onde ha a co-circulagdo de outros
arbovirus do complexo Floresta de Semliki (Mayaro), existe grande possibilidade de reacéo
cruzada nos testes comerciais ja disponiveis para CHIKV, havendo a necessidade da aplicacdo de
testes confirmatdrios, como o PRNT ja citado anteriormente (CUNHA; TRINTA, 2017;
FERREIRA, 2018). Prat et al, 2014 avaliou a acuracia de 4 testes sorologicos aprovados pela
Comisséo Europeia, sendo dois TR CHIKV IgM e dois ELISAs para deteccdo de IgM e IgG.
Para a analise dos TR, 23 amostras além de amostras infectadas por MYV e virus 0'nyong-nyong,

ambos alfavirus, foram utilizadas. Os testes rapidos SD Bioline e CTK Biotech apresentaram
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baixa sensibilidade, de 20% e 30% respectivamente e especificidade de 73% e 93%
respectivamente. Os testes ELISA 1gM/IgG das empresas Euroimmun e IBL International
mostraram sensibilidade > 70%. “Os ELISAs de ambas as empresas detectaram o virus o'nyong-
nyong IgM e IgG. [..]. Essa reatividade cruzada destaca o fato de que a soroneutralizagdo é
necessaria para diferenciar os virus do mesmo sorogrupo.” (PRAT et al., 2014). Os testes da IBL
International e Euroimmun obtiveram especificidade de 88% IgM/96% 1gG e 82% IgM /95%

1gG, respectivamente.

Por fim, com a (re) emergéncia de arboviroses no mundo, novas tecnologias para
diagndstico soroldgico estdo sendo desenvolvidas, levando em consideracdo os critérios de
REASSURED (do inglés real-time connectivity, ease of specimen collection, affordable,
sensitive, specific, user-friendly, rapid, equipment-free, delivered). As novas tecnologias em
desenvolvimento visam a descoberta de melhores biomarcadores proteicos para a producdo de
testes diagndsticos multiplex, capazes de detectar mais de uma arbovirose simultaneamente,
como por exemplo o teste rapido ja disponivel DPP-ZDC, que é capaz de detectar
simultaneamente 1gG/IgM de Dengue, Zika e Chikungunya. Acredita-se que os testes multiplex
irdo ajudar a reduzir o tempo de diagndstico em regides endémicas para diferentes arbovirus do
mesmo género em comparacdo aos testes ja comercializados. Atualmente o mapeamento de
epitopos de células B, que tem por objetivo identificar pequenas proteinas reconhecidas por
anticorpos especificos, € uma estratégia cada vez mais utilizada. Entretanto, os desafios para o
desenvolvimento de novos testes soroldgicos, ainda sdo muitos: a baixa especificidade,
dificuldade de automacdo, padronizagdo, validacdo do teste, validacdo dos biomarcadores e
controle de qualidade (calibracéo e quantificacdo). (TIGHE et al., 2015; KERKHOF et al., 2019)
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4. CONCLUSAO

Em consequéncia da continua expansao de novos arbovirus (re)emergentes pelo mundo, o
numero de pessoas infectadas cresce expressivamente. Atualmente o Brasil apresenta diversas
regides endémicas para arboviroses pertencentes ao género Flavivirus, o que é uma questdo
importante para saude puablica tendo em vista a dificuldade no manejo clinico dos pacientes. A
obtencdo de diagndsticos sorologicos conclusivos é fundamental, principalmente para o0s
arbovirus da Dengue e Zika, visto que ha grande reatividade cruzada. Isso reforca a importancia
do desenvolvimento de novas tecnologias capazes de garantir melhor especificidade e
sensibilidade aos testes soroldgicos, Hoje, o enfrentamento da reatividade cruzada acontece
exclusivamente com as arboviroses da familia Flaviviridae, entretanto, com o0s recentes
diagnosticos que confirmaram a insercdo de novos arbovirus da familia Togaviridae, como
Mayaro (MYV) e Ross River (RRV) em areas endémicas de CHIKV, esta questdo torna-se mais
uma vez relevante para os testes soroldgicos ja existentes. Desta forma, é de suma importancia o
investimento nas tecnologias de deteccdo multipatogénicas e o desenvolvimento de novas
adaptacOes em funcdo das técnicas ja disponiveis.
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