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RESUMO

Introducédo: As arboviroses consistem num sério problema de saude publica no
Brasil, pois sdo responsaveis por causar grandes epidemias que impactam
socialmente e economicamente. A ocorréncia de surtos esta relacionada
frequentemente as familias virais Peribunyaviridae, Flaviviridae e Togaviridae. A
sintomatologia das doencas causadas por esses virus € muito semelhante, o que pode
dificultar o diagndstico clinico. O diagndstico laboratorial pode ser realizado de forma
direta (pesquisa por antigenos) ou de forma indireta (pesquisa por anticorpos). O
método rotineiramente utilizado para o diagndéstico dessas infeccdes € a sorologia
para deteccédo de anticorpos especificos, seja por métodos desenvolvidos in-house ou
por kits comerciais. Ao adentrar o organismo, 0s virus ativam o sistema imune, que
comeca a produzir anticorpos IgM apenas alguns dias apds a infeccéo e que poderéo
ser detectados até 3 meses apoés a infeccdo. Ja os anticorpos IgG se desenvolvem
dias apés o IgM e podem ser detectados depois meses a anos da infecgdo inicial.
Entretanto, os anticorpos IgM podem persistir por longos periodos e podem complicar
o diagnostico. Diversos parametros biolégicos podem influenciar na cinética da
resposta do anticorpo depois da infeccdo, como genética, historico prévio de
vacinacao e de infec¢des por virus similares e ndo similares e até mesmo infecgdes
por outros microrganismos. Com o advento e a consolidagdo do ELISA, os outros
métodos foram deixados em segundo plano, o que simplificou muito a interpretacéo
dos resultados no caso de arbovirus e de outros virus propensos a rea¢fes cruzadas,
entretanto, € sabido que os Alphavirus e Flavivirus possuem complexos antigénicos
para os quais ndo foram desenvolvidos testes soroldgicos especificos, podendo
ocorrer a reacao cruzada de IgG e IgM dentro de sorogrupos, gerando resultados
falso-positivos. Infeccdes anteriores ou vacinas também podem desencadear reacéo
cruzada pelos anticorpos. Esses fatores combinados com uma grande variedade de
sindromes com sintomatologia clinica semelhantes e a distribuicdo geografica das
doencas, dificultam muito a realizacdo de um diagndstico preciso ou diferencial.
Objetivos: Realizar levantamento bibliografico pela metodologia de revisao
sistematica das principais formas de reacédo cruzada, as intera¢des dos anticorpos nas
principais infecgbes por arbovirus de interesse a saude publica e as dificuldades no
diagnoéstico laboratorial. Metodologia: analise de dados obtidos em literatura

especializada por busca sistematizada nas bases de dados eletrébnicas MEDLINE,



LILACS, SciELO e BVS, entre o periodo de 2008 a 2018. Resultados: foram
encontrados 18 artigos referentes ao tema, sendo que 8 (44,4%) abordam
especificamente a relagdo DENV-ZIKV; 6 (33,3%) abordam a relacdo entre DENV e
outros Flavivirus; apenas um (5,6%) aborda a relagao dos Orthobunyavirus; um (5,6%)
entre DENV e YFV, um (5,6%) entre YFV, JEV e WNV e um (5,6%) entre CHIKV e
DENV. Conclusédo: diversos fatores biolégicos podem contribuir para as reacdes
cruzadas entre anticorpos nas infeccdes por arboviroses. Estudos da interacao virus-
anticorpo especifico sdo necessarios para o desenho de vacinas eficazes e o

desenvolvimento de testes soroldgicos mais especificos e sensiveis.

Palavras-chave: Anticorpos; Arbovirus; Diagndéstico; Sorologia; Vacinas



ABSTRACT

Introduction: Arboviruses are a serious public health problem in Brazil, as they are
responsible for causing large epidemics that impact socially and economically. The
occurrence of outbreaks is often related to the viral families Peribunyaviridae,
Flaviviridae and Togaviridae. The symptomatology of the diseases caused by these
viruses is very similar, which may make clinical diagnosis difficult. The laboratory
diagnosis can be performed directly (antigen search) or indirectly (antibody screening).
The method routinely used for the diagnosis of these infections is the serology for the
detection of specific antibodies, either by methods developed in-house or by
commercial kits. When they enter the body, the virus activates the immune system,
which begins to produce IgM antibodies only a few days after infection and can be
detected up to 3 months after infection. IgG antibodies develop on days after IgM and
can be detected months to years after initial infection. However, IgM antibodies may
persist for long periods and may complicate the diagnosis. Several biological
parameters may influence the kinetics of antibody response after infection, such as
genetics, previous history of vaccination and similar and non-similar virus infections,
and even infections by other microorganisms. With the advent and consolidation of the
ELISA, the other methods were left in the background, which greatly simplified the
interpretation of results in the case of arboviruses and other cross-reactive viruses,
however, it is known that Alphavirus and Flavivirus have antigenic complexes for which
specific serological tests were not performed, and the IgG and IgM cross reaction could
occur within serogroups, generating false-positive results. Previous infections or
vaccines can also elicit cross-reactivity by antibodies. These factors combined with a
wide variety of syndromes with similar clinical symptoms and the geographical
distribution of diseases makes it difficult to make a precise or differential diagnosis.
Objectives: to carry out a bibliographic survey by methodology of systematic review
of the main forms of cross-reaction, the interactions of antibodies in the main arbovirus
infections of interest to public health and difficulties in laboratory diagnosis.
Methodology: analysis of data obtained in specialized literature by systematized
search in the electronic databases MEDLINE, LILACS, SciELO and VHL, between the
periods from 2008 to 2018. Results: 18 articles were found related to the topic, of
which eight (44.4 %) specifically address the DENV-ZIKV relationship; six (33.3%) deal



with the relationship between DENV and other flaviviruses; only one (5.6%) addresses
the Orthobunyavirus ratio; one (5.6%) between DENV and YFV, one (5.6%) between
YFV, JEV and WNV and one (5.6%) between CHIKV and DENV. Conclusion: several
biological factors may contribute to the cross-reactivity between antibodies in arbovirus
infections. Studies of virus-specific antibody interaction are required for the design of
effective vaccines and the development of more specific and sensitive serological
tests.

Key-words: Antibodies; Arbovirus; Diagnosis; Serology; Vaccines
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1. INTRODUCAO

Os arbovirus (do inglés “arthropod-borne virus”) consistem num grupo de
agentes virais transmitidos por vetores artropodes que participam em parte do seu
ciclo de replicacéo e podem ser transmitidos para animais e humanos principalmente
através da picada de moscas e mosquitos hematofagos (VASCONCELOS;
CALISHER, 2016). Sao conhecidas mais de 500 espécies de arbovirus, sendo que
cerca de 150 delas ja demonstraram ter capacidade de causar doengas em humanos
e, em sua maioria, sdo caracterizadas por serem zoonoses. O ciclo de transmissao
desses virus € mantido através de vetores artropodes e animais vertebrados que
atuam como reservatorios (CLETON et al., 2012). Esses virus pertencem a cinco
familias virais: Peribunyaviridae, Flaviviridae, Togaviridae, Reoviridae e
Rhabdoviridae, sendo que no Brasil as principais familias que sdo capazes de causar
doencas em humanos e animais sdo as familias Togaviridae e Flaviviridae
(FIGUEIREDO, 2007, 2015). Entretanto, estudos indicam que haja a ocorréncia de
mais de 500 mil casos em humanos de Febre do Oropouche, que € uma sindrome
causada por um virus membro da familia Peribunyaviridae (LOPES; NOZAWA,
LINHARES, 2014; VASCONCELOS et al., 2011).

As arboviroses consistem num sério problema de saude publica no Brasil, pois
sdo responsaveis por causar grandes epidemias que impactam socialmente e
economicamente, podendo sobrecarregar o sistema publico de satde (FIGUEIREDO,
2015). A emergéncia dessas doencas € frequentemente associada a falta de
planejamento urbano, desmatamento, migracdo, ocupacdo irregular de &areas
urbanas, caréncia de politicas publicas de saneamento e controle de vetores, bem
como fatores climaticos (MOTA et al., 2016).

Os arbovirus mais comuns no Brasil possuem sintomas muito semelhantes e o
diagnéstico, em momentos de epidemia, é feito normalmente apenas baseado em
critérios clinico-epidemiolégicos, o que pode significar que a maioria delas estejam
sendo subdiagnosticadas (MOTA et al., 2016). Entretanto, quando o diagndstico é
realizado laboratorialmente, diversos fatores podem interferir na precisao dos testes
como as reagdes cruzadas entre 0s anticorpos, histérico de vacinacao, individualidade
genética, o histérico de infecgbes anteriores por virus similares e ndo similares e até

mesmo outros agentes infecciosos.
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Através desse trabalho pretende-se avaliar as principais formas de reacao
cruzada entre os arbovirus de importancia em Sadde Publica no Brasil, apontar as
dificuldades do diagnostico laboratorial, auxiliar desenvolvimento de novos métodos
de diagndstico e contribuir para medidas decisivas em Saude Publica, conforme
disposto no Plano Estadual de Saude (PES) 2016-2019, que possui como
meta/objetivo: “Desenvolver pesquisas técnico-cientificas para a melhoria da
qualidade diagnostica e analise de produtos de interesse da saude publica/Ampliar
em 40% o desenvolvimento de novas metodologias para melhoria da qualidade

diagnéstica e analise de produtos de interesse da saude publica”.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Realizar uma revisao sistematica em literatura especializada sobre a imunidade

cruzada entre os principais arbovirus de importancia em Saude Publica no Brasil.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar as interacGes sorologicas entre os principais arbovirus de interesse a
saulde publica;

2. Avaliar as limitacdes no diagndstico laboratorial.

3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Visao geral dos principais arbovirus circulantes no Brasil

No Brasil, o virus da Dengue (DENV) € endémico e continua a ser o principal
responsavel pelo surgimento de surtos e epidemias, entretanto, recentemente
comecou a dividir espaco com outros virus de importancia a saude publica, como o
virus Zika (ZIKV) introduzido no Brasil em 2013 (FARIA et al., 2016) e o virus
Chikungunya (CHIKYV) introduzido em 2014 (NUNES et al., 2015). Ha ainda, outros
virus considerados negligenciados, como o Virus do Oeste do Nilo (WNV), Virus
Mayaro (MAYV) (MOTA et al., 2015) e Virus (Oropouche (OROV) (ROSA et al., 2017).
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3.1.1. Dengue

DENV é um virus envelopado, possui genoma de RNA de polaridade positiva
com aproximadamente 11kb, membro da familia Flaviviridae, género Flavivirus. Esse
género possui outros importantes membros para a saude publica como o virus da
Encefalite Japonesa (JEV), virus do Oeste do Nilo (WNV) e o da Febre Amarela (YFV)
(GEBHARD; FILOMATORI; GAMARNIK, 2011).

Sao conhecidos quatro sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Nos
anos de 1980, DENV-1 era o sorotipo mais prevalente, sendo ultrapassado pelo tipo
2 na década de 1990. Posteriormente foi detectado o tipo 3 no ano de 2000 e o tipo
4 em 2007 (MOURAO et al., 2015). Atualmente, os quatro tipos circulam no pais com
maior ocorréncia dos tipos 1 e 2. O virus é transmitido principalmente pela picada do
mosquito Aedes aegypti, que esta amplamente distribuido no pais, ocupando em torno
de 80% do territério brasileiro. Estudos indicam que ocorram mundialmente entre 50
a 100 milhdes de infec¢des por ano e que mais de 2,5 bilhées de pessoas vivam em
paises endémicos de dengue (BHATT et al., 2013).

Clinicamente, a doenca manifesta-se por um quadro febril agudo, com sintomas
que podem variar entre febre alta (39 a 40°C), mialgia, artralgia, cefaléia intensa,
nausea, vomito, dor retro-orbital, anorexia, astenia e exantema, podendo evoluir para
a forma grave da doenca ao apresentar dor abdominal, hepatomegalia e hemorragias
(BRASIL. Ministério da Saude, 2016).

3.1.2. Zika

O ZIKV pertence ao género Flavivirus, da familia Flaviviridae, é envelopado e
possui genoma de RNA com polaridade positiva, transmitido pela picada de mosquitos
Aedes aegypti. O primeiro isolamento deste virus ocorreu em 1947 em Uganda, na
floresta Zika, em macaco Rhesus que era utilizado como sentinela para Febre
Amarela (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). Ja em 1954 ele foi encontrado em
pacientes com sintomas de ictericia na Nigéria (MACNAMARA, 1954). Apos isso, por
Varios anos o virus manteve-se silencioso, com poucos casos relacionados a doenca
em humanos, até que em 2007 foi relatada uma importante epidemia na Micronésia,
gue se tornou a primeira epidemia fora do continente africano quando cerca de 73%
da populagcdo soroconverteu ao agente e surgiu um novo genotipo de ZIKV, hoje

conhecido como a cepa asiatica (LANCIOTTI et al., 2008).
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A segunda epidemia de ZIKV ocorreu em 2012 na Polinésia Francesa e no
Brasil. Os primeiros casos autdctones foram relatados no inicio de 2015 (ZANLUCA
et al., 2015), embora estudos genéticos e moleculares tenham demonstrado que a
entrada no pais tenha ocorrido em 2013 (FARIA et al., 2016).

Estima-se que cerca de 82% dos casos de infecgdo pelo ZIKV sejam
assintomaticos porem, quando ocorrem sintomas, eles sdo semelhantes aos da
dengue, apresentando exantema, febre (<38,5°C), mialgia, fadiga e conjuntivite
(HABY et al., 2018). Esses fatores somados a co-circulagdo com outros arbovirus,
reagbes cruzadas com outros tipos de virus da mesma familia, dificultam o
estabelecimento da real incidéncia do ZIKV no pais e em outras regifes tropicais
(LIANG; GAO; A GOULD, 2015; XAVIER et al. 2017).

ZIKV ainda esta associado a outras complicacdes neurolégicas graves em
humanos, como a Sindrome de Guillain-Barré em adultos e criancas e a microcefalia,
em fetos de mulheres gravidas (LUCCHESE; KANDUC, 2016).

3.1.3. Chikungunya

CHIKV é um virus envelopado composto por genoma de RNA com polaridade
positiva e cerca de 11,8kb pertencente a familia Togaviridae, género Alphavirus e ao
complexo antigénico Semliki Forest, que também é composto por varios outros virus
relevantes, como o Mayaro, Ross River, O’ nyong-nyong, Bembaru, Semliki forest e
Getah. E transmitido por mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus (FIGUEIREDO,
2007; AZEVEDO; OLIVEIRA; VASCONCELOS, 2015). O virus foi originalmente
isolado de soro humano na Tanzania em 1953 (ROSS, 1956) e seu home tem origem
de um idioma local, significando “aqueles que se curvam”, em referéncia as dores
articulares causadas pela doenca (ROBINSON, 1955).

A infeccéo pelo CHIKV caracteriza-se pela apresentacdo de sintomas como
febre aguda, artralgia, conjuntivite, exantema e edema articular. Estudos com modelos
estatisticos demonstraram que na América Latina cerca de 47,6% dos pacientes que
tiveram infecgcao por CHIKV irdo permanecer com sequelas da doenca, caracterizada
por manifestacdes articulares crénicas (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2015) e/ou

altas taxas de persisténcia de outros sintomas (NUNES et al., 2015).
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3.1.4. Mayaro

O MAYV é um virus envelopado pertencente a familia Togaviridae e género
Alphavirus (ASSUNCAO-MIRANDA et al., 2013), assim como o CHIKV, faz parte do
complexo antigénico do grupo Semliki Forest. Internamente o virus é constituido de
RNA positivo de fita simples com 11,5kb de comprimento (LAVERGNE et al., 2006).
E o agente causador da Febre do Mayaro, uma doenca febril aguda que pode estar
associada a inflamacédo articular prolongada e dolorosa, possuindo carater
autolimitante e demais sinais clinicos similares a Dengue e Chikungunya, o que
dificulta o diagnéstico clinico. A forma de transmissao ocorre principalmente através
da picada de mosquitos do género Haemagogus sp e o virus é mantido na natureza
através de um ciclo que inclui o vetor e animais vertebrados. Acredita-se que possa
ocorrer a adaptacdo do virus a vetores antropofilicos, podendo tornar a sua
transmissdo mais eficiente no meio urbano. Assim como o0s outros arbovirus
emergentes, o MAYV pode se tornar um sério problema de saude publica, pois tem

potencial parar gerar alto impacto econémico e social (MOTA et al., 2015).

3.1.5. Oropouche

OROV é um virus de genoma composto de RNA de polaridade negativa que
possui 3 segmentos (L — “large”, M — “medium”, S — “small”). E um membro da familia
Peribunyaviridae, género Orthobunyavirus e sorogrupo Simbu. O principal vetor do
virus é a mosca Culicoides paraensis, popularmente conhecida como “maruim” ou
“mosquito-pdlvora”, muito comum na regido amazonica do pais. Desde seu primeiro
isolamento no Brasil na década de 1960 (PINHEIRO et al., 1962) diversos surtos de
doenca febril aguda foram relatados e, até a introducéo do ZIKV e CHIKV, a infeccao
por ORQV era considerada a segunda maior causa de doenca febril, perdendo apenas
para o DENV. Estima-se a ocorréncia de mais de meio milhdo de casos de OROV
desde o seu descobrimento (VASCONCELOS et al., 2011). Considerando que o C.
paraensis costuma viver em areas de baixa altitude e estd amplamente distribuido
pelas Américas, a probabilidade da ocorréncia de surto nas regides costeiras do
nordeste e sudeste do Brasil € alta (FIGUEIREDO, 2007). Mais recentemente no ano
2000, o virus foi isolado de um macaco na regido de Arinos, em Minas Gerais,

evidenciando a circulacéo do virus fora da regido Amazénica (NUNES, 2005).
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As manifestages clinicas caracterizam-se por uma doenca febril aguda, assim
como a Dengue, podendo apresentar cefaleia, mialgia, artralgia, fotofobia, mal-estar
e algumas manifestacdes incomuns, como exantema e congestao da conjuntiva. Os
sintomas costumam durar de 5 a 7 dias, porém diversos casos de recidiva foram
relatados cerca de uma semana apoés o final dos sintomas. H4 ainda o relato de
sintomas neurolégicos (BASTOS et al., 2012) e aumento significativo no numero de

abortos em periodos de epidemia na regido amazénica (PINHEIRO et al., 1981).

3.1.6. Virus do Oeste do Nilo

WNV é um virus envelopado, com genoma de RNA e polaridade positiva com
aproximadamente 10,5kb, membro da familia Flaviviridae, género Flavivirus. Foi
isolado a primeira vez em Uganda, no ano de 1937 de um individuo nativo que
apresentava quadro febril (SMITHBURN et al., 1940), desde entéo, surtos esporadicos
tem sido relatados no mundo todo. O primeiro caso humano documentado no Brasil
ocorreu em 2014 no interior do Piaui, em um trabalhador rural do municipio de
Aroeiras do Itaim que apresentava encefalite aguda e paralisia flacida (VIEIRA at al.,
2015), mais recentemente em 2018, o virus foi isolado de um cavalo que apresentava
sintomatologia neurolégica no municipio de Sdo Mateus, no estado do Espirito Santo
(MARTINS at al., 2018).

O principal vetor do WNV s&o os mosquitos do género Culex, principalmente o
C. pipiens e possui como reservatorio principal as aves, que atuam como
amplificadoras do virus. O ser humano e os cavalos sdo considerados hospedeiros
acidentais e finais, pois apresentam baixos niveis de viremia e por um periodo muito
curto, o que é insuficiente para contribuir com a disseminacédo da doenca (BUNNING
at al. 2002).

Os sintomas em humanos, além da doenca febril aguda, podem incluir doencas
neurolégicas como paralisia flacida aguda, meningite e encefalite. Estima-se que
cerca de somente 20% dos infectados desenvolvam sintomas (HAYES et al. 2005).
Em relacdo aos equinos, a maioria também permanece assintomatica durante a
infeccdo, entretanto, quando a manifestacdo sintomatolégica ocorre, os principais
sintomas observados sdo anorexia, colica, apatia, encefalite, ataxia, fasciculacao

muscular, decubito e miastenia (OSTLUND et al., 2001).
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3.1.7. Febre Amarela

O YFV é envelopado, composto por genoma de RNA de polaridade positiva
com cerca de 11kb, pertencente ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae. O virus
é originario da Africa e estima-se que ele tenha chegado as Américas durante o
periodo de escravidao, com o primeiro caso de epidemia relatado em 1648 (CARTER,
1931).

O virus mantém-se na natureza em um ciclo enzootico, onde macacos atuam
como hospedeiros amplificadores e sentinelas do virus e mosquitos do género
Haemagogus e Sabethes atuam como transmissores da doenca. No ciclo urbano,
mosquitos do género Aedes sdo 0s responsaveis por transmitir a doenca e o ser
humano é considerado hospedeiro. No Brasil, ndo ha registros de casos urbanos
desde 1942, entretanto, a recente epidemia no ciclo enzodtico alertou sobre a
possibilidade de reurbanizacdo da doenca quando registrou em menos de 18 meses
1833 casos confirmados e 578 mortes em humanos sendo a maioria 99,9% deles na
regido Sudeste e quando milhares de primatas vieram a 6bito, levando o Ministério da
Saude a dar maior énfase ao incentivar a vacinacdo em areas de risco (POSSAS et
al., 2018).

Os sinais clinicos classicos da doenca séo caracterizados pelo inicio subito de
febre alta e continua, cefaleia, inapeténcia, nauseas e mialgia, podendo ou nao
apresentar o sinal de Faget (bradicardia acompanhada de febre alta). A infec¢cédo é
autolimitante, podendo durar de dois a quatro dias. Entretanto, em cerca de 15 a 60%
das pessoas notificadas e que possuem sintomas irdo evoluir para a forma mais grave
da doenca e dessas, entre 20 a 50% poderao ir a 6bito. Pacientes que evoluem para
a forma grave poderdo apresentar cefaleia e mialgia intensas, nauseas e vomitos
frequentes, oliguria, ictericia e manifestacbes hemorragicas, como hematémese,
metrorragia e epistaxe; podendo apresentar quadro de regressédo dos sintomas de 6
a 48 horas entre o 3° e 5° dias da doenca seguido de agravamento dos fendmenos

hemorragicos, insuficiéncia renal e ictericia (BRASIL. Ministério da Saude, 2017)

3.2. Diagnostico laboratorial por sorologia

A sintomatologia das doencas causadas por esses virus € muito semelhante, o
gue pode dificultar o diagndstico clinico. Laboratorialmente, o método mais utilizado

para o diagnostico dessas infecgcbes € a sorologia, tais como a Inibicdo da
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Hemaglutinacdo (HI), Ensaio imunoenzimatico (EIA ou Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay — ELISA, em inglés), Fixacdo do Complemento (FC),
Imunofluorescéncia (IF) e o Teste de Neutralizacdo por Reducédo de Placas de Lise
(Plague Reduction Neutralization Test — PRNT, em inglés), que podem ser utilizados
na deteccdo de anticorpos especificos, seja por meétodos “in-house” ou por Kits

comerciais.

3.2.1 Ensaio imunoenzimatico (EIA/ELISA)

O ELISA possui capacidade de detectar um determinado anticorpo em um soro
através do auxilio de uma reacdo enzimatica. Numa placa de poliestireno, adsorve-se
0 antigeno e adiciona-se 0 soro. Se houver a presenca de anticorpos especificos para
aguele antigeno no soro, ocorrera a ligacao. Apos o periodo de incubacéao, a placa é
lavada para que ocorra a eliminacdo de anticorpos ndo especificos e um conjungado
de anticorpo anti-imunoglobulina ligado a uma enzima € adicionado. Apds outra
incubacéo, lava-se a placa para eliminar residuos de conjugado que porventura nao
tenham se ligado e entdo, € adicionado o substrato e um cromogénico que sera capaz
de detectar a ligacdo antigeno-anticorpo na placa. A intensidade da cor € proporcional
a quantidade de anticorpos especificos presentes no material biolégico adicionado e

deve-se ser analisada por espectrofotometria.

3.2.2 Imunofluorescéncia (IF)

A técnica baseia-se na utilizacdo de anticorpos marcados com compostos
fluorescentes (conjugado) que possuem capacidade de formar imunocomplexos virus-
anticorpo. O corante mais comumente utilizado é o isotiocianato de fluoresceina
(FITC), que produz uma fluorescéncia verde-amarelada ao ser visualizado no
microscopio de luz ultravioleta (UV). Pode-se basear na deteccao tanto de antigenos

guanto de anticorpos (método direito e indireto).

3.2.3 Teste de Neutralizagdo por Reducéo de Placas de Lise (PRNT)

O principio deste teste é gque o virus infeccioso ao interagir com anticorpos

7

especificos é neutralizado e, como consequéncia, perde a capacidade de infectar
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células que sejam permissivas. Na primeira fase do teste o virus infeccioso e o
anticorpo sao misturados e incubados para que ocorra a interagao virus-anticorpo. Na
segunda fase, inocula-se a mistura da primeira fase em um hospedeiro permissivo,
normalmente, cultura celular. Apés um periodo de incubacédo, observa-se a cultura
para verificar a presenca de efeito citopatico. Caso os anticorpos tenham se ligado ao
virus na primeira etapa, este sera neutralizado e néo ira infectar a cultura de células.
Caso nédo tenham se ligado, o virus permanecera com a sua capacidade de causar
infeccdo e ird agir na cultura de células. O teste pode ser utilizado tanto para
identificacdo de virus ou quanto avaliacdo do nivel de anticorpos e possui capacidade
de detectar anticorpos totais (IgM e 1gG), sem distin¢cdo da classe de imunoglobulina.

3.2.4 Inibicdo da Hemaglutinacéo (HI)

Neste teste, quando um determinado virus reage com o anticorpo especifico a
capacidade de hemaglutinacéo € bloqueada. Na primeira etapa do teste, o virus que
possui capacidade de hemaglutinacdo € adicionado ao anticorpo e misturado. Se
houver ligacdo antigeno-anticorpo especifico, o0 virus perdera a capacidade de
produzir hemaglutinacdo. Na segunda etapa, adiciona-se hemécias a mistura
antigeno-anticorpo e, nesse caso, ndo ira ocorrer a hemaglutinacéo. Caso na primeira
etapa ocorra o efeito contrario, ou seja, o0 anticorpo nao seja especifico para o virus,
nao ocorrera a ligacdo e ao ser adicionadas as hemacias, a capacidade de realizacao
da hemaglutinagcdo serd mantida. O teste possui capacidade de deteccdo de

anticorpos totais (tanto IgM quanto 1gG).

3.2.5 Fixacdo do Complemento (FC)

O principio do teste € em torno da ac¢éo litica do complemento, que €é ligado a
um complexo antigeno-anticorpo. Na primeira etapa do teste realiza-se a incubacao
do antigeno, anticorpo e complemento previamente misturados. Se houver afinidade,
os trés irdo ligar-se. Na segunda etapa, adiciona-se a primeira etapa um complexo
formado por hemacia e anticorpo anti-heméacia, que possui atividade reveladora. Se
houve ligacdo na primeita etapa, o complemento fixado ndo estara mais disponivel
para atuar com o complexo adicionado na segunda etapa e as hemacias nao serao

lisadas, indicando que o antigeno e o anticorpo da primeira etapa eram especificos



23

um para o outro. Caso na primeira etapa o anticorpo ndo seja especifico para o
antigeno, ndo havera a formacao de imunocomplexos, deixando o complemento livre
e ativo na reacao e quando houver a adicao do revelador, as heméacias serao lisadas,

indicando que o antigeno e o anticorpo da primeira etapa ndo eram especificos.

3.3 Respostaimunoldgica relacionada ao diagnéstico

Apoés a entrada do virus no organismo, diversos fatores podem influenciar na
resposta do anticorpo, como o histérico de vacinacédo, a individualidade genética, o
historico de infecgBes anteriores por virus similares e ndo similares e até mesmo
outros agentes infecciosos. As imunoglobulinas M (IgM) se desenvolvem rapidamente
em apenas alguns dias apos o inicio da infeccao e geralmente, podem ser detectados
até 3 meses apos a infeccdo. Ja as imunoglobulinas G (IgG) se desenvolvem dias
apos o IgM e podem ser detectaveis mesmo depois meses a anos da primo-infeccao.

Com o advento e a consolidacéo do ELISA, os outros métodos foram deixados
em segundo plano, o que tornou mais acessivel a interpretacdo dos resultados no
caso dos arbovirus e de outros virus com tendéncia a realizarem reacdes cruzadas.
Porém, os testes sorologicos ndo sédo desenvolvidos especificamente para cada um
dos complexos antigénicos das familias virais e as imunoglobulinas 1gG e IgM podem
reagir dentro de sorogrupos causando resultados falso-positivos ou ainda, como no
caso dos anticorpos de IgG de Flavivirus, reagir de forma cruzada dentro dos
sorocomplexos e ter propensao a reagir de forma cruzada com outros sorogrupos.
Infeccdes anteriores ou vacinas também podem desencadear reacao cruzada pelos
anticorpos. Esses fatores combinados com uma grande variedade de sindromes com
sintomatologia clinica semelhantes e a distribuicdo geogréafica das doencas, dificulta
muito a realizacdo de um diagnoéstico diferencial (CHARREL, 2016).

O diagndstico soroldgico através da pesquisa para anticorpos circulantes em
sangue de pacientes com suspeita de arboviroses pode ser realizado atraves de
diferentes técnicas sorolégicas indireta, entretanto, essas metodologias que procuram
0 anticorpo de forma indireta podem reagir de forma cruzada, seja por anticorpos

oriundos da resposta a uma infecgao anterior ou os induzidos vacinalmente.
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4  MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado com o objetivo de pesquisar na literatura
especializada as principais formas de reacdo cruzada entre os arbovirus de maior
importancia em Saude Publica no Brasil.

Baseou-se na busca sistematizada e hierarquizada de artigos em bases de
dados eletronicos consultadas no SciELO (The Scientific Electronic Library Online),
LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude) e MEDLINE
(Medical Literature Analysis and Retrieval System Online) e, eventualmente, fontes do
Portal da Biblioteca Virtual em Saude (BVS).

Foram utilizadas palavras-chaves trilingues de acordo com os DeCS
(Descritores em Ciéncias da Saude) para localizar os artigos e definir quais as
melhores estratégias para a pesquisa, como por exemplo: Busca na base eletronica
MEDLINE, onde foram encontrados 285 artigos: “cross AND reaction AND arbovirus’.

Os seguintes critérios foram utilizados para inclusdo: 1) artigos publicados no
periodo entre 2008 a 2018 e 2) publicacdes em linguagem portuguesa, inglesa ou
espanhola; 3) arbovirus transmitidos por mosquitos e de importancia em saude
publica.

Os artigos cientificos néo incluidos respeitaram os critérios de excluséo
descritos a seguir: 1) artigos publicados antes do ano de 2008; 2) publicaces escritas
em qualquer outra lingua néo incluida entre as citadas nos critérios de incluséo; 3)
estudos que ndo tenham como tema central arbovirus transmitidos por mosquitos e 4)
estudos que ndo contenham arbovirus de importancia médica no Brasil.

A selecao dos artigos foi realizada através de uma triagem a partir da leitura do
titulo e resumo dos mesmos, considerando os critérios de inclusdo e excluséo. Artigos
idénticos foram excluidos e os demais foram lidos para composicdo e
desenvolvimento do estudo.

Por se tratar de uma revisao bibliografica do tipo sistematica, ndo houve

necessidade de submissdo do projeto ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos busca nas bases de dados eletrdbnicas MEDLINE, LILACS e SciELO,
foram encontrados o total de 308 artigos. Inicialmente, os artigos foram selecionados

a partir da triagem por titulos e resumos, totalizando 80 artigos, os demais foram
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excluidos. Apos leitura completa, 62 artigos foram excluidos e outros 18 foram
selecionados para o estudo, pois atendiam aos critérios de elegibilidade previamente

estabelecidos de acordo com os objetivos do trabalho.

5.1 Dados Bibliométricos

Dos 18 artigos incluidos neste trabalho, oito abordam especificamente a
relacdo DENV-ZIKV (44,4%); seis abordam a relacéo entre DENV e outros Flavivirus
(33,3%); apenas um aborda a relagcdo dos Orthobunyavirus (5,6%); um entre DENV e
YFV (5,6%), um entre YFV, JEV e WNV (5,6%) e um entre CHIKV e DENV (5,6%)
(Figura 1).

Figura 1 — Porcentagem de artigos publicados de acordo com os tipos de

interacfes imunologicas virais
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A porcentagem da origem dos artigos por pais € apresentada na Tabela 1:

Tabela 1 — Porcentagem da origem das publicacdes sobre o tema por pais

PAIS DE ORIGEM DA PUBLICACAO N° (%)

Estados Unidos 9 (50)

China 1 (5,55)
Bélgica 1 (5,55)
Franca 1 (5,55)
Singapura 1 (5,55)
Coldmbia 1 (5,55)
Brasil 2 (11,11)
Reino Unido 2(11,11)

Total 18 (100)
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A frequéncia da ocorréncia dos artigos foi separada pelos anos das
publicacdes, conforme tabela 2:

Tabela 2 — Frequéncia das ocorréncias de publicacdes sobre imunidade

cruzada entre arbovirus por ano

FREQUENCIA DE OCORRENCIA N° (%)

2008 1 (5,55)
2009 -

2010 1 (5,55)
2011 1 (5,55)
2012 -

2013 1 (5,55)
2014 -

2015 1 (5,55)
2016 1 (5,55)
2017 6 (33,3)
2018 6 (33,3)
Total 18 (100)

Embora os virus objetos deste estudo sejam considerados emergentes e de
importancia para a Saude Publica, ao mesmo tempo s&do considerados
negligenciados, pois ha caréncia de estudos e de interesse por parte governamental
para que esforcos e investimentos sejam realizados para a disseminacdo do
conhecimento a respeito deles cheguem a comunidade cientifica e a populacéo. Nota-
se que, mesmo se tratando de um assunto em evidéncia, poucos artigos foram
encontrados e entraram para este estudo. E importante salientar que, embora a
América do Sul seja considerada uma rota importante para os arbovirus e possui uma
guantidade significativa de casos reportados, apenas trés estudos dentre os 18
selecionados foram realizados na regido, metade deles foram realizados nos Estados
Unidos da América e os restantes estéo distribuidos entre China, Bélgica, Singapura
e Reino Unido.

Em relacdo a frequéncia das publicacdes é observado que a quantidade de
estudos aumentou significativamente apds as epidemias de ZIKV em 2015,
apresentando maior nimero nos anos de 2017 e 2018.
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5.2 Interagao soroldgica entre arbovirus

5.2.1 DENV - ZIKV

Barba-Spaeth et al., 2016 relatam que a proteina E do ZIKV € mais préxima da
proteina E do DENV (54-57% de amino-acidos conservados) e do WNV (53% de
amino-4cidos conservados), podendo-se dizer que, por analise filogenética da
proteina E, que o ZIKV é muito mais proximo do DENV do que qualquer outro
Flavivirus e que, ainda, € muito mais correto dizer que pode ser considerado um quinto
sorotipo, entretanto, 0 genoma remascente analisado coloca o ZIKV como outros
Flavivirus.

Pessoas que possuem histérico de infeccéo prévia pelo DENV e produziram
anticorpos contra a proteina NS1, ao se infectarem pelo ZIKV e produzirem anticorpos
contra a proteina NS1 do ZIKV, irdo apresentar alta taxa de reacéo cruzada, enquanto
gue pessoas nao infectadas anteriormente apresentacdo menos reacao cruzada. Vale
salientar que a infeccao prévia por DENV seguida pela infeccéo do ZIKV, ira aumentar
os linfocitos B de memdria reativa cruzada, aumentando a capacidade de
neutralizacdo dos flavivirus e induzindo capacidade neutralizante contra ZIKV e
DENV. Entretanto, essa protecao cruzada pode n&o possuir longa duracdo ou pode
ser diferente de acordo com os sorotipos de DENV e geralmente nao persistem por
mais do que 12 a 18 meses, 0 que pode nao ser suficiente para causar uma imunidade
de rebanho (RIBEIRO et al., 2018b). Na figura 2, pode-se observar esquematicamente
algumas reac0des soroldgicas cruzadas entre Flavivirus (SPEER; PIERSON, 2016).

Essa reacao cruzada entre os anticorpos pode possuir diversas acdes, como
dificultar o diagnostico, promover doencga severa como ocorre nos casos de infeccdes
recorrentes pelo DENV, neutralizar o ZIKV - como foi demonstrado por estudos
realizados in vitro através de uma classe de anticorpo monoclonal humano isolado de
pacientes com DENV ou ainda acéo protetora, como foi avaliado em modelo murino
infectado letalmente. Estudos que avaliem o potencial desses epitopos
compartilhados, podem favorecer uma abordagem imunoterapica para o tratamento
contra ZIKV ou ainda repropor vacinas contra o DENV que possuam imunidade
cruzada protetora também contra o ZIKV (SWANSTROM at al., 2016).
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Figura 2 — Reacdo soroldgica cruzada entre Flavivirus
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Fonte: Adaptado de SPEER, S. D.; PIERSON, T. C., 2016

Koishi et al. (2018) desenvolveram um teste de neutralizacdo fluorescente
baseado em imagem de alto rendimento para infeccao por ZIKV através de deteccéo
sorologica que apresentou melhor diagnéstico que o PRNT tradicional. O teste ainda
apresentou menos reatividade cruzada do que o MAC-ELISA, com taxa menor
equivalente a 50,53%. Sua utilizacdo se demonstra eficaz para estudos de
soroprevaléncia, ensaios clinicos de vacinas e para confirmacao do diagnéstico clinico
para a infeccdo pelo ZIKV.

Estudos experimentais realizados por McCracken et al. (2017) in vivo em
macacos Rhesus previamente infectados e ndo previamente infectados com o DENV
demonstrou que os soros de macacos imunes ao DENV apresentaram atividade de
reacao cruzada com o ZIKV quando submetidos a ensaios de ligacao e neutralizacéao
de anticorpos antes da infeccéo pelo ZIKV e que foram capazes de exponenciar a
infecgcdo pelo ZIKV em cultura celular. Mesmo diante destes dados, ndo foram
observadas diferencas que se considerem significativas entre animais flavivirus-naive
e animais imunes em relacdo aos titulos virais, cinética de células imunes e niveis de
anticorpos neutralizantes apos a infeccéo pelo ZIKV, indicando que neste modelo de
infecgdo por primata ndo-humano, os resultados por infecgdo prévia com flavivirus
ndo foi capaz de conferir protecdo e nem de aumentar os titulos observados de ZIKV.

Ja os estudos realizados in vivo por George et al. (2017) utilizando também
como modelo animal os macacos Rhesus, demonstrou que infecgéo prévia pelo ZIKV
levou a um aumento significativo da viremia por DENV, acompanhado de um quadro

clinico apresentando neutropenia, hiperglicemia, linfocitose, aumento na contagem de
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reticulocitos e a ativacdo de mondcitos pro-inflamatoérios e liberagédo de mediadores
inflamatorios.

Lopes et al. (2018) sugere que os estudos imunoldgicos sejam redesenhados
e realizados levando-se em consideracdo as multiplas variaveis que séo capazes de
influenciar na reagéo cruzada entre DENV e ZIKV, dentre eles a existéncia dos 4
sorotipos de DENV, a consisténcia de estudos realizados em modelos in vivo,
realizacdo de estudos em populacbes naive ou com historico de infeccbes por
flavivirus, a avaliacdo da co-infeccdo ou imunidade contra outros flavivirus, a
existéncia de anticorpos conservados ou especificos da Proteina E e fatores
intrinsecos relacionados aos virus, como mutacdes na sequéncia do gene do
envelope viral, principalmente tentando reduzir a lacuna entre testes laboratoriais

experimentais e as infec¢des naturais.

5.2.2 DENV -YFV

Num  estudo realizado por HOUGHTON-TRIVINO; MONTANA,
CASTELLANOS em 2008 com amostras positivas para YFV confirmadas pelo método
de PRNT e posteriormente submetidas ao UMELISA para deteccao de anticorpos IgG
e IgM para analise. Entretanto, algumas delas ao serem submetidas ao UMELISA
foram IgG negativas, sugerindo que os anticorpos IgM detectados pelo UMELISA
eram oriundos de uma primo-infeccdo pelo DENV e que possuiam atividade de reacao
cruzada. Outra parte do estudo também realizou um teste com amostras negativas
pra DENV IgM e que posteriormente os doadores receberam vacina contra YFV.
Posteriormente a vacinacdo 8 de 19 amostras foram positivas para DENV no IgM,
demonstrando a alta reatividade cruzada entre os anticorpos de DENV e YFV quando
submetidos ao exame pelo método de ELISA. Ainda, demonstraram que alguns
individuos saudaveis e que foram expostos a vacinagdo contra YFV apresentaram
anticorpos neutralizantes, indicando um contato prévio com DENV e confirmando a

reatividade cruzada.

5.2.3 Peribunyaviridae

Poucos estudos soroldgicos foram realizados para avaliar a reatividade cruzada

dos anticorpos entre os Orthobunyavirus, entretanto, Pauvolid-Corréa et al. (2017)



30

citam alguns estudos que reportaram acdo cruzada entre alguns membros desse
grupo, como por exemplo, o Oriboca (ORIV) no teste de fixacdo de complemento,
pode reagir de forma cruzada com o virus Murutucu (MURV) e que o Nepuyo (NEPUV)
em teste de neutralizacdo realizado com soro imune de cobaia para diferentes
membros do grupo California, o NEPUV reagiu fortemente com o soro imune de MURV
e também com Caraparu (CARV), Marburg (MARV) e Itaqui (ITQV).

E de extrema importancia a realizacio de estudos in vitro e in vivo destes virus,
visto que sdo a maior familia viral e muitos de seus membros possuem atividade
antropozoondética, com potencial de causar grandes epidemias, como o OROV, por

exemplo.

5.3 Consideracdes sobre aimunidade cruzada e diagnéstico

Koishi et al. (2018) alega que o diagndstico eficaz de ZIKV permanece como
um desafio, pois a deteccdo do RNA viral por metodologia de PCR s6 é aplicavel até
alguns dias ap0s o inicio dos sintomas, depois disso, testes soroldogicos devem ser
aplicados, porém, conforme esperado, pode ocorrer alta reacdo cruzada entre ZIKV e
outros Flavivirus. O ideal, seria fechar o diagndstico através da realizacdo do teste
PRNT, por ser mais especifico, entretanto, trata-se de um exame de maior custo e
gue demanda maior tempo, se tornando um exame limitante.

Estudos ainda demonstram que o surgimento de novas epidemias e a protecéo
imunolégica causada por elas, podem evidenciar novos virus ou aumentar
exponencialmente a quantidade de casos relacionados a virus inseridos
recentemente, os considerados emergentes, como por exemplo, ocorreu no estado
da Bahia que, apés a epidemia de ZIKV, passou a ter uma alta nos casos de CHIKV
e queda nos casos de DENV, levantando a hipétese de que a populacdo previamente
exposta ao ZIKV apresentou imunidade cruzada ao DENV e evidenciando os casos
de CHIKV (RIBEIRO et al., 2018a).

Esforcos continuos tem sido realizados para desenvolvimento de novas
tecnologias com o objetivo de reduzir os erros no diagnostico das arboviroses,
pesquisadores tem feito esfor¢os para identificar regides peptidicas e residuos de
amino-acidos das proteinas E e NS1 que sejam Unicos para cada tipo de Flavivirus,
gue possam contribuir para o desenvolvimento de métodos soroldgicos de diagndéstico

para infeccdes prévias (LEE et al., 2017) e, ainda, Basile et al. em 2013 publicaram



31

um artigo que apresentava uma técnica inovadora com capacidade multiplex chamada
BioPlex (Luminex) que, através de uma pequena porcdo de amostra pode realizar
simultaneamente testes contra multiplos agentes virais, 0 que pode ser muito
vantajoso, pois o0s resultados sdo gerados ao mesmo tempo e sob as mesmas
condic¢Oes, diferentemente do ELISA. A plataforma desenvolvida tem capacidade para
detectar flaviviroses como Dengue, Encefalite Japonesa, Powassan, Encefalite de
Saint Louis, Oeste do Nilo e Febre Amarela; Alphaviroses como a Encefalite Equina
do Leste, Mayaro, Chikungunya, Ross River, Encefalite Equina Venezuelana e alguns
membros do sorogrupo C dos peribunyavirus, como La Crosse.

O diagnéstico indireto dos arbovirus, especialmente dos Flavivirus, Alphavirus
e Peribunyavirus é parte de um grande desafio para a Saude Publica. As tecnologias
inovadoras desenvolvidas que poderiam auxiliar com maior eficacia os problemas
relacionados a reatividade cruzada, possuem um alto custo e dificil acesso,
necessitanto de mao-de-obra especializada, laboratérios com alta capacidade
tecnoldgica e ter disponivel o painel viral correspondente aos anticorpos que se deseja
pesquisar, o que torna ainda mais dificil a sua utilizacdo em casos de epidemias.

Entretanto, faz-se necessario manter e aumentar os esforcos ja realizados para
o desenvolvimento de novas tecnologias que melhorem as técnicas atualmente
descritas e que possam fornecer um diagndstico mais preciso, reduzir a mao-de-obra
através de métodos automatizados, minimizando erros, custos e tempo diante da
complexidade do diagndstico das arboviroses.

Concordando com Collins et al. (2017), embora as epidemias de arboviroses
possuam muitos desafios urgentes, ha muitos aspectos que podem ser positivos, pois
podem expandir drasticamente o nosso conhecimento da imunidade dos mesmos e
ainda ha muito o que aprender sobre a resposta virus-especifica e a dinamica por tras
das reacOes cruzadas de anticorpos, o desenho de vacinas eficazes e o
desenvolvimento de testes sorologicos mais especificos e sensiveis diante dos mais
diversos arbovirus descritos.

Por se tratarem de doencas subdiagnosticadas e subnotificadas, com alto
potencial epidémico e com sintomatologia clinica muito semelhante, o
desenvolvimento de testes com maior acuracia e a realizacdo de estudos que
estabelecam confiavelmente a relacdo entre estes virus, faz-se de extrema

importancia.
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6 CONCLUSAO

v' Existem poucos estudos sobre a imunidade cruzada entre os arbovirus. Muitos

ndo sao conclusivos, mas ha evidéncias sobre a sua ocorréncia;

v" O maior numero de artigos esta relacionado a imunidade cruzada entre Dengue

e Zika, e Dengue e outros Flavivirus;

v' Pela possibilidade de reacdo cruzada, os exames sorologicos podem ser

afetados;

v' Estudos da interacdo virus-anticorpo especifico sdo necessarios para o
desenho de vacinas eficazes e o desenvolvimento de testes sorolégicos mais

especificos e que mantenham a alta sensibilidade.
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