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RESUMO

O surto de Zika Virus (ZIKV) ja ndo é mais um emergéncia em saude publica no Brasil, porém as
sequelas do primeiro evento ainda ressoardo por um longo periodo. Os principais sintomas clinicos
sdo: erupcdo macular ou maculopapular com presenca de prurido, dor de cabega, artralgia, mialgia,
prostracdo, conjuntivite ndo-purulenta, e pode, ou ndo, estar associada a febre baixa. H& vérios
impactos sociais e econdmicos em decorréncia do surto de ZIKV de 2015 no Brasil, como a
microcefalia e a Sindrome de Guillain-Barre. A SGB é uma complicacdo neuroldgica inflamatdria,
que pode acontecer pos-infeccdo por ZIKV, geralmente diagnosticada pelos sintomas apresentados
pelo paciente como fraqueza nos musculos, perda de sensibilidade nas extremidades e diminuicéo
dos reflexos. DENV e ZIKV sdo RNA virus homélogos. Chegam a compartilhar, ao menos, 41% de
semelhanca na sequéncia de aminoacidos da proteina E, primeira a ser reconhecida pelo organismo
durante a infeccdo. A principal reacdo cruzada que pode ocorrer em infeccdes por DENV e ZIKV é a
Antibody-Dependent Enhancement (ADE). Esse fendmeno pode causar um asseveramento na
infeccdo, trazendo consequéncias até letais, como no caso da Febre da Dengue Hemorragica, na
infeccdo pelo DENV. A diferenciacdo entre ZIKV e DENV, feita somente por diagnostico clinico
ndo e confidvel. O diagnostico laboratorial é essencial para essa diferenciagdo, principalmente nos
casos de estagio de convalescéncia da doenca. As reagdes cruzadas com os demais Flavivirus séo
comuns, devido a semelhanca genética entre os virus. O PCR em tempo real € realizado durante a
fase aguda da doenca, restrita a um periodo de 3 a 5 dias. Os testes soroldgicos sdo realizados tanto
na fase aguda (anticorpos do tipo IgM) quanto na fase de convalescéncia (anticorpo do tipo 1gG). O
desenvolvimento de um kit de ELISA é feita em trés estagios: Desenvolvimento, Otimizacdo e
Validacdo. A fase de validacdo verifica o desempenho do kit quanto a sensibilidade, especificidade e
precisdo. Este estudo tem como objetivo estabelecer a diferenciacdo do diagndstico de Zika virus, por
meio da estruturacdo de um ensaio imunoenzimatico, metodologia ELISA, para deteccdo de
anticorpos da classe 1gG. Em sua maioria, os testes de ELISA séo importados de outros paises, ja que
0 Brasil ndo os produz internamente ou possuem qualidade inferior aos produtos importados. Isso
significa menor custo para os laboratdrios e maior qualidade nos produtos nacionais. A Linearidade
e a Exatiddo do kit foi comprovada. A Sensibilidade Analitica do kit foi de 97,8% ajustado. A
Especificidade Analitica foi de 100%. N&o houve reacdo cruzada com os anticorpos anti-DENV em

nenhuma das amostras analisadas.

Palavras-chave: Zika virus, Sindrome de Guillain-Barre, Diagndstico in vitro, Sensibilidade,

Especificidade
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ABSTRACT

The Zika Virus (ZIKV) outbreak is no longer a public health emergency in Brazil, but the sequels of
the first event will still resonate over a long period. The main clinical symptoms are: macular or
maculopapular rash with pruritus, headache, arthralgia, myalgia, prostration, non-purulent
conjunctivitis, and may or may not be associated with low fever. There are several social and
economic impacts due to the 2015 ZIKV outbreak in Brazil, such as microcephaly and Guillain-Barre
syndrome. GBS is an inflammatory neurological complication that can happen after ZIKV infection,
usually diagnosed by the symptoms presented by the patient, such as weakness in the muscles, loss of
sensation in the extremities and decreased reflexes. DENV and ZIKV are RNA virus closely related.
They share at least 41% similarity in the amino acid sequence of protein E, the first to be recognized
by the body during infection. The main cross reaction that can occur in infections by DENV and
ZIKV is Antibody-Dependent Enhancement (ADE). This phenomenon can cause severe infection,
bringing even lethal consequences, as in the case of Dengue Hemorrhagic Fever, in the DENV
infection. The differentiation between ZIKV and DENV, made only by clinical diagnosis is not
reliable. Laboratory diagnosis is essential for this differentiation, especially in cases of convalescence
stage of the disease. Cross reactions with other Flaviviruses are common, due to the genetic similarity
between viruses. Real-time PCR is performed during the acute phase of the disease, restricted to a
period of 3 to 5 days. Serological tests are performed both in the acute phase (IgM type antibodies)
and in the convalescence phase (IgG type antibodies). The development of an ELISA kit is done in
three stages: Development, Optimization and Validation. The validation phase checks the kit's
performance for sensitivity, specificity and accuracy. This study aims to establish the differentiation
of the Zika virus diagnosis, by structuring an immunoenzymatic assay, ELISA methodology, for the
detection of IgG class antibodies. Most ELISA tests are imported from other countries, since Brazil
does not produce them domestically or have lower quality than imported products. This means lower
cost for laboratories and higher quality for national products. The kit's Linearity and Accuracy has
been proven. The Analytical Sensitivity of the kit was 97.8% adjusted. The Analytical Specificity

was 100%. There was no cross reaction with anti-DENV antibodies in any of the samples analyzed.

Key-words: Zika virus, Guillain-Barré syndrome, in vitro Diagnosis, Sensitivity, Specificity
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1. INTRODUCAO

A epidemia de Zika virus (ZIKV) se alastrou rapidamente pelo Brasil e por varios outros
paises em todo o continente americano. Ha relatos de ocorréncia de surto, no Brasil, de uma doenca
exantematica ndo reconhecida, em dezembro de 2014. Somente em maio de 2015, houve a
confirmacgdo por diagndésticos laboratoriais de que se tratava do ZIKV, espalhado por toda a regido
nordeste do pais, principalmente nos estados de Pernambuco, Rio Grande do Norte e Bahia. Outros
estados também relataram ocorréncias, com algumas excec¢des ao Sul, onde o clima nédo é favoravel
ao vetor, e estados de pouca densidade ao Norte (LOWE, 2018).

Ha trés teorias sobre a introducdo do Zika Virus no Brasil: a primeira € de que o virus foi
introduzido durante a Copa do Mundo de 2014; a segunda teoria é de que ocorreu durante um evento
de Canoagem em 2014 no Rio de Janeiro, em que um atleta oriundo da Asia estivesse com a viremia;
e a Ultima hipdtese seria de que a introducdo ocorreu em 2013, nos jogos da Copa das Confederacoes.
Inicialmente, a contaminacdo pelo ZIKV pode ter passado despercebida, pelos sintomas serem
bastante semelhantes aos causados pelo virus da Dengue (DENV) e o surto somente chamou a
atencdo das autoridades sanitarias, quando houve a associacdo entre a doenca e 0s casos de
microcefalia em neonatos (Sindrome Congénita da Zika) e as desordens neuroldgicas (Sindrome de
Guillan-Barre) (CALVET, 2018).

Os principais sintomas clinicos do ZIKV sdo: erup¢do macular ou maculopapular com
presenca de prurido, dor de cabeca, artralgia, mialgia, prostracdo, conjuntivite ndo purulenta, e
podem, ou ndo, estar associados a febre baixa. Cerca de 80% dos casos sdo assintomaticos, o que
dificulta um levantamento epidemioldgico satisfatério em relacdo a esta doenca. No Brasil, foram
relatados trés casos de morte em decorréncia de ZIKV até maio de 2016 (CALVET, 2018). Os
sintomas clinicos e os achados laboratoriais mais simples, que sdo trombocitopenia e leucopenia no
hemograma, sdo tipicos de outras arboviroses, principalmente causados por DENV e Chikungunya
virus (CHIKV). (FELIX, 2017). De todas as arboviroses, Febre Amarela (YFV), DENV e CHIKV
sdo as mais relevantes quanto ao diagndstico, pelo grande nimero de casos das trés doengas em
territorio brasileiro. Todas as doencas citadas, incluindo o ZIKV, sdo co-circulantes e transmitidas
pelo mesmo vetor, os mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus (MAGALHAES, 2017).

Ha& varios impactos sociais e econdmicos em decorréncia do surto de ZIKV de 2015 no Brasil.
O primeiro deles é a alta incidéncia de casos de microcefalia, ou outros agravos ap0s o0 nascimento,
devido a Sindrome Congénita da Zika. A microcefalia é responsavel pelo mau desenvolvimento da
crianga, que envolve a familia e toda a comunidade ao redor, uma vez que as limitacfes sdo diversas.

A partir desse impacto social, houve grande disseminacdo de casais que passaram a evitar a
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concepgdo neste periodo, receosos de serem atingidos pela infec¢do. Assim, o CDC (Centre of
Disease Control and Prevention) declarou que os casais que haviam sofrido com uma infecgdo de
ZIKV, deveriam esperar ao menos 180 dias para a concepcao, ja que foi encontrado material genético
do virus em sémen depois de 188 dias de infeccdo e, apOs oito semanas, em secrecdo vaginal
(LOWE, 2018).

O diagnostico da infeccdo pelo ZIKV é importante, mesmo em momentos em que ha controle
de surtos e menos casos de infecgdo. 1sso se deve ao grande impacto socioeconémico causado pelos
casos de microcefalia em neonatos e dos distdrbios neurolégicos como a Sindrome de Guillain-Barre.
Além disso, é relevante a necessidade de diferenciacdo entre as demais arboviroses, tornando eficazes
o diagnostico, o tratamento e a prevencao de novos casos (DONALISIO et al., 2017; KUROSAKI et
al., 2017). O diagndstico da Zika é feito tanto por detec¢cdo do genoma viral via PCR-RT, quanto por
sorologia na fase aguda (IgM) ou convalescéncia (IgG), sendo detectada em soro, plasma, saliva,
urina, sémen, secrecdao vaginal e leite materno (CALVET, 2018). O problema do diagndstico do
ZIKV esté relacionado ao alto indice de reagdes cruzadas com DENV e CHIKV. Mesmo os testes de
biologia molecular (PCR-RT ou gPCR) podem causar resultados falsos-negativos, devido a
semelhanca genética entre os virus. O desafio € criar ensaios soroldgicos, que custem menos,
possuam técnica mais simplificada e usem equipamentos mais baratos, mais sensiveis e mais
especificos para 0 ZIKV (NICOLINI, 2017).

O anticorpo IgM é o marcador de infeccdo aguda e pode ser encontrado no sangue
contaminado por até 2 meses apds o inicio dos sintomas. A soroconversao € a etapa mais confiavel de
deteccdo, justamente por quase descartar a reacdo cruzada com as demais arboviroses (CALVET,
2018). A deteccdo do anticorpo IgM é indicada em casos de suspeita pelos sintomas clinicos, quando
o resultado é negativo na metodologia por PCR (MUNOZ-JORDAN, 2017). A maioria dos produtos
disponiveis no mercado mundial usam antigenos NS1 (non-structure protein 1), NS5 (non-structure
protein 1) e proteina E (Envelope) do ZIKV, em busca de se aumentar a especificidade dos Kits
(NICOLINI, 2017). O anticorpo marcador de infecgdo tardia é o 1gG, que é detectado a partir da
soroconversao. Ele é classificado como uma imunidade definitiva, pois a produgdo desta classe de
imunoglobulina pelo organismo € de longa duracdo, na maioria dos casos pelo resto da vida. Para
maior confiabilidade de um resultado positivo para ZIKV, uma amostra do paciente deve ser
novamente testada apos 2 a 3 semanas do inicio dos sintomas, identificando a presenca dos
anticorpos IgG (CALVET; DOS SANTOS; SEQUEIRA, 2016).

Os testes soroldgicos ou imunoensaios sdo procedimentos utilizados para a detecgdo e
quantificacdo de antigenos ou anticorpos, utilizando ou ndo reagentes marcados. Desde o0s primeiros

estudos, realizados por Rosalyn Yalow e Solomon Berson em 1950, houve um crescimento na
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utilizagdo dos imunoensaios. Inicialmente, os imunoensaios foram utilizados para a detecgdo de
hormonios, mas varios testes foram rapidamente desenvolvidos para monitoramento de drogas
terapéuticas, doseamento de enzimas, marcadores tumorais, lipoproteinas, vitaminas e outros varios
metabolitos. Com isso, 0s imunoensaios foram além da deteccdo da presenca ou ndo de
anticorpos/antigenos de doencas infectocontagiosas, variando as suas aplicagdes ndo sé na medicina
diagnostica, como também em ciéncias farmacéuticas, veterinarias, ambientais, forenses, militares e
alimentares (WILD, 2013). Desde meados da década de 1980, houve um avanco ainda mais
significativo nos imunoensaios, tanto no desenvolvimento de antigenos e anticorpos usados nos
ensaios, bem como no aprimoramento das técnicas e métodos usados para o diagndstico
(FERREIRA; MORAES, 2013)

O imunoensaio mais utilizado para deteccdo de substancias de interesse bioldgico sdo os
ensaios imunoenzimatico. O enzimaimunoensaio, como também ¢é chamado o0 ensaio
imunoenzimatico, mede a atividade enzimética sobre um substrato, j& que se utiliza de antigenos ou
anticorpos marcados com enzimas, permitindo a detecgdo, titulagdo e quantificacdo do analito
pesquisado na amostra bioldgica (VAZ, 2007). O enzimaimunoensaio mais comumente usado é o
ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), cujo termo foi utilizado pela primeira vez por
Engvall e Perlmann em 1971 e identifica ensaios enzimaticos heterogéneos. O ELISA baseia-se na
imobilizacdo de um dos reagentes em fase solida e a ligagdo do outro reagente com uma enzima,
preservando-se tanto a acdo enzimatica como a atividade imunolégica do anticorpo (FERREIRA;
MORAES, 2013).

As enzimas sdo a classe de substancias mais populares e versateis utilizadas para 0s
imunoensaios. O uso destas substancias ainda sera perpetuado por um longo periodo, devido a fatores
favordveis em relacdo aos demais imunoensaios, como alta sensibilidade, possibilidade de
quantificacdo do analito pesquisado, facilidade do uso e execucdo dos testes, ndo radioatividade dos
reagentes. Alguns desses fatores influenciam no menor risco ao usuario, além de poder ser adaptado
tanto para testes simples como para testes com automacdes sofisticadas. Os sistemas de deteccdo, ou
seja, como o sinal da ligacdo antigeno-anticorpo sera visualizado, varia desde uma leitura visual a
leitura fotométrica, através da presenca de cor (substratos coloridos) (FERREIRA; MORAES, 2013;
WILD, 2013)

Quando o analito a ser pesquisado na amostra biolégica € um antigeno, utiliza-se um
anticorpo na sensibilizagio da placa. E feita uma adsorcio do anticorpo anti-antigeno especifico, ou
seja, o0 anticorpo especifico para o antigeno pesquisado € fixado no fundo da microplaca de ELISA.
Este anticorpo fixado deve ter alta afinidade e a concentracdo dele aderida & placa vai gerar uma

curva dose-resposta com grande inclina¢do. Quando o analito a ser pesquisado na amostra biologica é
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um anticorpo, o antigeno deve estar na sua forma mais pura, podendo-se utilizar antigenos
purificados por cromatografia de afinidade com anticorpos monoclonais, peptideos sintéticos ou
peptideos obtidos a partir de tecnologia recombinante (FERREIRA; MORAES, 2013)

Quanto as amostras utilizadas nos testes de ELISA, é importante que estejam dentro da faixa
de concentracdo da quantidade de antigeno ou anticorpo aderido a microplaca utilizada. Isto €, a
quantidade de analito pesquisada na amostra ndo pode ser superior a quantidade de particulas
aderidas a microplaca. Caso contrario, sera percebido um efeito chamado Prd-zona, que € um excesso
de analito em relagdo ao antigeno ou anticorpo adsorvido, que promove uma leitura errénea do
resultado do teste (aumento da densidade Optica). Para se evitar esse efeito, é necessario diluir a
amostra. Além disso, existe a possibilidade de adsor¢do ndo-especifica de componentes da amostra
na placa, devido aos varios componentes heterélogos da amostra. Esse efeito pode ser reduzido
incluindo-se um detergente ndo idnico, como o Tween 20 e/ou uma proteina (leite desnatado,
gelatina, BSA, caseina, etc.) no diluente de amostra (FERREIRA; MORAES, 2013). O acréscimo da
proteina vai bloquear os sitios de ligagdo remanescentes na fase sélida do ensaio, de forma a nédo
interferir no resultado do sistema antigeno-anticorpo em estudo (VAZ, 2007).

As enzimas sdo partes atuantes na geracdo do sinal de interacdo antigeno-anticorpo e séo
inseridas no ensaio através de um reagente chamado conjugado. Este reagente é composto por
antigenos ou anticorpos (varia de acordo com o analito pesquisado na amostra) ligados
covalentemente a uma enzima, de forma a resguardar as duas importantes funcGes das duas
moléculas ligadas: a atividade catalitica da enzima e a antigenicidade do antigeno ou especificidade
da imunoglobulina (VAZ, 2007). Os conjugados devem ser preparados com anticorpos de alta
afinidade, preferencialmente monoclonais, e extremamente purificados. O método de conjugacao, os
diluentes e as condi¢cdes de armazenamento podem influenciar no desempenho do conjugado e a
concentracdo do conjugado deve ser avaliada a cada lote produzido e, inevitavelmente, varia de
acordo com o sistema de ensaio (FERREIRA; MORAES, 2013).

Uma vez em que houve a ligacdo entre o antigeno e o anticorpo, independente da origem, 0s
excessos devem ser retirados do teste. Esse procedimento evita que o sinal gerado seja por fatores
alheios a quantidade de ligacdo antigeno-anticorpo, causando perda do principal objetivo do ensaio.
Assim, sempre apds um periodo de incubacdo, o0 ensaio passa por uma etapa de lavagem com uma
solucdo salina tamponada (PBS) com uma pequena concentracdo de detergente nédo-iénico (Tween
20) na proporcéo de 0,01 a 0,05% e de pH entre 6,8 e 7,5. S&o usuais lavagens com 300 a 500 pL da
solucdo em cada micropogo, apos a aspiragdo total do volume incubado, por 3 a 5 ciclos (WILD,
2013).

19



Para que haja a geracdo de sinal, um substrato deve ser inserido no ensaio, para que a enzima
aderida ao analito, na primeira incubacéo, entre em atividade. Os substratos cromdgenos empregados
para a degradacdo enzimatica ddo origem a produtos sollveis coloridos, e a densidade 6ptica da
solucdo pode ser medida espectrofotometricamente. Para a peroxidase (enzima mais usada para a
técnica de ELISA), o substrato é o perdxido de hidrogénio (H,0,), e os cromogenos ou doadores de
hidrogénio mais utilizados sdo ortofenilenodiamina (OPD), &cido 5-aminosalicilico, ortotoluidina,
2,2’-diazino do acido etilbenzotiazolino sulfénico (ABTS) e tetrametilbenzidina (TMB). Este ultimo
é 0 mais disseminado comercialmente. A escolha do cromdgeno depende da preferéncia do fabricante
do teste de ELISA, e a concentracdo Otima do substrato (H,O,) depende tanto do cromdgeno
empregado como da fase sélida, devendo ser estabelecida preliminarmente (FERREIRA; MORAES,
2013). A Figura 1 demonstra um esquema da técnica de Elisa Indireto, em que ha um antigeno

aderido a microplaca e a pesquisa de anticorpos na amostra bioldgica.

Figura 1 - Esquema da técnica de ELISA indireto, com seus componentes basicos.

Anticorpos especificos

Antigeno (amostra biologica) Conjugado enzimatico Substrato cromégeno
-» > >
Microplaca de ELISA Amostra biologica adicionada. Conjugado adicionado. Substrato a~d|cuonado.’
com Ag aderido 3 superficie Ligac3o Ag — Ac. Enzima que ira reagir com Conc_entr'a\gaO dg Acs e
Fase solida Dose resposta. substrato. PO OrCIONS) oL O0F. o rracan.

Leftura visual ou por
espectrofotometro.

Fonte: Autoria propria

O desenvolvimento de um kit de ELISA é feito em trés estagios: Desenvolvimento,
Otimizacdo e Validacdo. No desenvolvimento, cabe a anélise de qual antigeno/anticorpo sera usado,
que tipo de ELISA seré desenvolvido e qual enzima serd usada. A fase de otimizagdo consiste em
titular os reagentes para se encontrar o melhor desempenho, como o volume de amostra a ser
utilizado ou o uso de diluente para se evitar o efeito matriz. A fase de validacdo verifica o
desempenho do kit quanto a sensibilidade, especificidade e precisdo. Tornar um kit de ELISA viavel
demanda tempo para ser realizado. Usualmente, sdo requeridos meses ou até anos. A sele¢do de
anticorpos e antigenos, a concentracdo em que serdo utilizados e a formulacdo dos reagentes que irdo
gerar o sinal de reacdo devem ser criteriosamente estudadas para chegar a um produto final com

qualidade (WILD, 2013).
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No Brasil, a validacdo final de um kit de ELISA é regularizada pela ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria) atraves da Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n° 36 de 26 de
agosto de 2015. Essa resolucdo dispbe sobre a classificacdo de risco, os regimes de controle de
cadastro e registro e os requisitos de rotulagem e instrugdes de uso de produtos para diagnostico in
vitro. O intuito é regulamentar quais testes e ensaios minimos devem ser realizados para comprovar a
eficacia e a conformidade aos requisitos dos usuérios. O artigo 29 da RDC 36 contém todos os itens
necessarios a Validacao do produto, incluindo a sensibilidade, especificidade, precisdo, dentre outros.
Para efeito de registro de produto, todos o0s ensaios devem ser executados, porém para o efeito do
estudo da eficacia do produto, os estudos analiticos de sensibilidade, especificidade, repetitividade e
reprodutibilidade, sdo suficientes e comprovam que o produto esta apto a desempenhar a funcdo
inicialmente proposta.

O surto de ZIKV ja ndo é mais um emergéncia em saude publica no Brasil, porém as sequelas
deste primeiro evento ainda ressoardao por um longo periodo, devido aos impactos na sociedade e nas
familias atingidas pelas formas mais severas de sequelas (LOWE et al., 2018). O controle da doenga
ainda passa pelo controle do vetor, o que tem se mostrado ineficiente, j& que também transmite
DENV, que ano ap0s ano ressurge na estacdo chuvosa no pais. Alguns pontos ainda merecem atencao
dos pesquisadores, como o fato de um mesmo vetor transmitir quatro arboviroses e DENV ser a de
maior prevaléncia entre elas (DONALISIO et al., 2017; CHAVES et al., 2018; LOWE et al., 2018).
A falta de controle destas doencas pode estar intimamente atrelada ao fato de que a grande maioria
dos diagndsticos sdo feitos baseando-se apenas na clinica do infectado. Quando ndo h& um
diagndstico diferencial efetivo, as autoridades sanitarias tém dificuldade em instituir programas de
prevencgdo mais eficientes, de previsao de ressurgimento de novos surtos e epidemias (KUROSAKI et
al., 2017).

Os testes de ELISA sdo confiaveis e reprodutiveis, trazendo resultados satisfatérios, com
sensibilidade e especificidade ao fim que se destinam. Além disso, possuem custo relativamente
baixo de comercializagdo e requerem equipamentos de facil aquisicdo e manuseio. Em sua maioria,
os testes de ELISA sdo importados de outros paises, ja que o Brasil ndo os produz internamente ou,
quando héa producdo, possuem qualidade inferior aos produtos importados.

O mercado consumidor destes testes & crescente e apresentou taxa acima de 55% de
crescimento entre 2009 e 2013. O crescimento entre 2014 e 2018 se manteve entre 10%, devido a
crise financeira que o pais enfrenta. Em 2019 as importacdes da area diagnostica decresceram 14,1%
e a producdo nacional cresceu 6,5%. Outro fator é o de que a producdo nacional deste tipo de
tecnologia se concentra em estados da regido Sudeste do pais, concentrando neste espaco geogréfico

0 parque industrial, tecnolégico e cientifico da area de diagnostico brasileiro (ABIMO, 2019).
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A producao nacional de um teste de ELISA significa menor custo para os laboratorios, maior
qualidade nos produtos nacionais, trazendo consigo a melhoria no monitoramento da terapéutica. Ao
se tratar de um produto de diagnostico de uma doenca de alto impacto na satde publica, ndo somente
no que diz respeito a Sindrome Congénita da Zika ou Sindrome de Guilain-Barre, mas também a
diferenciacdo e tratamento dos dados epidemioldgicos mais fidedignos das arboviroses, a producdo
nacional ganha destaque e relevancia. Além disso, proporcionaria a disseminagdo da tecnologia para
a Regido Centro-Oeste, mais precisamente para o estado de Goias.

Nesta pesquisa ndo foi realizada a etapa de Desenvolvimento do kit de diagnostico in vitro
para deteccdo de anticorpos IgG de Zika Virus, nem a etapa de Otimizacdo de alguns componentes.
N&o haveria tempo héabil para se efetuar todas as etapas de desenvolvimento requeridas,
principalmente a sensibilizacdo da microplaca e a determinacdo da concentracdo do conjugado
utilizado, ja que o tempo disponivel para toda a execucdo do projeto € de 24 meses. Sendo assim,
estes dois componentes foram adquiridos prontos para uso. Foram desenvolvidos os itens Diluente de
Amostras, Solugdo de Lavagem, Cromogeno Substrato e Solugdo de Parada.

Apesar de usar dois componentes prontos para uso, o produto final é considerado um produto
desenvolvido por tecnologia nacional. Os anticorpos utilizados na metodologia Elisa sdo o coragédo
deste ensaio, as solucdes de diluicdo e lavagem, sdo a espinha dorsal. Sem a correta formulagéo
estequiométrica dessas solugdes, concentracdo e aplicacdo, o ensaio pode sofrer alteraces de pH, por
exemplo, que inativam as enzimas ou promover a remoc¢do do complexo Ac-Ag (WILD, 2013). Até
mesmo a Solucdo de Parada, em concentracdo inadequada, pode promover um ocultamento do reacao
Ac-Ag.

Acredita-se no potencial da tecnologia local, em otimizar e validar um produto nacional para
diagnostico imunoenzimatico, metodologia ELISA, para deteccdo de anticorpos da classe 1gG do
Zika Virus, obtendo um produto com sensibilidade e especificidade superiores a 98%, capaz de suprir
a necessidade do mercado de medicina diagndstica brasileira, oferecendo um recurso diagnostico
mais barato, rapido e de facil execucdo aos profissionais de saude, tornando o mercado independente
de produtos importados e de alto custo.
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2.

2.1.

ensaio

2.2.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estabelecer a diferenciagdo do diagnostico de Zika virus, por meio da estruturacdo de um
imunoenzimatico, metodologia ELISA, para deteccdo de anticorpos da classe 1gG.

Objetivos Especificos

CAPITULO 1

Avaliar dados sobre os diagndsticos do Zika virus.

CAPITULO 2

Decrever o fendbmeno de ADE,decorrente de infeccdo prévia de virus da Dengue, como
desencadeador dos agravos ocorridos pela infec¢do do Zika virus.

CAPITULO 3

Avaliar os dados sobre a eficicia do diagnostico gold standard para o Zika virus;

Avaliar os dados de que o diagnostico gold standard para o Zika virus tem seu uso restrito ao

periodo de viremia da infec¢éo;

CAPITULO 4

Validar a exatiddo do kit para deteccdo de anticorpos da classe 1gG do Zika virus.

Validar a linearidade do kit para detec¢do de anticorpos da classe 1gG do Zika virus .

Validar a sensibilidade analitica do kit para detec¢do de anticorpos da classe 1gG do Zika
virus, com a determinacédo do cut-off.

Validar a especificidade analitica kit para detec¢do de anticorpos da classe IgG do Zika virus,
através da determinacdo de auséncia de reacdo cruzada com Dengue.

Validar a precisdo intra-ensaio (repetibilidade) do kit para deteccdo de anticorpos da classe
IgG do Zika virus.

Validar o uso do kit para deteccdo de anticorpos da classe IgG do Zika virus com amostras de
soro do paciente.

Demonstrar o ndo desenvolvimento de efeito pr6zona no kit para deteccdo de anticorpos da

classe 1gG do Zika virus, com auxilio de amostra do paciente coletada em papel filtro.

CAPITULO5

Relatar o caso de um paciente que desenvolveu a sindrome de Guillain-Barre apds a infec¢do

pelo Zika virus;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Delineamento do Estudo

Para as revisoes de literatura, foram utilizados os bancos de dados PubMed e SciELO, para a
pesquisa de artigos cientificos em lingua inglesa e portuguesa. O periodo de publicacdo entre janeiro
de 2014 e julho de 2019 foi delimitado, com o intuito de selecionar os mais atuais e relevantes artigos
sobre o tema, visto se tratar de assunto mais disseminado a partir de 2014. DECS e MESH foram
usados para encontrar os descritores “Zika virus”, “Dengue virus”, “ELISA”, “Guillain Barre
Syndrome”, “Mircocephaly”, “Antibody-dependent Enhancement”. Especificamente para o Capitulo
3 foram utilizados somente os descritores "Real Time PCR", "arbovirus™ e "molecular diagnosis".
Foram utilizados os operados booleanos “AND” na busca do banco de dados PubMed, e “OR” no
banco de dados SciELO. Né&o foi aplicada restricdo quanto ao desenho do artigo.

O ensaio com amostras bioldgicas foi do tipo transversal prospectivo, com amostragem nao
probabilistica por conveniéncia. Este tipo de amostragem foi justificada pela necessidade de amostras

de pacientes que ja tenham apresentado algum sintoma relacionado a doenca causada por ZIKV.

3.2. Amostras bioldgicas

Os participantes da pesquisa foram selecionados a partir da afirmacdo de que ja tiveram a
infeccdo por Zika virus ou ao menos a manifestacdo de sintomas clinicos parecidos com 0s sintomas
de uma arbovirose: dores de cabeca, artralgia, mialgia e erupcdo cutadnea. Foram convidados a
participar da pesquisa por meio de um questionario de informacdes e da coleta de aproximadamente
10 mL de sangue venoso, e gotas de sangue para a coleta em papel filtro (3 areas do papel filtro).
Foram informados sobre o sigilo da pesquisa, de que seus dados ndo seriam divulgados, incluindo
explicacdo sobre condicBes de participacdo do estudo e as normas éticas, incluindo a assinatura o
TCLE (termo de consentimento livre e esclarecido) ou TALE (termo de assentimento livre e
esclarecido). A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Universidade Estadual de Goiés, sob o protocolo n® 11018119.2.0000.8113.

A pesquisa dos anticorpos IgG foi realizada com 30 amostras. O risco ao paciente foi minimo,
pois foram coletadas as amostras e as informacdes de forma a resguardar a saude e privacidade. N&o
houve intercorréncias durante a coleta dos pacientes. O ambiente de coleta foi preparado e o
procedimento realizado por pessoas treinadas e capacitadas para o procedimento. Os pacientes
doadores de amostras foram selecionados por busca ativa na sociedade, sendo 8 pacientes ao todo.

Foram coletados 10 mL de sangue, por puncdo venosa, em seringas descartaveis. O soro foi obtido
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pela centrifugacdo dos tubos com sangue, sendo entdo separados, identificados e armazenados sob
congelamento em — 20 °C. O sangue seco foi obtido com a aplicacdo do sangue fresco do paciente
em papel filtro S&S 903 (Schleicher & Schuell 903), no momento da coleta. O armazenamento das
amostras se faz obrigatorio pelo periodo de validade dos testes mais um ano, segundo as
recomendagOes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Para completar as amostras utilizadas no ensaio, 15 foram obtidas pela solicitacdo de amostras
positivas de ZIKV, coletadas em 2016, durante o surto da doenca. Essas amostras foram gentilmente
cedidas pelo Prof. Dr. José Eduardo Levi, do Instituto de Medicina Tropical da Universidade de S&o
Paulo (IMTUSP). Como sdo amostras conhecidamente positivas, foram utilizadas como controle
positivo para 0 ensaio. As amostras doadas séo de soro e estavam congeladas a -20°C no IMTUSP.
Esta mesma temperatura foi mantida durante o transporte até o laboratorio onde o ensaio foi realizado
e as amostras foram armazenadas nestas mesmas condicdes, apos o recebimento.

Para o calculo da amostragem foi levada em consideracdo a prevaléncia estadual (Goias) de
DENV, no ano de 2016. Os dados para ZIKV séo inconsistentes, vez que a maioria do diagndstico é
feita por anamnese clinica, ndo sendo realizados os testes laboratoriais confirmatorios para a doenca.
Como a DENV ¢ uma arbovirose, assim como o ZIKV, consideramos a epidemiologia para o calculo
da amostra. Além disso, muitos dos casos diagnosticados clinicamente como DENV podem ser
outras arboviroses, mas ndo sdo devidamente diagnosticadas.

O célculo da amostra foi feito pelo sistema LEE (Laboratério de Epidemiologia e Estatistica
da USP - http://www.lee.dante.br/pesquisa/amostragem/calculo_amostra.html), conforme Tabela 1,
considerando-se:

e Proporcdo na populacédo: 1,42%

e Precisdo Absoluta: 5

e Nivel de significancia: 5%

e Tamanho da amostra calculada: 15 (total de amostras) — triplicamos a quantidade da

amostragem para maior robustez da pesquisa.

Tabela 1 - Nivel de significancia versus tamanho amostral

Nivel de significancia Tamanho da amostra
0,1% 43
1% 26
5% 15
10% 11

Fonte: LEE, 2018
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3.3. Local

A coleta de dados e de material foi realizada pela aluna de mestrado, Christiane Oliveira Lima

biolégico e as informacbes também foram manipulados pela aluna de mestrado, em

3.4. Materiais e Instrumentos

Licinio, que € biomédica, profissional habilitada e com capacitacdo para sua realizacdo. O material
laboratorio
apropriado para execucdo de ensaios imunoenzimaticos, em a colaboracdo com o Laboratério de
Pesquisa Genética da UEG (Universidade Estadual de Goias), Faculdade do Esporte, campus
ESEFFEGO, em Goiania-GO.

O Quadro 1 descreve os materiais, instrumentos e equipamentos usados no laboratério para a

producdo dos componentes do Kit e para a validacdo dos ensaios.

Quadro 1 - Lista de materiais, instrumentos e equipamentos usados para validagéo do kit

Questionarios dos participantes da pesquisa

Termohigrémetro

Seringas descartaveis

Estufa 37°C

Tubos de coleta de sangue

PHmetro

Luvas de procedimento cirdrgico descartaveis

Deonizador de 4gua

Garrote

Banho maria digital

Estantes para tubos

Termbmetro

Caixa para armazenamento de amostras

Lavadora ELISA

Caixa para descarte de perfurocortantes

Leitora de ELISA

Centrifuga

Multitimer

Ponteiras 0-200 pL e 200-1000 pL

Descarte para perfurocortantes

Agitador para microplaca

Pipeta de vidro (1, 2, 5, 10 mL)

Freezer para armazenamento de amostra

Pipeta automatica de volume variavel

Geladeira para armazenamento dos testes

Suporte para micropipeta

Proveta (100, 150, 250, 500, 1000 mL)

Baldo volumétrico (100, 150, 250 mL)

Erlenmeyer (150, 250, 500, 1000 mL)

Becker (150, 250, 500, 1000 mL)

Estante para tubos

Tubo de Ensaio de Vidro 12x75

Tubo Eppendorf para armazenamento amostras

Jalecos

Oculos Protecio

Touca

Fonte: Autoria propria
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3.5. Procedimentos para a Pesquisa
O sangue foi coletado por pungdo venosa, em ambiente ambulatorial e identificado com um
cddigo para cada participante, com material apropriado e descartavel, como visto na Figura 2. O
mesmo codigo usado no questionario é o codigo dos tubos coletados, evitando-se assim trocas de
materiais bioldgicos. Foi mantido sob refrigeracdo até o laboratério de controle de qualidade, onde
sofreu processamento: centrifugacdo e separagdo do soro e eluicdo do sangue seco. As amostras
foram congeladas a -20°C, para conservacdo durante os ensaios.

Figura 2 - Materiais utilizados para coleta de sangue nos participantes da pesquisa
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Fonte: Autoria propria
3.6. Principios do Kit de ELISA

O kit para deteccdo de anticorpos IgG do Zika Virus (Figura 3) se presta ao diagndstico de
forma qualitativa, ou seja, ele indica a presenga ou auséncia dos anticorpos nas amostras humanas. O
principio do teste utilizado é chamado de ELISA do tipo Indireto, pois 0 conjugado enzimatico é

constituido de um anti-anticorpo IgG humano. A lista de componentes do produto, suficientes para
96 testes, esté descrita na Tabela 2.

As microplacas foram revestidas com a proteina NS1 do virus de Zika virus sintéticos. Elas
foram adquiridas prontas para uso, importadas da empresa italiana Dia.pro. Na primeira incubacéo, a

fase solida entrou em contato com o soro do paciente, em conjunto com o diluente de amostras.

27



Assim, caso estivessem presentes, 0s anticorpos anti-Zika virus IgG seriam capturados pelos
antigenos presos a microplaca. A lavagem, realizada em equipamento semi-automatizado (Figura 4),

apos a primeira incubacao, retirou todos 0s componentes nao especificos a reacao antigeno-anticorpo.

Figura 3 - Kit para Deteccdo de Anticorpos 1gG para Zika virus

MICROPLACA

-
i AMOSTRAS
CROMOGENO
SUBSTRATO ,

CONTROLE POSITIVO
E NEGATIVO

CONJUGADO
ENZIMATICO

SOLUCAO DE
PARADA

Fonte: Autoria prépria

Tabela 2 - Componentes do Kit ELISA 1gG para Zika virus

ITEM QUANTIDADE VOLUME
Microplaca 01 12 pogos x 8 tiras
Controle Negativo 01 2,0 mL
Controle Positivo 01 2,0 mL
Solucdo de Lavagem Concentrado 01 60,0 mL
Conjugado Enzimatico 01 16,0 mL
Cromdgeno Substrato 01 16,0 mL
Solucéo de Parada 01 15,0 mL
Diluente de Amostra 02 60,0 mL

Fonte: Autoria propria
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Em seguida foi adicionado o conjugado enzimético, também pronto para uso, importado da
empresa italiana Dia.pro. Ao adicionar o conjugado enzimaético, foi adicionando a reacdo os anti-
anticorpos humanos IgG, marcados com a peroxidase (HRP). Uma nova incubacéo foi realizada e ao
final foi adicionado o complexo substrato/cromégeno. O substrato se liga a enzima peroxidase e
gerou um sinal dptico proporcional a quantidade de anticorpos anti-Zika 1gG presentes na amostra, e
que foi detectado por uma leitora ELISA, na faixa de 450 a 630 nm. A leitura foi realizada em
equipamento semi automatizado (Figura 5). A presenca € determinada pelo calculo de cut-off,

discriminado as amostras entre positivas e negativas.

Figura 4 - Lavadora de microplaca de ELISA, marca Bioeasy

Fonte: Autoria propria

3.7. Preparo de Reagentes
Alguns dos componentes do kit foram adquiridos prontos para uso, como a microplaca e o
conjugado enzimatico. Os demais componentes — diluente de amostras, cromdgeno/substrato, solucéo
de lavagem, solucédo de parada — foram preparados e alicotados em frascos para uso nos kits. Ao total,

foram preparados reagentes para a montagem de 06 kits de Zika virus IgG. Apds o preparo dos
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Figura 5 - Leitora de microplacas de ELISA, marca Robonik

Fonte: Autoria propria

reagentes, os kits foram montados em caixas de papeldo, com uma divisdo interna que mantém o0s
frascos na posicao vertical e separados entre si. A estocagem foi feita em temperatura controlada
entre +2°C e +8°C, por até 3 meses ap0s a primeira abertura.

Os kits e as amostras foram deixados em bancada para que atinjam a temperatura ambiente.
Esse processo levou aproximadamente 30 minutos para ser feito. Sem que 0s componentes e as
amostras estivessem todos a mesma temperatura, interferéncias na performance das enzimas podem
ocorrer. Apés a temperatura ambiente ser atingida por todos os componentes, foi feito o preparo dos
reagentes, conforme instrucdo de uso do produto. O contetdo ndo utilizado foi novamente

acondicionado na caixa de papeldo, devidamente vedado e estocado a +2° a +8°C.

3.7.1. Microplaca:

A microplaca (Figura 6) é composta por 12 pocos, de fundo chato, em 8 tiras destacaveis,
produzidas em poliestireno de alta transparéncia. Ela possui identificacdo alfanumérica e area para
marcacao/identificacdo na lateral e foi embalada em laminado de aluminio e dessecante para

manutencdo de baixa umidade e conservagéo.
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Tiras ndo-utilizadas foram colocadas de volta na bolsa de aluminio, devidamente vedada, e foi
estocada a +2°C a +8°C. Quando aberto pela primeira vez, as tiras permanecem estaveis até o

indicador de umidade de o dessecante mudar de amarelo para verde.

Figura 6 - Microplaca e dessecante

Fonte: Autoria propria

3.7.2. Controles

O controle negativo foi composto por 1% de soro de cabra, sendo 0 arbU/mL de anticorpos
anti-ZIKV. O controle positivo foi composto por 1% de soro de cabra, anti-Zika Virus 1gG humano
inativado, sendo 100 arbU/mL de anticorpos anti-ZIKV. Antes do uso o frasco foi agitado

cuidadosamente em vortex, para homogeneizacéo.

3.7.3. Tampao de lavagem concentrado

A solucéo de lavagem concentrada foi elaborada durante a preparacéo do kit. Para o prepraro
foram utilizados 10 mM tampao fosfato pH 7,0 £0,2, 0,05% Tween 20, e 0,05% preservativo Kathon
GC, agua bidestilada g.s.p 60 mL A solugdo de lavagem possui efeito detergente, retirando 0s

interferentes e componentes inespecificos da reacdo antigeno-anticorpo.
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Ao realizar os testes, todo o conteudo da solucdo concentrada foi diluido 20x em &gua bi-
destilada e delicadamente misturado em vortex antes da utilizagdo. Durante a preparagdo, a formagéo

de bolhas de ar foi evitada, para que ndo afetassem a eficiéncia durante o ciclo de lavagem.

3.7.4. Conjugado enzimatico:

O conjugado enzimético foi composto por HRP conjugado com anticorpos humanos
policlonais 19G, 5% BSA, 10 mM de tampéo Tris pH 6,8 0,1, 0,1% Kathon GC e 0,02% de sulfato
de gentamicina como preservativos.

Toda e qualquer contaminacdo do liquido com agentes quimicos oxidantes, po ou

contaminacg@o microbioldgica, foi evitada, a fim de ndo comprometer o desempenho.

3.7.5. Diluente de amostra:

O diluente de amostra foi elaborado durante a preparacdo do kit. Foram utilizados 2% de
caseina, 10 mM de tampdo citrato de sodio pH 6,0 0,1, 0,1% Tween 20, 0,09% azida sodica, 0,1%
preservativo Kathon GC.

3.7.6. Cromdgeno/Substrato:

O cromogeno/substrato foi elaborado durante a preparacdo do kit. Foram utilizados 50 mM de
tampédo citrato fosfato pH 3,5 — 3,8, 4% dimetilsulfoxido, 0,03% tetrametilbenzidina (TMB) e
0,02% de peréxido de hidrogénio. Foi cuidadosamente agitado em vortex antes do uso. Toda e
qualquer contaminacdo do liquido com agentes quimicos oxidantes, p6 ou contaminacao
microbiologica, foi evitada, a fim de ndo comprometer o desempenho. O reagente nao foi exposto a

luz forte e superficies metalicas.

3.7.7. Solucéo de parada:

A solucdo de parada foi elaborada durante a preparacdo do kit. Foram utilizados 0,3 M de
solucdo de &cido sulfurico. Foi cuidadosamente agitado em vértex antes do uso.

Atencdo: Irritante aos olhos e pele.

3.8. Realizac¢éo do Ensaio
Os testes in vitro foram realizados com o0 soro e sangue seco coletados dos sujeitos da
pesquisa, com o0s kits para deteccdo de anticorpos IgG do ZIKV, metodologia ELISA. Foram
seguidas as instrucdes de uso do produto e os procedimentos operacionais padrdo (POP) do

laboratorio de pesquisa em genética da UEG, conforme legislacdo vigente. Os equipamentos
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utilizados nos ensaios foram calibrados e/ou qualificados para o desempenho das atividades, bem
como todo o pessoal envolvido foi treinado, tanto para o ensaio quanto para a manipulagéo do
produto para diagnostico.

Os testes in vitro foram realizados e liberados atraves da leitora e lavadora de ELISA, com
software apropriado para os célculos dos resultados obtidos. Foram realizadas duas baterias de testes
com a mesma amostra: um ensaio com 0 soro coletado e um ensaio com sangue seco eluido, sendo
trés replicatas de cada matriz biologica. Assim, cada amostra foi testada 6 vezes para 0 mesmo
parametro, a fim de se identificar os seguintes itens:

e sensibilidade do teste em desenvolvimento;

e especificidade do teste em desenvolvimento;

o eficiéncia (precisdo) do teste em desenvolvimento;

e reprodutibilidade do teste em desenvolvimento;

e valores preditivos positivos (VPP) e negativos (VPN).

Abaixo, a descri¢do de cada uma das etapas realizadas para a execucdo do ensaio de ELISA:

1. As amostras foram diluidas na proporc¢do 1:101 em um tubo de ensaio — por exemplo 1000
pL de Diluente de Amostra e 10 pL de amostra. Os controles negativo e positivo ndo foram diluidos.
Agitar cuidadosamente em vortex.

2. Foi colocado o nimero necessario de tiras no suporte das microplacas. O pogo Al foi
deixado vazio para o Branco. Foi dispensado 100 puL do Controle Negativo em duplicata, 100 pL do
Controle Positivo em duplicata e 100 uL das amostras diluidas em cada poco identificado para tal. Os
pocos foram selados com a folha adesiva, para evitar a perda de liquido por evaporacao.

3. INCUBACAO N° 1 - a microplaca foi incubada a +37°C por 60 minutos.

4. LAVAGEM N° 1 — a microplaca foi lavada por 4-5 ciclos contemplando aspiracdo e
posterior dispensacdo de 350 pL de solucdo de lavagem por poco. Este procedimento é
correspondente a 1 ciclo. Esses ciclos foram o suficiente para assegurar que 0 ensaio saia como
esperado.

5. Foram pipetados 100 pL de conjugado enziméatico em todos 0s pogos, com excecdo do Al.
Ap0s a adicdo do conjugado, a cor das amostras passa de amarelo a vermelho. Os pocos foram
novamente selados.

6. INCUBACAO N° 2 — a microplaca foi incubada a +37°C por 60 minutos.

7. LAVAGEM N° 2 - a microplaca foi lavada por 4-5 ciclos, contemplando aspiracdo e
posterior dispensacdo de 350 pL de solucdo de lavagem por poco. Este procedimento €

correspondente a 1 ciclo.
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8. Foram pipetados 100 pL de cromégeno substrato em todos 0s pocos, incluindo o Al. Essa
etapa foi realizada de forma a ndo ter incidéncia de luz direta sobre a reagéo.

9. INCUBACAO N° 3 — a microplaca foi incubada a temperatura ambiente (18° a 25°C) por
30 minutos. Os poc¢os com o controle positivo e as amostras positivas passaram de incolores a azul.

10. A reacdo enzimatica foi bloqueada pipetando 100 pL de Acido Sulfarico em todos os
pocos e utilizando a mesma sequéncia de pipetagem utilizada na fase 8. A adi¢do do acido fez com
que o controle positivo e as amostras positivas passassem da cor azul a amarela. Em seguida, a
intensidade da cor foi medida com um leitor de microplacas a 450nm (leitura), utilizando o pogo Al
(Branco) para zerar o equipamento. O Quadro 2 apresenta um resumo do ensaio, com as etapas

descritas acima.

Quadro 2 - Esquema do Ensaio de ELISA IgG para ZIKV.

Operacio "rocedimente
Plpetage PDaCaol ava(e
Controles Negativo e Positivo 100 pL
Amostras diluidas 1:101 100 pL
1% incubagao 60 min a +37°C
Etapas de Lavagem 4-5 ciclos
Conjugado enzimatico 100 pL
2% incubacéo 60 min a +37°C
Etapas de Lavagem 4-5 ciclos
Cromdgeno Substrato 100 pL
3% incubacéo 20 min a T.A.
Acido Sulfurico 100 pL

e a DO - 450

Fonte: Autoria propria

3.8.1. Anélise de Dados:

Os dados resultantes dos testes in vitro foram tratados de forma estatistica, sendo calculados
desvio padrdo, média e coeficiente de variacao, sempre que aplicavel. Também foi usado o programa
IBM SPSS Statistics versdo 25 e Minitab Statistic Software versdo 19, para os célculos inferenciais.
Os resultados obtidos foram comparados atraves dos métodos de validacdo dos testes, seguindo a

seguinte combinacdo binaria, conforme demonstrado no Quadro 3:
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Quadro 3 - Combinacdo binéria entre os resultados provaveis obtidos em um teste de ELISA e o

diagnostico verdadeiro da doenca.

DOENCA - Diagndstico Verdadeiro

Presente

TESTES

Ausente
. Positivo VP FP
Negativo FN VN
Total VP + FN FP + VN

Fonte: Autoria propria
Onde:
VP — Verdadeiro positivo // FN — Falso negativo // FP — Falso positivo // VN — Verdadeiro negativo

Sensibilidade = VP VPP= VP VPN = VN
VP + FN VP + FP VN + FN
Especificidade = VN Eficiéncia = VP + VN
VN + FP VP + VN + FP + FN
3.9. Controle de Qualidade Interno

O uso dos controles sempre que o kit for utilizado garantem a qualidade da performance do
ensaio. Valores minimos de DO (densidade 6ptica) em 450nm foram determinados para certificar que
0 desempenho € valido. A Tabela 3 apresenta os valores minimos de cada parametro e a Quadro 4

apresenta possiveis problemas ocorridos, caso os valores minimos ndo tenham sido atingidos.

Tabela 3 - Valores minimos de DO para cada parametro, a fim de validar o ensaio

PARAMETROS REQUISITOS
Pogo do Branco Valor DO 450nm < 0,100
Controle Negativo Valor DO 450nm < 0,100, ap0s descontar o branco
Controle Positivo Valor DO 450nm > 1,000
CV % < 20%

Fonte: Autoria propria
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Quadro 4 - Analise de erros que podem ter ocorrido, apds a validagéo do ensaio

PROBLEMA VERIFICAR
Poco Branco A solugdo de Cromodgeno/Substrato foi contaminada durante o
> 0,100 OD450nm ensaio.

1. O procedimento de lavagem e os passos de lavagem séo os
validados durante o estudo de pré-qualificacéo;

2. Foi utilizada a solucdo de lavagem correta e a lavadora foi
purgada com a mesma antes do uso;

3. Ocorreu um erro durante o procedimento de ensaio (dispensacéo

_ do Controle Positivo em vez do Controle Negativo);
Controle Negativo

> 0,150 OD450nm

apos o branco

4. Ocorreu uma contaminacdo do Controle Negativo ou de seus
pocos, devido a gotas de amostras positivas ou de conjugado
enzimatico;

5. As micropipetas foram contaminadas com amostras positivas ou
com o conjugado enzimatico;

6. As agulhas da lavadora estdo blogueadas ou parcialmente
obstruidas

1. O procedimento foi executado corretamente;

2. Ocorreram erros durante a sua dispensacdo (ex: dispensacdo de
controle negativo no lugar do controle positivo. Neste caso, 0
Controle Positivo Controle Negativo ira resultar em um Valor OD450nm > 0,150);

< 1,000 OD450nm 3. O procedimento de lavagem e as defini¢des da lavadora séo os
validados durante o estudo de pré-qualificacéo;

4. Nao ocorreu nenhuma contaminacdo externa do controle

positivo.

Fonte: Autoria propria

3.10. Interpretacdo dos Resultados
Os resultados do teste foram interpretados com a relacdo entre a DO 450nm da amostra (S) e
o valor do cut-off (Co), matematicamente S/Co, de acordo com o Quadro 5.
Um resultado negativo indica que ndo foram detectados anticorpos 1gG para o ZIKV, na
amostra pesquisada. Um resultado positivo indica uma infeccdo tardia pelo Zika virus. A faixa de
interpretagdo como “Indeterminado”, deve ser considerado positivo para IgG do Zika virus

correlacionando os dados clinicos do paciente.
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Quadro 5 - Relagéo entre Absorbancia da Amostra (S) e o cut-off do teste (Co)

Fonte: Autoria propria

S/Co Interpretacdo
<0.9 Negativo
09-11 Indeterminado

>1.1 Positivo
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4. RESULTADOS

Os resultados foram obtidos e descritos em forma de artigos cientificos, compondo cada

capitulo desta pesquisa:

e Capitulo 1 - Aspectos Relevantes sobre o Diagndstico do Zika Virus

O diagnostico da infecgdo pelo ZIKV é demasiadamente importante, mesmo em momentos
em que hé controle de surtos e menos casos de infeccdo detectados. 1sso se deve ao grande impacto
socio-econémico causado pelos casos de microcefalia em neonatos, além da suma necessidade de
diferenciacdo entre as demais arbovirores. As reacdes cruzadas entre as arboviroses ainda é um
empecilho ao diagndstico preciso. Mesmo os testes de PCR-RT podem causar resultados falsos,
devido a semelhanga genética entre os virus. Os ensaios soroldgicos, que custam menos, possuem
técnica mais simplificada e usam equipamentos mais baratos, sdo 0s testes mais acessiveis. Apesar de
que existem epitopos sendo usados para minimizar a rea¢do cruzada, ela ainda ndo € completamente
descartada nessa metodologia. Ndo ha vacina contra o Zika virus e o controle da infec¢do é ainda
uma questdo de medidas de saneamento basico.

e Capitulo 2 - Antibody-dependent Enhancemet (ADE) de Zika virus Causado por Infeccdo
Prévia de Dengue
A ADE de ZIKV em decorréncia de uma infec¢do prévia por DENV é um fenémeno de
ocorréncia factivel no organismo humano. As vias de acdo da ADE seja celular ou humoral, através
das citocinas envolvidas no processo, sdo produzidas tanto neste fendmeno in vitro quanto in vivo. A
conclusdo sobre o ADE de ZIKV causada por infeccdo prévia de DENV ainda € vaga, pois 0s varios
estudos sobre esse assunto permanecem controversos entre si. A maioria destes estudos é feita em
células de linhagem mieléide (in vitro) ou em organismos que ndo refletem corretamente a infeccéao
no organismo humano (in vivo). Os estudos epidemioldgicos sdo fundamentais para a conclusdo
sobre o assunto. Os dados epidemioldgicos, prévios e posteriores a infeccdo pelo ZIKV, véo
esclarecer o entendimento da interacdo imunoldgica entre ZIKV e DENV, no organismo humano.
Assim sendo, o desenvolvimento de novos meios de se diferenciar as infec¢des, com sensibilidade e

especificidade suficientes sdo as ferramentas adequadas para esse fim.

e Capitulo 3—- 0 Uso do PCR em Tempo Real no Diagndstico das Arboviroses
A metodologia de PCR em tempo real é eficaz no diagndstico das arboviroses. Ela é capaz de
diferenciar os virus DENV, ZIKV e CHIKYV, com baixa ocorréncia de reacfes cruzadas e baixa
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reacdo inespecifica. Além disso, a técnica é capaz de identificar o patdgeno mesmo em baixa viremia,
0 que é importante para o diagndstico precoce da doenga. O diagnostico é répido, sensivel e
especifico, tornando-a uma ferramenta diagndstica de alta confiabilidade. Porém, seu uso é restrito ao
periodo de viremia da infeccdo, o que restringe o diagnostico das arboviroses entre 3 a 5 dias pos

inicio dos sintomas.

e Capitulo 4 — Validagdo de Ensaio Imunoenzimatico Estruturado para a Detecgdo de
Anticorpos 1gG de Zika virus

- O cut-off (Co) foi determinado, como 0,198.

- A Linearidade e a Exatiddo do kit foi comprovada.

- A Sensibilidade Analitica do kit foi comprovada, como sendo de 97,8% ajustado.

- A Especificidade Analitica do kit foi comprovada, como sendo de 100%. N&o houve reacdo
cruzada com os anticorpos anti-DENV em nenhuma das amostras analisadas.

- A Repetitividade do ensaio foi comprovada, demonstrando a precisao intra-ensaio do Kit.

- Foi comprovada a conformidade do produto, com as especificagbes do usuario, através dos
testes estatisticos que comprovam a Acurécia e Eficacia do produto.

- Foi comprovado um excelente indice Kappa do produto, apds comparacdo de resultados pela
metodologia gold standard PCR em tempo real com amostras de soro do paciente.

- Foi comprovado que o produto ndo sofre o efeito prézona, comparando o uso do produto com
amostras coletadas em papel filtro e com o soro do paciente.

e Capitulo 5 - Relato de Caso de Sindrome de Guillain-Barre
O paciente pode ter desenvolvido a GBS em decorréncia da infeccdo por Zika virus. A
literatura mostra que nem todos as pessoas que sao infectadas pelo ZIKV desenvolvem altos titulos
de anticorpos no sangue e em alguns casos, ele pode até ser negativo. Os sintomas clinicos
apresentados pelo paciente, a época da infeccdo, foram determinantes para o diagnéstico da infeccao.
O resultado indeterminado ndo excluj a infec¢do por ZIKV. A baixa viremia do virus, pode ser um

dos motivos de baixa concentracdo de anticorpos no sangue.
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RESUMO

O Zika virus € um RNA virus envelopado, em sentido positivo e de fita simples.
Pertence ao género Flavivirus, assim como a Dengue e a Febre Amarela, sendo
também classificado como arbovirus devido a transmissao via mosquitos do género
Aedes. Sao conhecidas duas linhagens do virus, a linhagem africana e a linhagem
asidtica. A doenca ficou bastante conhecida depois do surto brasileiro em 2015. Até
essa data, apenas dois outros surtos eram conhecidos: em 2007 na ilha Yap e em
2013 na Polinésia Francesa. As consequéncias mais graves da infec¢do pelo Zika
virus sédo a Sindrome de Guillain-Barré e a Sindrome Congénita da Zika, que causou
varios casos de microcefalia em neonatos no surto brasileiro. A linhagem encontrada
neste surto € a asiatica e provavelmente chegou ao pais através de imigrantes
ilegais e/ou soldados em missédo de paz, ambos vindos do Haiti. O diagnéstico da
doenca é realizado pelos métodos tradicionais de laboratorio clinico, como a RT-
PCR, PCR em tempo real, os métodos sorologicos e PRTN (Teste de neutralizacao
por reducdo de placa). As reacbes cruzadas com os demais Flavivirus € bastante
comum, devido & semelhanca genética entre os virus, principalmente com o virus da
Dengue. A RT-PCR, PCR em tempo real e PRTN séo realizados durante a fase
aguda da doenca. Os testes sorologicos sdo realizados tanto na fase aguda
(anticorpos do tipo IgM) quanto na fase de convalescéncia (anticorpo do tipo IgG).
PALAVRAS-CHAVE: Diagnéstico Zika, Microcefalia, Sindrome Guillain-Barre,
Testes soroldgicos, Zika virus.

RELEVANT ASPECTS OF ZIKA VIRUS DIAGNOSIS

ABSTRACT
The Zika virus is an enveloped, positive-sense, single-stranded RNA virus. It belongs
to the genus Flavivirus, as well as Dengue and Yellow Fever, being also classified as
arbovirus due to the transmission via mosquitoes of the genus Aedes. Two lineages
of the virus are known, the African lineage and the Asian lineage. The disease
became well known after the Brazilian outbreak in 2015. Until that date, only two
other outbreaks were known: in 2007 on Yap Island and in 2013 in French Polynesia.
The most serious consequences of the Zika virus infection are Guillain-Barré
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Syndrome and Zika Congenital Syndrome, which caused several cases of
microcephaly in neonates in the Brazilian outbreak. The lineage found in this
outbreak is Asian and probably arrived in the country through illegal immigrants and /
or soldiers on a peace mission, both from Haiti. The diagnosis of the disease is
performed by traditional clinical laboratory methods, such as RT-PCR, real-time PCR,
serological methods and PRTN (Plague-reduction Neutralization Test). Cross-
reaction with other Flaviviruses are quite common, due to the genetic similarity
between viruses, especially with the Dengue virus. RT-PCR, real-time PCR and
PRTN are performed during the acute phase of the disease. Serological tests are
performed both in the acute phase (IgM type antibodies) and in the convalescent
phase (IgG type antibody).

KEYWORDS: Microcephaly, Guillain-Barre Syndrome, Serological Tests, Zika
diagnostics, Zika virus.

INTRODUCAO

A grande maioria da literatura cientifica sobre o Zika Virus é escassa sobre a
disseminacéo anterior a 2014. Ha relatos de um surto na ilha Yap na Micronésia em
2007 e outro na Polinésia Francesa entre 2013 e 2014. Apdés o aparecimento de
casos no Brasil, em 2015, seguidos de relatos de nascimento de criancas com
microcefalia em decorréncia da contaminacdo da mé&e por Zika Virus, houve um
crescimento significativo de producao cientifica a respeito desta doenca (CALVET et
al., 2016).

A epidemia de Zika se alastrou rapidamente pelo Brasil e por mais 50 paises no
continente americano. Uma doenga exantematica ndo reconhecida foi relatada em
dezembro de 2014 no Brasil, mas a confirmacéo por diagndstico laboratorial de que
se tratava do Zika Virus, ocorreu a partir de maio de 2015. O virus se espalhou por
toda a regido nordeste do pais, principalmente nos estados de Pernambuco, Rio
Grande do Norte e Bahia. Outros estados também relataram ocorréncias, com
algumas excec¢des ao Sul, onde o clima ndo é favoravel ao vetor, e estados de
pouca densidade ao Norte (LOWE et al., 2018).

Neste artigo é apresentada uma revisao bibliografica sobre a infec¢do por Zika
Virus, enfatizando as particularidades do virus, a infeccdo pelo virus e as
metodologias de diagndstico. O banco de dados Pubmed foi utilizado para a
pesquisa de artigos cientificos de livre acesso, em lingua inglesa. O periodo de
publicacdo entre 2015 e 2018 foi delimitado, com o intuito de selecionar os mais
atuais e relevantes artigos sobre o tema, visto se tratar de assunto mais
disseminado a partir de 2015. DECS e MESH foram usados para encontrar 0s
descritores “Zika Virus” ou “microcephaly” ou “Guillain-Barre syndrome” ou
“serologicals tests” ou “Zika diagnostics”. As publicacdes foram selecionadas pelo
contexto como tratavam o tema, sendo excluidos os artigos que ndo traziam
informacdes sobre diagnostico. Foram incluidos artigos que tratavam das
particularidades do virus e da infeccéo.

PARTICULARIDADES DO ZIKA VIRUS
O Zika Virus foi descoberto em 1947, a partir de macacos da espécie Rhesus
provenientes da Floresta Zika, em Uganda, quando pesquisadores estudavam sobre
a Febre Amarela. Neste estudo, foi identificada a presenca do virus em mosquitos
do género Aedes, coletados na mesma floresta. O Zika Virus pertence ao género
Flavivirus assim como Dengue Virus (DENV) e Febre Amarela (YFV). Também foi
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classificado como sendo um arbovirus (arthropod-borne virus), que sdo 0s virus
transmitidos aos humanos via artrépodes hematéfagos, como o mosquito (MUSSO;
GUBLER, 2016).

Os Flavivirus sdo RNA virus envelopados, em sentido positivo, de fita simples
(FOCOSI et al., 2016; MUSSO; GUBLER, 2016). Ao contaminar a célula hospedeira,
0 RNA viral é traduzido em um polipeptidio no citoplasma celular, sendo
posteriormente processado pelas proteases do hospedeiro em trés proteinas
estruturais - envelope, capsideo e precursor de membrana - e em sete proteinas nao
estruturais - NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 — (Figura 1) (FOCOSI et
al., 2016; MUSSO; GUBLER, 2016; RASTOGI et al., 2016; SHANKAR et al., 2017).
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FIGURA 1 — Estrutura detalhada do Zika Virus
Fonte: https://www.promega.com.br/resources/pubhub/inspiration/zika-perspectives-responses/

A proteina NS1 é responséavel pela replicacdo viral e € diretamente ligada a
inducéo do sistema imune. Algumas regides da proteina NS1 s&o idénticas entre os
Flavivirus, 0 que causa a maioria das reac¢des cruzadas nos ensaios que utilizam
essa proteina como antigeno (RASTOGI et al.,, 2016). As reacdes cruzadas sdo
entre os ZIKV, Dengue Virus, Febre Amarela, West Nilo Virus ou Virus da Encefalite
Japonesa, principalmente com o DENV, sdo devido as suas semelhancas
filogenéticas (Figura 2) (MUSSO; GUBLER, 2016).
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FIGURA 2 - Arvore Filogenética do Zika Virus
Fonte: Musso (2016)

Trés gendtipos de Zika Virus sdo conhecidos — Oeste Africano, Leste Africano
e Asiatico — derivados de duas linhagens — Africana e Asiatica (FOCOSI et al., 2016;
MUSSO; GUBLER, 2016; LEE et al.,, 2017; LOWE et al., 2018), sendo que essa
distincdo entre os trés genaotipos foi esclarecida apds a completa descricdo da regido
codificante ligado a proteina NS5 (MUSSO; GUBLER, 2016). O genoma da linhagem
africana (ZIKV MR 766) foi decifrado em 2007, contudo o genoma da linhagem
asiatica também ja esta disponivel em bancos de dados on line. Com uso de
recursos computadorizados, as duas linhagens foram comparadas e a semelhanca
entre elas é de 88,9% (MUSSO; GUBLER, 2016).

A regido proxima ao glicano Asnl54 da glicoproteina E, responsavel pela
ligacdo do virus a célula hospedeira, é a parte estrutural do ZIKV que mais se
distancia do DENV. Tal glicano € citado como sendo o responsavel pela
neuroviruléncia em cepas de virus West Nilo. Em laboratorio, ratos infectados com
cepas sem esse glicano apresentaram baixa neuroviruléncia (BOEUF et al., 2016).

A principio, trés teorias sobre a introdugcdo do Zika Virus no Brasil foram
formuladas:

a) a primeira € de que o virus foi introduzido durante a Copa do Mundo de 2014;
b) a segunda € de que ocorreu durante um evento de Canoagem em 2014 no
Rio de Janeiro, em que um atleta oriundo da Asia estivesse com a viremia;

c) a ultima hipdtese seria de que a introducdo ocorreu em 2013, nos jogos da

Copa das Confederacdes (CALVET et al., 2016).
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Um estudo filogenético realizado pela Fiocruz Pernambuco, com 4.035
amostras de genomas dos virus Zika, Dengue e Chikungunya, evidenciou que a
introducéo do Zika Virus ndo ocorreu pelas trés hipéteses acima, e sim por cepas da
América Central, especificamente do Haiti. Sendo assim, a introducéo do virus em
solo brasileiro teria ocorrido por imigrantes ilegais e por militares que atuaram em
missdes no Haiti. (CAMPOS et al., 2018).

A linhagem encontrada no surto brasileiro de 2015 é a asiatica, sendo 99%
compativel ao virus circulante na Polinésia Francesa em 2013 (MUSSO; GUBLER,
2016; SHANKAR et al., 2017; LOWE et al., 2018). Esta possui grande viruléncia e foi
responsavel pelo surto mais negativo, em relagdo as consequéncias da infec¢do. A
hipotese a esse fato é de que, pela grande incidéncia do virus nos surtos brasileiro
(acima de 1.000.000 casos) e na Polinésia Francesa (acima de 30.000 casos), a
frequéncia da Sindrome de Guillain-Barré (em ambos os surtos) e de microcefalia
(surto brasileiro) foi mais evidente (FREIRE et al., 2015; CALVET et al., 2016;
MUSSO; GUBLER, 2016; LOWE et al., 2018). Sendo assim, em surtos pequenos
como nas llhas Cook em marco de 2014, onde foram relatados 905 casos, nao se
excluiu o fato da cepa nao ser capaz de provocar as sindromes, apenas nao houve
casos em numero suficiente para uma maior manifestacdo (MUSSO; GUBLER,
2016).

N&ao hé relatos de grandes surtos com a linhagem africana, sendo os nimeros
de casos na Africa inferiores ao restante do planeta e sem relatos de agravamento
da doenga, como o ocorrido no Brasil (FREIRE et al., 2015; MUSSO; GUBLER,
2016). Outra hipotese sobre a viruléncia distinta entre as cepas de ZIKV é de que a
viremia em humanos € menor quando infectados pela linhagem africana, em
decorréncia do pouco sucesso desta linhagem nos mosquitos A. aegypti (FREIRE et
al., 2015).

INFECGCAO PELO ZIKA VIRUS

Inicialmente, a contaminacdo pelo virus pode ndo ter sido notada pelos
sintomas serem bastante semelhantes aos causados pela Dengue. O surto de Zika
Virus chamou a atencdo das autoridades sanitarias quando houve a associagdo
entre a infeccdo pelo virus e os casos de microcefalia em neonatos (Sindrome
Congénita da Zika) e as desordens neuroldgicas (Sindrome de Guillain-Barre)
(CALVET et al., 2016).

Os principais sintomas clinicos da doenca sdo: erupcdo macular ou
maculopapular com presenca de prurido, dor de cabeca, artralgia, mialgia,
prostracdo, conjuntivite ndo-purulenta, e pode ou nao estar associada a febre baixa.
Os casos assintomaticos contabilizam 80%, o que dificulta um levantamento
epidemioldgico satisfatorio em relagdo a doenca. Os relatos de morte em
decorréncia da Zika sdo escassos, sendo trés casos relatados até maio de 2016 no
Brasil (CALVET et al., 2016). As duas condi¢cdes severas em decorréncia da
infeccéo pelo ZIKV envolvem danos neurologicos:

a) Sindrome de Guillain-Barré (GBS) - os nervos periféricos do paciente séo
atacados pelo seu sistema imune;

b) Sindrome Congénita do Zika (CSZ) - vérios espectros de ma formacao
neurologica durante o desenvolvimento fetal, ainda em avaliacdo das varias
consequéncias e sequelas ao longo do tempo. Primeira evidéncia do surto foi
a microcefalia, caracterizada pela diminuicdo do perimetro cefalico (LOWE et
al., 2018).
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Os sintomas clinicos e os achados laboratoriais mais simples, trombocitopenia
e leucopenia no hemograma ou alteragdes nas transaminases hepaticas, sao tipicos
de varias outras doencas causadas por arbovirus, principalmente Dengue (DENV) e
Chikungunya (CHIKV). Atualmente, nove doencas com essas caracteristicas sao
circulantes no Brasil: Dengue, Chikungunya, Febre Amarela, Virus da Encefalite
Saint Louis, Mayaro, Oropouche, Virus West Nilo, sendo essa ultima rarissima com
apenas um caso relatado no pais (MUSSO; GUBLER, 2016; FELIX et al., 2017). De
todas essas doencas, Febre Amarela, DENV e CHIKV sdo as mais relevantes
quanto ao diagnostico, pelo grande niamero de casos das trés doencas em territorio
brasileiro, sendo todas, incluindo o ZIKV, co-circulantes e transmitidas pelo mesmo
vetor, 0s mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus (MUSSO; GUBLER, 2016;
MAGALHAES et al., 2017; LOWE et al., 2018).

Uma pesquisa realizada em Recife, entre 2015 e 2016, logo apds a epidemia
de Zika na regido, identificou que 60% dos pacientes que apresentavam sintomas
semelhantes a Dengue estavam, na verdade, com infeccdes de Zika ou
Chikungunya (MAGALHAES et al., 2017). Apesar de que um grande ndmero de
casos de Dengue foi notificado nessa area em 2015, os ensaios moleculares e
sorolégicos realizados comprovaram que a incidéncia dessa doenga caiu com o
surgimento dos casos de Zika e Chikungunya no mesmo periodo. Com a diminui¢ao
dos casos de Zika em setembro de 2015, o niumero de casos de Chikungunya
comecou a subir. Tal conclusao indica que o diagnéstico de arboviroses utilizando a
clinica do paciente nem sempre reflete a real causa da infecc¢ao, visto que ao menos
trés doencas estdo circulantes na mesma regido. Ao diagnosticar a doenca com
auxilio dos ensaios laboratoriais, pode-se inferir em reacdes cruzadas entre 0s
Flavivirus (MAGALHAES et al., 2017).

N&o ha um consenso sobre a quantidade de pessoas contaminadas pelo ZIKV.
A Organizagdo Mundial de Saude diz que o padrdo-ouro para estimar a incidéncia
cumulativa de soroprevaléncia numa populacdo, € o desenvolvimento de um estudo
longitudinal das amostras de individuos em fase aguda e convalescéncia da
infeccdo, o que durante um surto € muito dificil de acompanhar, principalmente em
estagios iniciais. Com isso 0 numero exato de pessoas contaminadas pelo Zika
Virus é desconhecido. Outro método € um estudo transversal de pacientes antes do
surto e depois do surto e prever a incidéncia cumulativa. Esse tipo de estudo foi
usado no caso do surto de HIN1 (WHO, 2016).

Dentre as arboviroses, somente a Zika tem a transmissdo também via sexual e
vertical, de mae para o feto (LOWE et al., 2018). A transmissao vertical foi verificada
através da barreira placentaria, durante o parto com o contato do bebé e os fluidos
maternos, e durante a amamentacao, visto que o virus foi encontrado no leite
materno (SHANKAR et al., 2017). Apoés a descoberta da via sexual da transmisséo
viral, houve grande disseminacdo de casais que passaram a evitar a concepc¢ao
neste periodo, receosos de serem atingidos pela infec¢cdo. Assim, o CDC (Centre of
Disease Control and Prevention — Agéncia de Saude Norte Americana) declarou que
0s casais que haviam sofrido com uma infeccdo de Zika virus, deveriam esperar ao
menos 180 dias para a concepc¢ao, ja que foi encontrado material genético do virus
em sémen depois de 188 dias de infecgédo e em secrecao vaginal apos oito semanas
(LOWE et al., 2018).

Pesquisadores encontraram indicios de que a mutacdo sofrida pelo ZIKV na
natureza contribuiu para o aumento da patogenicidade do virus, tornando-o apto a
uma disseminacdo explosiva. As proteinas NS1, NS3 e NS5 sdo prioritariamente
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mais ligadas ao reconhecimento dos Flavivirus apds a infeccdo. Porém, apds uma
infeccdo por DENV, a proteina NS5 promove uma maior ativagdo das células T no
hospedeiro. Tal fato comprova uma grande reacdo cruzada entre o virus da Dengue
e o0 da Zika (DELGADO et al., 2018).

Ha relatos sobre a imunidade cruzada entre o ZIKV e outras infec¢des por
Flavivirus, principalmente o DENV. A rapida disseminacao do ZIKV geograficamente
em alguns meses, em contraponto ao longo tempo que o DENV levou para a mesma
disseminacgédo, provavelmente é devido a esse fato (LOWE et al., 2018). As proteinas
NS1 dos virus, responsaveis pela invasao dos virus nos linfocitos T CD4 e CDS,
além de serem geneticamente semelhantes, induzem o reconhecimento dos
mesmos epitopos nas células B. Tal fato explicaria o agravamento de uma infecgcao
secundaria por ZIKV em pessoas previamente infectadas por DENV (FREIRE et al.,
2015; DELGADO et al., 2018). O aprimoramento dependente de anticorpos (ADE —
antibody-dependent enhancement) do ZIKV como infeccdo secundaria, seria
semelhante ao que acontece nas infec¢cbes pelos diversos sorotipos de DENV
(DELGADO et al., 2018). A infeccdo prévia por DENV influencia na qualidade dos
anticorpos produzidos ao ZIKV. Os anticorpos policlonais do ZIKV como infecc¢éo
priméria sdo altamente especificos, o que causa baixa rea¢do cruzada com outros
Flavivirus (ROTH et al., 2018).

A qualidade de anticorpos anti-DENV, secundérios a uma infeccdo prévia por
ZIKV, nao é reciproco. Esse fato foi evidenciado apds o surto de ZIKV em 2015, em
gue os numeros de infectados por DENV sofreram uma queda. Em um estudo
realizado entre 2009 e 2017, a proporcao de soropositividade em amostras testadas
para DENV caiu de 37% para 8% (RIBEIRO et al., 2018). Em camundongos
imunodeficientes, a prévia imunizacéo pelo ZIKV fez com que a infec¢cdo por DENV
fosse ainda mais severa, indicando que muito ainda deve ser avaliado para o
desenvolvimento de uma vacina contra o ZIKV (ROTH et al., 2018).

A prevencdo a doenca é feita como as demais arboviroses, que ndo possuem
vacina. A principal medida é o controle do mosquito vetor (MUSSO; GUBLER, 2016).
A maioria das medidas preventivas sdo também medidas de saneamento basico. A
aplicacéo de inseticidas e larvicidas nao tém se mostrado eficaz. Uma outra medida,
gue se mostra promissora, mas ainda sem resultados visiveis, s80 0s mosquitos
geneticamente alterados. Alguns sdo infectados por uma bactéria (Wolbachia) e se
tornam estéreis (LOWE et al., 2018).

A vacina contra o ZIKV esta em desenvolvimento. S&o varias linhas de estudo
em andamento ao mesmo tempo, a maioria focando a proteina do envelope do
virus. Recentemente, alguns pesquisadores focaram o desenvolvimento da vacina
através da proteina NS1 e outros tentam desenvolver uma semelhante a vacina da
febre amarela, com o virus atenuado (KWEK et al., 2018).

DIAGNOSTICOS DO ZIKA VIRUS

Devido aos sintomas da doenca causados pelo ZIKV serem inespecificos,
facilmente confundidos com os de outras arboviroses, o diagndstico clinico
diferenciando das doencas é dificil. Com isso, o diagndstico laboratorial diferencial €
necessario, principalmente em &reas endémicas ou de circulagdo de varios
arbovirus ao mesmo tempo (SHANKAR et al., 2017). A presenca do virus em varias
matrizes amostrais, como soro, plasma, urina, saliva, fluido amnidtico, leite materno,
sémen e secrecdo vaginal, facilita o desempenho de exames laboratoriais (CALVET
et al., 2016).
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O diagnoéstico laboratorial da Zika é feito com as metodologias usadas e ja
usuais para outras arboviroses. O genoma viral é detectado por metodologias
moleculares e os anticorpos, tanto na fase aguda (IgM) quanto na convalescéncia
(IgG), por métodos soroldgicos (CALVET et al., 2016; WAGGONER; PINSKY, 2016;
SHANKAR et al., 2017).

O diagnéstico molecular é feito pela deteccdo do RNA viral nas amostras
humanas, utilizando a técnica de PCR-RT (reacdo de cadeia polimerase -
transcriptase reversa) em duas etapas: i) transcrigcao reversa do RNA em DNA de fita
simples (cDNA); ii) conversdo em DNA de fita dupla e sua amplificacdo (MUSSO;
GUBLER, 2016). Comercialmente, varios kits foram desenvolvidos com essa
metodologia, focando a regido codificante da proteina NS5 no gene dos Flavivirus,
ou as regides codificantes da proteina E do envelope viral e da proteina NS3
(FOCOSI et al., 2016).

A PCR em tempo real, uma variagdo do RT-PCR, aprimorou a técnica ao ser
realizado em apenas uma etapa e incluiu uma sonda fluorescente. Além disso, ha
uma variacdo da PCR em tempo real em que é possivel quantificar o genoma viral
nos fluidos orgéanicos. Essa variagdo metodoldgica de amplificacdo de acidos
nucléicos € chamada de gRT-PCR (MUSSO; GUBLER, 2016). Varios estudos
realizados com a PCR em tempo real demonstraram que essa técnica é mais
sensivel e especifica que a RT-PCR e produz menor quantidade de falsos-positivos
(SINGH et al., 2018).

Ambas as técnicas se mostraram bem sucedidas na detec¢do do genoma viral
do ZIKV quando realizadas em amostras da fase aguda da doenca. Apesar de ser
uma forma definitiva de diagndstico, as técnicas moleculares se limitam a primeira
semana de sintomas da doenca (CALVET et al., 2016). No sangue, o RNA viral se
mostra presente por um breve periodo de tempo — de trés a cinco dias apds o inicio
dos sintomas clinicos. Na urina, o RNA viral permanece por mais de 10 dias e no
sémen por mais de dois meses (FOCOSI et al., 2016).

A técnica molecular é bastante sensivel, porém pouco especifica, ja que os
primers utilizados sdo os mesmos para os diversos Flavivirus circulantes, e iSso
causa a ocorréncia de resultados falso-negativos (MUSSO; GUBLER, 2016). Baixa
viremia também pode causar a ocorréncia de falso-negativos, o que pode acontecer
com frequéncia devido ao curto periodo de presenca do virus no sangue. Outro
ponto negativo ao uso desta técnica sdo os altos custos com equipamentos,
reagentes, pessoal especializado e o tempo consumido para o ensaio, o que dificulta
a disseminacéao em varios laboratorios (CALVET et al., 2016).

O diagnostico sorolégico tem o diferencial em relagdo ao diagndstico molecular
por ser possivel a deteccdo da doenca também no periodo de convalescéncia. O
marcador de infeccdo aguda (IgM) pode ser encontrado no sangue contaminado
entre trés a cinco dias apos o inicio dos sintomas, se estendendo por até dois
meses. A soroconversdo € a etapa mais confiavel de deteccdo dos anticorpos e se
inicia apos o sétimo dia apos inicio dos sintomas (CALVET et al., 2016). O marcador
de infeccdo 1gG é detectado a partir da soroconversdo e é classificado como uma
imunidade definitiva, pois sua producdo pelo organismo € de longa duracdo. A
producdo dos anticorpos IgG é mantida em niveis detectaveis por pelo menos trés
meses. Em casos em que a investigacdo € feita apdés o fim da fase aguda da
infeccdo, apenas os anticorpos do tipo IgG serdo encontrados (NICOLINI et al.,
2017). A Figura 3 demonstra, ao longo da infeccdo por ZIKV, as oportunidades de
diagnostico molecular e sorolégico.
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O problema relacionado aos testes sorologicos € o alto indice de reagbes cruzadas
com as doencas causadas por outras arboviroses, principalmente pelo DENV. A reacdo
cruzada é ainda mais intensa nas areas endémicas. Os resultados dos testes sorologicos
devem ser avaliados com muito cuidado, com intuito de evitar os resultados falso-positivos.
Mesmo em pacientes que ndo tiveram contato com infeccfes por arbovirus, mas foram
vacinados contra febre amarela, a reacdo cruzada nos testes soroldgicos pode acontecer
(CALVET et al., 2016; MUSSO; GUBLER, 2016).
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FIGURA 3 — Oportunidade de deteccao do Zika virus, segundo a metodologia laboratorial.

Fonte: SAUDE (2016) http://combateaedes.saude.gov.br/images/sala-de-
situacao/Microcefalia-Protocolo-de-vigilancia-e-resposta-10mar2016-18h.pdf, acesso em
21/09/2018.

O aparecimento de anticorpos IgG em infec¢cdes secundarias por Flavivirus é
mais rapido do que em infeccbes primarias. Tais anticorpos surgem guase que
imediatamente ao surgimento dos anticorpos IgM. Esse fato acontece principalmente
quando a infeccdo primaria foi por DENV e a secundaria € por ZIKV (NICOLINI et al.,
2017). Com isso, as agéncias de saude dos paises envolvidos nos surtos de ZIKV
e/ou DENV, criaram algoritmos para o diagnéstico dessas doencas, nos casos em
que haja a infeccdo secundaria. Apenas o diagnostico sorolégico pode ndo ser
suficiente para a identificacdo do patdgeno, indicando a necessidade de realizacao
de testes em outra metodologia para a diferenciacdo (CALVET et al., 2016;
WAGGONER; PINSKY, 2016). A Figura 4 demonstra o algoritmo usado pelo
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FIGURA 4 - Algoritmo laboratorial para amostras suspeitas de microcefalia relacionada ao Zika Virus
— Rede Publica de Saude
Fonte: SAUDE (2016) http://combateaedes.saude.gov.br/images/sala-de-situacao/Microcefalia-
Protocolo-de-vigilancia-e-resposta-10mar2016-18h.pdf, acesso em 21/09/2018.

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.15 n.28; p.1171 2018


http://combateaedes.saude.gov.br/images/sala-de-
http://combateaedes.saude.gov.br/images/sala-de-situacao/Microcefalia-

A técnica PRTN (Teste de neutralizacao por reducéo de placa) é o padrao-ouro
para a diferenciagéo da reacdo cruzada entre os anticorpos produzidos em infec¢des
por Flavivirus (CALVET et al.,, 2016; MUSSO; GUBLER, 2016). Esse teste é
geralmente usado como secundario ao diagnéstico molecular e testes de ELISA
(sorologico) e testa a capacidade dos anticorpos da amostra em neutralizar o virus
suspeito da infeccdo. A amostra é testada em diluicbes seriadas em conjunto com
uma suspensao do virus (ZIKV ou DENV ou febre amarela, por exemplo) e a mistura
é adicionada a uma cultura de células. Apés um periodo de sete dias de incubacéo,
sdo contadas as unidades formadoras de placas (PFU) e a titulacdo é determinada
pela diluicdo realizada (NICOLINI et al., 2017).

Apesar de ser um método muito sensivel e muito especifico, mais do que a
metodologia ELISA, a realizacdo € demorada, requer pessoal e dependéncias fisicas
especializadas, de alto custo. Com isso, a realizacdo destes testes é restrita
(CALVET et al., 2016; MUSSO; GUBLER, 2016; NICOLINI et al., 2017). A SBPC/ML
(Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial) desenvolveu um
algoritmo a ser usado pelos laboratérios da rede particular, a fim de auxiliar o
diagnéstico laboratorial para o ZIKV. A Figura 5 demostra esse algoritmo (SBPC/ML,
2016).

Teste molecular
(< 7 dias ap6s inicio dos sintomas)

Teste de anticorpos
(= 4 dias ap6s inicio dos sintomas)

! y V J y
(2 )
RT-PCR/NS1 qrPcr @ qPCR ? IgM lgM IgM
Dengue Zika Chikungunya Dengue Zika Chikungunya
Positivo: Megativo: Positivo: Negativo: Positivo: Hegativo
Confirmado Testar Confirmado Testar Provavel
peny & anticorpos CHIKY (4] anticorpos 2k
Positivo: Negativo: Positivo: Hegativo Positivo: MNegativo
Confirmado Testar Provavel Provavel
ziv anticorpos penv ¥ cHiky

' RT-PCR: Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction
';j; gPCR: PCR em Tempo Real (Real Time PCR)

' DENV: virus Dengue

' CHIKV: virus Chikungunya

¥ ZIKV: Zika virus

Fonte: CDC

FIGURA 5 - Algoritmo de testes para deteccéo de arbovirus em casos de suspeita de Zika,
Chikungunya ou Dengue — Rede Particular de Saude.
Fonte: SBPC/ML (2016)

A deteccdo de anticorpos IgG é muito importante nos casos de mulheres
gravidas com suspeita de infeccéo pelo ZIKV ou em momentos de surto. Mesmo em
casos assintomaticos ou em que o RNA viral ndo foi encontrado, a presenca destes
anticorpos no sangue materno pode indicar uma infeccdo congénita e,
possivelmente casos de microcefalia (SINGH et al., 2018). Além disso, devido a
baixa viremia em varios casos da infeccao, inviabilizando o diagnostico molecular, a
sorologia € a melhor opgdo ao diagndstico. A sorologia € um método barato,
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confiavel e robusto, além de permitir a vigilancia epidemiologica e ser de facil
manuseio durante surtos (CALVET et al., 2016; MUSSO; GUBLER, 2016; SINGH et
al., 2018). A tabela 1 resume as vantagens e desvantagens das metodologias para
diagnéstico do ZIKV.

QUADRO 1 - Vantagens e Desvantagens das Metodologias de Diagndstico para
Zika virus

METODOLOGIA VANTAGENS DESVANTAGENS
Facil desempenho
Custo acessivel dos kits Reacdes cruzadas
Ensaios sorolégicos Automacéao acessivel Poucos kits disponiveis
Baixo tempo para execugéo Falsos-positivo

Alta sensibilidade

Reacdes cruzadas
Falsos-negativos
Alto custo kits
Alto custo automacao
Restrito a 12 semana

Alta especificidade

RT-PCR Alta precisdo

Alta especificidade
Alta precisédo
PCR em tempo real Quantificagao viral
Rapidez na execucéo
Menos falsos-negativo

Reacdes cruzadas
Alto custo kits
Alto custo automacao
Restrito a 12 semana

Alto custo
Pessoal especializado
Infraestrutura
especializada
Longo tempo execucao

Alta especificidade
Alta sensibilidade
Diferenciacdo entre Flavivirus

PRTN

Fonte: LICINIO (2018)

A maioria dos produtos para diagnéstico sorologico disponiveis no mercado
mundial usam antigenos NS1 (non-structure protein 1), NS5 e proteina E do virus
Zika, em busca de aumentar a especificidade dos kits. Com isso, o indice de falso-
positivos seria diminuido (NICOLINI et al., 2017). Destes, as proteinas do envelope
viral sdo as que mais causam reacao cruzada, principalmente com o DENV, o que
torna o produto muito sensivel, porém pouco especifico. Os que utilizam a proteina
NS1 como antigeno possuem a sensibilidade e especificidade adequadas, com
baixo indice de reagéo cruzada (LUSTIG et al., 2017).

A proteina NS1 é encontrada circulante no sangue independente se € uma
infecc@o primaria ou secundaria (RASTOGI et al., 2016). Os testes sorologicos que
usam a proteina NS1 recombinante possuem menor indice de reacdes cruzadas,
principalmente com o DENV (SINGH et al., 2018).

A proteina NS1 € encontrada circulante no sangue desde o primeiro dia de
infeccdo e dura até o inicio da soroconversdo IgM para 1gG. A identificacdo de
fragmentos ndo comuns aos demais Flavivirus é uma forma de diminuir a reacdo
cruzada entre os demais virus, vez que identificard de forma especifica os
anticorpos produzidos pelo organismo apoés a infeccao pelo Zika Virus, e de forma
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precoce, ja que a proteina se expressa no inicio da infeccdo (FERREIRA et al.,
2016).

A identificacdo de epitopos ndo comuns aos demais Flavivirus € uma forma de
diminuir a reacdo cruzada entre os demais virus. Varios pesquisadores estdo em
esforcos para alcancar tais epitopos, e concentram-se na proteina E para esse fim
(NICOLINI et al., 2017). Testes de metodologia MIA (ensaios multiplex de
microesferas) estdo sendo desenvolvidos, com a inclusdo dos antigenos da proteina
E, NS1 e NS5. Isso aumenta a sensibilidade e a especificidade do teste (SINGH et
al., 2018).

CONSIDERACOES FINAIS

Ha varios impactos sociais e econdmicos em decorréncia do surto de Zika virus
de 2015 no Brasil. O primeiro deles € a grande quantidade de criancas com
microcefalia ou outros problemas de nascimento, devido a Sindrome Congénita da
Zika, trazendo impactos ao desenvolvimento da crianca, envolvendo a sua familia e
toda a comunidade ao seu redor, uma vez que as limitagdes sao diversas. O surto
de ZIKV ja ndo € mais uma emergéncia em saude publica no Brasil. Porém, as
sequelas deste primeiro evento ainda ressoardo por um longo periodo, devido aos
impactos na sociedade e nas familias atingidas pelas formas mais severas de
consequéncias a infeccao.

O controle da doenca ainda passa pelo controle do vetor, 0 que tem se
mostrado ineficiente, jA que o mesmo vetor transmite a DENV, que ano apos ano
ressurge na estacdo chuvosa no pais. Isto pode estar intimamente atrelado ao fato
de que a grande maioria dos diagndsticos serem feitos baseando-se apenas na
clinica do infectado, ndo havendo um diagndstico diferencial efetivo. Isso dificulta as
autoridades sanitarias a instituir programas de prevencdo mais eficientes, de
previsdo de ressurgimento de novos surtos e epidemias.

O diagnastico da infeccdo pelo ZIKV é demasiadamente importante, mesmo em
momentos em que h& controle de surtos e menos casos de infeccdo detectados.
Isso se deve ao grande impacto soOcio-econdmico causado pelos casos de
microcefalia em neonatos, além da suma necessidade de diferenciacdo entre as
demais arbovirores. As reacOes cruzadas entre as arboviroses ainda é um
empecilho ao diagnostico preciso. Mesmo os testes de PCR-RT podem causar
resultados falsos, devido a semelhanca genética entre os virus. Os ensaios
sorolégicos, que custam menos, possuem técnica mais simplificada e usam
equipamentos mais baratos, sdo 0s testes mais acessiveis. Apesar de que existem
epitopos sendo usados para minimizar a reacdo cruzada, ela ainda ndo é
completamente descartada nessa metodologia. Nao ha vacina contra o Zika virus e
o controle da infec¢do é ainda uma questdo de medidas de saneamento basico.
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ANTIBODY-DEPENDENT ENHANCEMENT (ADE) DE ZIKA VIRUS CAUSADO
POR INFECCAO PREVIA DE DENGUE
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RESUMO

Os Flavivirus DENV e ZIKV sdo RNA virus homologos. Chegam a compartilhar, ao menos, 41% de
semelhanca na sequéncia de aminoacidos da proteina E, primeira a ser reconhecida pela organismo
durante a infeccdo. Esta semelhanca cria, tanto in vivo quanto in vitro, grande reagdo cruzada na
resposta imune ao virus. A reacdo cruzada, decorrente da imunidade heter6loga, poderia ser uma
explicacdo ao aparecimento dos casos de microcefalia e Sindrome de Guillain-Barré, em 2015. A
resposta celular ao DENV ¢ feita pelas linfocitos T CD8+ e ao ZIKV, preferencialmente, pelas
células T CD4+. Numa infecgdo de ZIKV, secundaria a uma infeccdo por DENV, as células CD8+
tendem a ser ativadas primeiramente. A principal reagdo cruzada que pode ocorrer em infec¢des por
DENV e ZIKV é a Antibody-Dependent Enhancement (ADE). Esse fendmeno pode causar um
asseveramento na infeccdo, trazendo consequéncias até letais, como no caso da Febre da Dengue
Hemorragica. A ADE de ZIKV para DENV est4 bem caracterizada in vitro, por ensaios em células
de linhagem mieldide. In vivo os estudos sdo controversos: em ratos est caracterizada a ADE, mas
ndo em macacos. Estudos epidemiologicos sdo necessarios para a total caracterizacdo do fenémeno,
mas ndo sdo realizados pela falta de kits diagnosticos sensiveis e especificos. A ocorréncia de ADE
de ZIKV apos infeccéo prévia de DENV e factivel, porém ainda ndo totalmente esclarecida.
PALAVRAS-CHAVE: ZIKV, DENV, rea¢do cruzada, anticorpos heter6logos

ABSTRACT

DENV and ZIKV are RNA Flaviviruses closely related. They share at least 41% similarity in the
aminoacids sequence of protein E, the first recognized by the body during infection. This similarity
creates, both in vivo and in vitro, a large cross reaction in the immune response to the virus. The
cross reaction, resulting from heterologous immunity could be an explanation for the appearance of
cases of microcephaly and Guillain-Barré syndrome, in 2015. The cellular response to DENV is
made by CD8 + T lymphocytes and preferably by CD4 + T cells in ZIKV. In a ZIKV infection
secondary to a DENV infection, CD8 + cells tend to be activated first. The main cross reaction that
can occur in DENV and ZIKV infections is Antibody-Dependent Enhancement (ADE). This
phenomenon can cause the infection to assert, bringing even lethal consequences, as in the case of
Hemorrhagic Dengue Fever. ZIKV ADE for DENV is well characterized in vitro by assays in
myeloid lineage cells. In vivo studies are controversial; in rats it is characterized by ADE, but not in

monkeys. Epidemiological studies are necessary for the full characterization of the phenomenon, but
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are not performed due to the lack of sensitive and specific diagnostic kits. The occurrence of ZIKV
ADE after previous DENV infection is feasible, but not yet fully understood.
KEY-WORDS: ZIKV, DENV, cross-reaction, heterologous antibodies

INTRODUCAO

Zika virus (ZIKV) e Dengue virus (DENV) sdo pertencentes a familia Flaviriridae (FOCOSI;
MAGGI; PISTELLO, 2016; ST. JOHN; RATHORE, 2019). Os virus possuem a mesma configuracao
estrutural e semelhanca genética de ao menos 41%. A homologia faz com que haja reac@es cruzadas
imunoldgicas, em pacientes ja imunizados por um destes virus, numa segunda infeccdo heteréloga
(ROGERS et al., 2017). Tal homologia faz com que alguns autores sugiram que o ZIKV seja uma
quinta espécie do DENV (DEJNIRATTISAI et al., 2016)

A preocupacdo com o ZIKV ndo é mais apenas pela infeccdo propriamente dita, mas pelas
complicagBes ocorridas e que permanecem ainda sem serem totalmente esclarecidas. Além disso,
novas vacinas, novas drogas e novas terapéuticas para DENV podem ser influenciadas negativamente
pela presenca de anticorpos contra ZIKV. Néo se sabe ao certo o comportamento do sistema imune
humano frente a presenca da resposta imune para ambas doencas (KHANDIA et al., 2018). O
comportamento da resposta humoral, p6s infeccdo pelo ZIKV, ja foi bem defina, porém a resposta
celular ainda foi pouco explorada (GRIFONI et al., 2017)

A semelhanca dos virus pode causar reacdes diversas, desde uma atenuacdo da infeccédo
secundéria, por anticorpos neutralizantes, até uma viremia aumentada pela neutralizagdo ineficaz
(PRIYAMVADA et al., 2017b). A reacdo cruzada, a principio, pode ser benéfica quando resulta na
neutralizacdo eficiente do novo invasor. Ao passo que, quando a reacdo cruzada humoral ndo é
eficiente, pode levar ao aparecimento da amplificacdo mediada por anticorpos, do inglés Antibody-
Dependent Enhancement. O ADE pode causar um asseveramento na infec¢do, trazendo
consequéncias até letais, como no caso da Febre da Dengue Hemorragica (MARTIN-ACEBES;
SAIZ; JIMENEZ DE OYA, 2018a). Neste contexto, a reacio cruzada entre DENV e ZIKV pode ter
sido um dos responsaveis pelo aparecimento de casos de microcefalia e Sindrome de Guillain-Barrg,
principalmente, nos surtos ocorridos ap6s 2013 (LANGERAK et al., 2019).

A presente revisdo de literatura visa levantar dados atuais sobre a possivel ocorréncia do
fendmeno de ADE de ZIKV, decorrente de infeccdo prévia de DENV, correlacionando o ADE como

provavel desencadeador dos agravos ocorridos pela infecgdo do ZIKV.

METODOLOGIA
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Os bancos de dados Pubmed e Scielo foram utilizados para a pesquisa de artigos cientificos de
livre acesso, em lingua inglesa. O periodo de publicacdo entre 2016 e 2019 foi delimitado, com o
intuito de selecionar os mais atuais e relevantes artigos sobre o tema, visto se tratar de assunto mais
disseminado a partir do surto de ZIKV no Brasil, em 2015. DECS e MESH foram usados para
encontrar os descritores “Zika Virus” E “Dengue virus” E “Antibody-Dependent Enhancement” E
“Cros-reativity ”. As publicacdes foram selecionadas pelo contexto como tratavam o tema, sendo
excluidos os artigos que ndo traziam informacdes sobre ADE ou que tratavam de outros flavivirus ou
arboviroses. Foram incluidos artigos que tratavam das particularidades do mecanismo de ADE e da
reacdo cruzada entre o ZIKV e DENV.

SEMELHANCAS ENTRE ZIKV E DENV

ZIKV e DENV sdo espécimes pertencentes ao género Flavivirus. Além deles, também
pertencem ao mesmo género os virus da Febre Amarela (YFV), virus da Encefalite Japonesa (JEV) e
virus do Oeste Nilo (WNV) (DEJNIRATTISAI et al., 2016; KEEFFE et al., 2018; NGONO;
SHRESTA, 2018; LANGERAK et al., 2019). ZIKV e DENV s&o virus transmitidos por picada do
mosquito Aedes aegytpi, sendo assim classificados como Arbovirus (Arthropode-borne virus)
(LANGERAK et al.,, 2019). Além disso, sdo RNA-virus de fita simples, sentido positivo e
envelopados. O genoma possui 10,7 kb de comprimento, que codificam uma poliproteina composta
por trés proteinas estruturais (C-capsideo, prM-pré-membrana e E-envelope) e sete proteinas ndo
estruturais, conforme demonstrado na Figura 1 (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5)
(KHANDIA et al., 2018; NGONO; SHRESTA, 2018; LANGERAK et al., 2019).

Os sintomas clinicos do ZIKV e DENV sdo muito semelhantes: febre, artralgia, mialgia e
manchas vermelhas pela pele, o que dificulta o diagnostico diferencial entre eles (DELGADO et al.,
2018; KHANDIA et al., 2018; NGONO; SHRESTA, 2018). A semelhanca também é estrutural, visto
que as proteinas E (envelope) e NS1 (proteina ndo estrutural 1) possuem entre 54,0% a 57,8% de
homologia de sequéncia (KHANDIA et al., 2018). Alguns autores afirmam ser entre 41% a 46% de
homologia na sequéncia de aminoacidos da proteina E, entre os dois virus (DEJNIRATTISALI et al.,
2016). Com isso, estes flavivirus estimulam o sistema imune humoral e celular do organismo humano
de forma muito semelhante, causando reacdes cruzadas (MARTIN-ACEBES; SAIZ; JIMENEZ DE
OYA, 2018a). Este fendmeno também ocorre in vitro, dificultando o diagnostico laboratorial,

principalmente em diagnosticos soroldgicos (KHANDIA et al., 2018).
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O DENV esté presente pelo continente americano por mais de 20 anos, sendo a arbovirose de
maior disseminacgdo nos tropicos. Ele possui quatro sorotipos (1 a 4), que s&o co-circulantes nas areas
endémicas da doenca (DEJNIRATTISAI et al., 2016; RABONI et al., 2017). Isso significa que um
mesmo individuo pode ter mdltiplas infeccbes por DENV (DEJNIRATTISALI et al., 2016). A
diferenca na sequéncia de amino&cidos entre os sorotipos é de 68,7% a 78,1% (NGONO; SHRESTA,
2018), sendo que, especificamente entre a proteina E dos sorotipos, a diferenga é de 63%. Um valor
bem proximo da diferenca entre a mesma proteina, no ZIKV e DENV (KHANDIA et al., 2018).

Figura 1 - Estrutura do RNA dos Flavivirus e a poliproteina codificada ap0s a transcricao reversa.
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Fonte: Adaptado de Ngono, 2018

A infeccdo primaria pelo DENV confere ao organismo imunidade por toda a vida
(DEJNIRATTISAI et al., 2016; GEORGE et al., 2017; PANTOJA et al., 2017). Porém, um segundo
contato com o virus, considerado heter6logo, ou seja, por outro sorotipo do mesmo virus, provoca um
agravamento desta segunda infecgdo. Assim, surgem os sintomas da Febre da Dengue Hemorragica
ou a Sindrome do Choque da Dengue (DHF/DSS) (GEORGE et al., 2017; PANTOJA et al., 2017).
Isso acontece devido ao fato de que, na segunda infec¢do heter6loga, os anticorpos da primeira
infeccdo reconhecem os epitopos semelhantes entre os dois sorotipos, se ligam a eles, mas ndo sdo
capazes de provocar neutralizacio (MARTIN-ACEBES; SAIZ; JIMENEZ DE OYA, 2018a). Assim,
0s anticorpos previamente produzidos pelo organismo, facilitam a replicacdo viral, ja que néo
possuem concentracdo e avidez suficientes (PANTOJA et al., 2017).

Atualmente, o ZIKV é presente em co-circulacdo com o DENV (MARTIN-ACEBES; SAIZ;
JIMENEZ DE OYA, 2018a; NGONO; SHRESTA, 2018). A maior preocupacdo em decorréncia dos

60



surtos de ZIKV foram as complica¢des neuroldgicas Sindrome de Guillain-Barre (GBS) em adultos e
a Sindrome Congénita do Zika, que causou microcefalia em fetos e neonatos (DEJNIRATTISAI et
al., 2016; KAM et al., 2017; RABONI et al., 2017; LI et al., 2018; LANGERAK et al., 2019). Sem
essas complicacdes, a infeccdo apresenta-se com sintomas semelhantes a DENV, com mais
abrandamento, havendo casos em que ndo ha sintoma clinico aparente (WILLIS; HENSLEY, 2017;
NGONO; SHRESTA, 2018).

Diferentemente dos demais Flavivirus, o ZIKV também é transmitido via sexual e via
transplacentaria (NGONO; SHRESTA, 2018; PREMKUMAR et al., 2018). Ainda pouco se sabe
sobre 0 mecanismo do ZIKV usa para atingir o tecido cerebral e desenvolver as desordens
neuroldgicas, mas ja é sabido que ele ultrapassa a barreira transplacentéria e infecta o cérebro dos
fetos (DEJNIRATTISAI et al., 2016; ANDRADE; HARRIS, 2018; LI et al., 2018). O ZIKV foi
descoberto em 1947 em Uganda na Africa, porém apenas a partir de 2007 foi destaque, pelo surto na
Ilha Yap (Micronésia), em 2013-2014 na Polinésia Francesa e, em 2015, no Brasil, espalhando-se por
varios paises em cinco continentes (DEJNIRATTISAI et al., 2016; ANDRADE; HARRIS, 2018; LI
etal., 2018; LANGERAK et al., 2019).

Cao-Lormeau, et al. (2016) descrevem a GBS como uma poliradiculoneuropatia aguda,
mediada pelo sistema imune, de ocorréncia tipica apds infec¢des respiratdrias ou gastrointestinal e
usualmente causada por virus ou bactérias. O contato com o0s virus seria um gatilho para uma
resposta imune exarcebada, que desencadearia a GBS (ANDRADE; HARRIS, 2018). O DENV pode
causar a GBS, porém com menor frequéncia que o ZIKV. De fato, houve um aumento significativo
dos casos da sindrome apds os surtos de ZIKV na Polinésia Francesa e no Brasil, identificados em
areas de co-circulacdo de outros flavivirus (CAO-LORMEAU et al., 2016; DEIJNIRATTISAI et al.,
2016; CASTANHA et al., 2017; RABONI et al., 2017; LANGERAK et al., 2019). Isso fez com que a
Organizacdo Mundial da Saude declarasse a infec¢cdo pelo ZIKV como uma emergéncia global para a
saude publica, em 2016 (ANDRADE; HARRIS, 2018).

Uma explicacdo para o asseveramento da infecgdo por ZIKV, seria a diferenga entre o
tropismo de tecidos do ZIKV com o DENV (LANGERAK et al., 2019). O ZIKV possui tropismo
pelas células progenitoras neurais e desencadeia a apoptose destas células ap6s a infeccdo
(ANDRADE; HARRIS, 2018). Nas infecgOes pelo DENV, os diferentes sorotipos causam reagéo
cruzada, intensificando uma subsequente infeccdo (GEORGE et al., 2017; PANTOJA et al., 2017;
ANDRADE; HARRIS, 2018). Teoricamente, 0 mesmo aconteceria com a infeccdo pelo ZIKV,
porém a infeccdo intensificada seria resultado de reagdo cruzada com anticorpos de outros flavivirus,
principalmente com o DENV (CASTANHA et al., 2017; GUNAWARDANA; SHAW, 2018;
NGONO; SHRESTA, 2018; LANGERAK et al., 2019).

61



A proteina E, tanto do DENV quanto do ZIKV, é a responsavel pela ligacdo e fusdo entre a
celula hospedeira e o virus (PRIYAMVADA et al, 2016; ANDRADE; HARRIS, 2018;
GUNAWARDANA; SHAW, 2018; NGONO; SHRESTA, 2018). Na infeccdo pelo DENV, a
proteina E representa 0 maior complexo imunodominante que promove resposta do organismo
(PRIYAMVADA et al., 2016). Ela é composta por trés dominios: EDI, que desempenha o papel de
rearranjo da estrutura protéica, para a fusdo com a célula hospedeira, e nela estd a extremidade N
terminal da proteina; EDII, que contém o epitopo fusion loop (FLE), que facilita a fusdo do virus ao
endossomo; EDIII, uma regido semelhante a imunoglobulina, que promove a ligagdo ao receptor da
celula hospedeira (ANDRADE; HARRIS, 2018; GUNAWARDANA; SHAW, 2018; NGONO;
SHRESTA, 2018). A semelhanca entre os dominios da proteina E, do DENV e ZIKV, é maior nos
EDI (59,1%) e EDII (56,6%), inclusive no FLE, que é distintamente preservado entre 0s virus
(PRIYAMVADA et al., 2016; ANDRADE; HARRIS, 2018).

Alguns estudos indicam que da EDIIlI ndo promove reacdo cruzada entre os sorotipos de
DENV e outros flavivirus, especialmente o ZIKV. Por outro lado, a combinacdo EDI/EDII e a
proteina E completa, causariam alto indice desta reacdo cruzada (PRIYAMVADA et al., 2016;
SLON CAMPOS et al., 2017, GUNAWARDANA; SHAW, 2018). O FLE é a regido que mais foi
preservada em todos os flavivirus, guardando uma homologia préxima a 100%, principalmente entre
DENV e ZIKV (PRIYAMVADA et al., 2016). Assim, as semelhancas estruturais e de sequéncias de
aminoacidos seriam responsaveis pela reacdo cruzada em niveis humoral e celular. Esse fato cria,
tanto in vivo quanto in vitro, uma exacerbada reacdo cruzada, tanto entre os sorotipos de DENV
quanto entre 0 DENV e o ZIKV (PRIYAMVADA et al., 2017b; NGONO; SHRESTA, 2018). A
similaridade entre ambos os virus é tamanha, que alguns autores consideram o ZIKV como um
quinto sorotipo do DENV. Um fato que deve ser levado em consideracdo no desenvolvimento de

vacinas e produtos diagnosticos para ambos os virus (DEJNIRATTISAI et al., 2016).

RESPOSTA CELULAR OU IMUNE AO ZIKA VIRUS E AO DENGUE VIRUS

O primeiro contato com os DENV e ZIKV é promovido pela proteina E. Sendo assim, 0s
primeiros anticorpos formados sdo direcionados a esta proteina e possuem alta reacdo cruzada
(DELGADO et al., 2018; NGONO; SHRESTA, 2018). Apesar do EDIII ser responsavel por gerar
anticorpos potentes especificos para esta por¢cdo da proteina E, tanto nos sorotipos do DENV ou na
infeccdo por ZIKV, a quantidade destes anticorpos ndo é capaz de neutralizar os antigenos em

infeccGes secundarias heter6logas (NGONO; SHRESTA, 2018). Por outro lado, os anticorpos
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gerados contra as por¢bes FLE e prM do virus, sdo produzidos em grande quantidade, mas possuem
alta reacdo cruzadas entre os varios flavivirus (NGONO; SHRESTA, 2018)

A reacdo cruzada pela resposta imune das células T pode ou ndo acontecer. Isso depende de
qual epitopo sera apresentado ao linfécito (NGONO; SHRESTA, 2018). A resposta celular por
linfocitos T CD8+ do DENV envolve os epitopos NS3, NS4B e NS5 (GRIFONI et al., 2017;
DELGADO et al., 2018; NGONO; SHRESTA, 2018; ROTH et al., 2018). Essa mesma resposta
celular ao ZIKV envolve as proteinas E, C e NS5, fazendo com que a resposta por linfécitos CD8+
seja diferenciada entre os dois virus (GRIFONI et al., 2017; RICCIARDI et al., 2017). A proteina E
do DENV também é um epitopo reconhecido pelas células T CD8+, porém com menor intensidade
(ROTH et al., 2018). Os epitopos imunodominantes na ativacdo das células T CD4+, tanto para
ZIKV quanto para DENV, sdo proporcionalmente semelhantes nas proteinas estruturais e néo
estruturais (ANDRADE; HARRIS, 2018).

Alguns autores concluem que o DENV possui 0s epitopos imunodominantes para a inducao
de resposta celular, predominantemente, pelas células T CD8+, enquanto o ZIKV possui 0s epitopos
imunodominantes predominantemente para inducdo das células T CD4+ (DELGADO et al., 2018;
NGONO; SHRESTA, 2018; ROTH et al., 2018). Isso ndo quer dizer que a célula T CD8+ ndo é
induzida na infecg¢do por ZIKV, ou que a CD4+ ndo é induzida na infeccdo por DENV. Entretanto, a
presenca de alelos de HLA ¢é outro fator determinante sobre a resposta celular aos virus,
(RICCIARDI et al., 2017; DELGADO et al., 2018; NGONO; SHRESTA, 2018; ROTH et al., 2018).
Tais alelos de HLA regulam a amplitude e magnitude da resposta de células T CD4+ e CD8+,
protegendo contra a forma severa da DENV, por exemplo (NGONO; SHRESTA, 2018).

Assim, a reagdo cruzada celular entre DENV e ZIKV e um fato e é explicada pelo fendmeno
da imunidade heteréloga. Quando ZIKV é o responsavel por uma infeccdo secundaria ao DENV, esta
reacdo cruzada pode ser responsavel pela evolucdo e piora da infeccdo pelo ZIKV (GRIFONI et al.,
2017). Essa reacdo cruzada ocorreria pela semelhanca entre os epitopos especificos da DENV,
reconhecidos pelas células T CD8+, que sdo apresentados numa infeccdo subsequente do ZIKV.
Esses epitopos estdo presentes nas proteinas E, NS1, NS3 e NS5 (ROTH et al., 2018). A resposta
celular do ZIKV ap6s uma infeccdo do DENV € dominada pelas células T que produzem reacdo
cruzada. A resposta citotoxica mediada pelo INF-¥ foi mais forte e amplificada para a proteina NS5,
em individuos previamente imunes ao DENV (DELGADO et al., 2018; ROTH et al., 2018). Por isso,
a resposta celular ao ZIKV é maior quando o individuo j& possui imunidade para DENV (DELGADO
etal., 2018).

A imunidade heter6loga indicaria um papel predominantemente desempenhado pelas células

T CD8+ na resposta imune nas infeccoes de DENV e ZIKV, promovendo as reagdes cruzadas
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(ANDRADE; HARRIS, 2018; DELGADO et al., 2018; NGONO; SHRESTA, 2018; ROTH et al.,
2018). O comportamento das células em infec¢bes subsequentes, seja de sorotipos diferentes de
DENV ou de ZIKV, é 0 mesmo (NGONO; SHRESTA, 2018; ROTH et al., 2018). Uma menor
resposta das células T CD8+, resultaria numa maior replicacdo viral dentro do hospedeiro. Alguns
experimentos com ratos infectados demonstraram que a deplegdo, durante a gravidez, das células T
CD8+ teria facilitado a transmisséo vertical do ZIKV (NGONO; SHRESTA, 2018).

ANTIBODY-DEPENDENT ENHANCEMENT - ADE

A reacdo cruzada entre os quatro sorotipos do DENV ocorre logo apds a primeira infeccéo,
mas tem duracdo de 2 a 3 meses. Apds esse periodo, a protecdo vai se tornando mais especifica ao
sorotipo causador da infeccdo e o paciente, ap6s 2 anos da primeira infeccdo, estd sob o risco do
asseveramento da doenca, caso haja uma infeccdo por sorotipo diverso (PANTOJA et al., 2017;
KHANDIA et al., 2018; ST. JOHN; RATHORE, 2019). A segunda infec¢do por um tipo heterélogo
de DENV causa a doenca com sintomas bem mais graves que a primeira. Uma explicacdo ao fato é a
ADE - antibody-dependent enhancement. O ADE em sorotipos do DENV tem sido reconhecido
desde a década de 60 (DEJNIRATTISAI et al., 2016; KHANDIA et al., 2018; LANGERAK et al.,
2019). Este fendbmeno ocorre quando anticorpos cruzados de diferentes sorotipos de DENV, em
concentragcdes que causariam uma neutralizacdo ineficiente, promovem o aumento de producdo de
citotoxinas e, com isso, aumentam a permeabilidade das células fagocitarias. Ao invés desse
imunocomplexo inibir a replicacdo viral, ele torna a invasdo do virus mais eficaz (DEJNIRATTISAI
et al., 2016; CASTANHA et al., 2017; PRIYAMVADA et al., 20173, 2017b; SLON CAMPOS et al.,
2017; WILLIS; HENSLEY, 2017; NGONO; SHRESTA, 2018; ST. JOHN; RATHORE, 2019). A
Figura 2 ilustra o provavel mecanismo do ADE de ZIKV mediada por anticorpos de DENV.

Além da infeccdo secundaria, recém-nascidos com o IgG materna para DENV,
desenvolveram Febre da Dengue Hemorragica ou Sindrome de Choque da Dengue (DHF/DSS)
(KHANDIA et al., 2018; NGONO; SHRESTA, 2018; LANGERAK et al., 2019). Ainda hoje, ndo ha
relatos de neonatos que tenham desenvolvido DHF/DSS, nascidos de maes ndo imunes a Dengue
(NGONO; SHRESTA, 2018). Esse fato é reforgado pelos estudos de desenvolvimento da vacina
tetravalente contra a Dengue. A Dengvaxia, desenvolvida pela empresa francesa Sanofi-Pasteur, é
contra indicada a menores de 9 anos. Nesta faixa etaria, o desenvolvimento de ADE é muito presente,
visto que a grande maioria ainda é imune ao DENV. Ap0s a vacinacgdo, ao inves de serem protegidas
contra uma infeccdo, as criancas desenvolveram DHF/DSS (DEJNIRATTISAI et al., 2016;
PRIYAMVADA etal., 2017b; LANGERAK et al., 2019).
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A neutralizacdo ou a ADE se diferenciam por uma questdo de proporcdo entre antigenos e
anticorpos. Se a quantidade de anticorpos é insuficiente ou com afinidade insuficiente, a
neutralizacédo € ineficaz (NGONO; SHRESTA, 2018). A formacéo destes imunocomplexos facilita a
entrada nos monacitos e outras células fagocitarias. Essas células possuem receptores gama de
fragmentos cristalizaveis (FcyR), que ao se ligarem aos imunocomplexos facilitam a entrada na
célula e a replicagdo do virus (WILLIS; HENSLEY, 2017; MARTIN-ACEBES; SAIZ; JIMENEZ
DE OYA, 2018a; NGONO; SHRESTA, 2018; LANGERAK et al., 2019). Isso pode causar mais
células com receptor FcyR infectadas (ADE extrinseco) ou uma reposta imune mais direcionada aos
linfocitos Th2 (ADE intrinseco). As células infectadas podem se espalhar por outros tecidos e
complicar ainda mais os sintomas da infec¢do secundéria, pelo aumento da viremia (LANGERAK et
al., 2019). Até mesmo células que ndo permitiram a entrada do imunocomplexo, passam a fazé-lo, o
que estaria intrinsecamente ligado a baixa resposta imune ao virus (MARTIN-ACEBES; SAIZ;
JIMENEZ DE OYA, 2018).

Figura 2 — Provavel mecanismo de ADE de ZIKV mediado por reacdo cruzada com anticorpos de
DENV

Infeccio por ZIKV sem anticorpos | Infeccdo por ZIKV na presenca de| Infecc@o por ZIKV na presenca de
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Na infeccao por diferentes sorotipos de DENV, as células que expressam os receptores FcxRI
e FcyRII estdo mais intrinsicamente ligados ao evento de ADE. Os receptores FcyRIII, ao contrério,

ndo se ligariam aos anticorpos com alta afinidade, e ndo participariam efetivamente (LI et al., 2018;
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NGONO; SHRESTA, 2018). Como DENV e ZIVK sdo muito semelhantes estruturalmente, a ADE
de infeccdo por DENV é sugerida como uma das raz@es pelas quais a infec¢do por ZIKV pode ter
sido agravada, principalmente em areas endémicas como o Brasil (LANGERAK et al., 2019).

Para se comprovar essa teoria, duas linhas de pesquisa estdo sendo feitas: 1) os estudos
experimentais, que se subdividem em estudo in vitro e o estudo in vivo; e 2) os estudos
epidemioldgicos, que determinam as interagdes entre pacientes infectados por Zika com imunidade
ou ndo para Dengue (LANGERAK et al., 2019).

Os estudos experimentais utilizam as células humanas K562, U937 e THP-1. Todas sdo
celulas humanas, provenientes de leucemia e que possuem os receptores FCxR (PRIYAMVADA et
al., 2016; CASTANHA et al., 2017; SLON CAMPOS et al., 2017; WILLIS; HENSLEY, 2017;
LANGERAK et al., 2019). As células K562 expressam o FcxRIIA, em alta quantidade, e estes
receptores sao largamente indutores da ADE nas infec¢cdes secundarias por DENV. Considera-se que
se 0 soro ndo induzir ADE nesta célula, ndo ir4 induzir em nenhuma outra. Esse estudo demonstrou
que houve a ADE entre ZIKV e DENV, quando os anticorpos produzidos ap6s a infeccdo por DENV
eram predominantemente aos dominios EDI e EDII da proteina E. O dominio EDIII, por ser distinto
entre os dois virus ndo produzia a ADE, o que pode ser um epitopo chave para o desenvolvimento de
uma vacina contra 0 DENV que ndo prejudique o organismo numa préxima infeccdo por outro
flavivirus (SLON CAMPOS et al., 2017).

Outro estudo, realizado em 2017, verificou a ADE de ZIKV em presenca de soro humano
imune a DENV, em células U937. Os quatro tipos de DENV foram testados e todos apresentaram a
amplificacdo. Esse estudo estd em concordancia com outros estudos que utilizaram a célula K562,
inclusive quanto ao maior ADE entre os sorotipos DENV 2 e DENV 4. A novidade deste estudo foi
demonstrar que houve um aumento na expressdo de citocinas inflamatorias, quando as células sédo
testadas na presenca de soro imune ao DENV. O aumento foi maior quando o soro testado continha
anticorpos contra 0 DENV 3. A citocina IL-10 aumentou em quase 4 vezes e o INF-gamma em duas
vezes. As outras citocinas alteradas foram IL-6, 1L-12p70, TNF-alfa e a prostraglandina E2
(LONDONO-RENTERIA et al., 2017). Entretanto, os estudos com linhagem de células nem sempre
demonstram o efeito do virus no organismo. Em outros estudos com células, o soro imune ao DENV
provocou ADE em contato com o virus da Febre Amarela e da Encefalite Japonesa. Esse fendmeno
ndo acontece in vivo (PANTOJA et al., 2017). IFN-lambda (tipo II1) foi demonstrado ser capaz de
controlar a transmissdo da mée para o feto no ZIKV, e a permissividade de outros Flavivirus
neurotrdpicos. O IFN-alfa (tipo 1) é conhecido como preventivo da disseminacéo sistémica do ZIKV
(KWEK et al., 2018).
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Os estudos in vivo falharam em comprovar suficientemente a ADE em macacos (KHANDIA
et al., 2018; LANGERAK et al., 2019). A maioria dos estudos notou um aumento de viremia nos
animais infectados pelo ZIKV, ap6s uma exposicdo ao DENV, mas nenhum agravo no curso da
infeccdo (PANTOJA et al., 2017). Em algumas experiéncias em macacos, 0 soro imune ao DENV
ajudou o clearence da infec¢do pelo ZIKV. Esse fato também foi observado em humanos, em alguns
casos da segunda infeccdo pelo DENV. Ao contrario do que se pensava a preexisténcia de imunidade
ao DENV1 ou DENV2 fez com que a infeccdo pelo ZIKV fosse controlada mais rapidamente
(PANTOJA et al., 2017)

Uma maior reagdo cruzada soroldgica entre DENV e ZIKV foi observada em macacos
previamente expostos ao DENV2. Mesmo em infecgBes recentes, 30 dias apds a exposicdo ao
DENV, foi comprovada a reacdo cruzada com o NS1 do ZIKV. Em 75% dos macacos, essa reacao
cruzada foi mantida apds 2,5 anos do contato com o ZIKV. Uma explicacdo a esse fato pode ser pela
duracdo maior da viremia quando a contaminacdo € pelo DENV2, em comparacdo ao DENV1
(PANTOJA et al.,, 2017). No caso contrério, infeccdo prévia por ZIKV e uma contaminagdo
secundaria pelo DENV2, os macacos apresentaram piora na infec¢do pelo DENV2, com aumento de
viremia e secrecdo de citocinas (KHANDIA et al., 2018).

A viremia por ZIKV, em presenga de anticorpos anti-DENV indica uma distancia antigénica
entre esses virus, apesar da semelhanca filogenética. Macacos ndo imunes ao DENV, quando
contaminados com o ZIKV, tiveram aumento em anticorpos neutralizantes capazes de interagir com
DENV4 e DENVZ2, mas nem um pouco relacionados ao DENV1 ou DENV3. (PANTOJA et al.,
2017).

Quando os estudos foram conduzidos em camundongos e/ou ratos, a ADE esteve presente.
Uma explicacdo a esse fato, pode ser pela menor afinidade que os camundongos/ratos tem entre as
celulas FcyR e os anticorpos 1gG-Fc humanos, causando, inclusive, alta mortalidade entre os
individuos (LANGERAK et al., 2019). Ao conduzir os estudos em camundongos, durante a fase de
gestacdo, e em cultura de tecido humano placentario, eles apresentaram uma maior suscetibilidade de
quebra da barreira placentéria, durante a infec¢do por ZIKV, quando o organismo possuia imunidade
a DENV. A infeccdo de trofoblastos levou ao menor crescimento intrauterino, problemas no
desenvolvimento neuroldgico e abortos espontaneos. A infec¢do nos trofoblastos levou a um amento
da carga viral de ZIKV (BROWN et al., 2019). Porém, os estudos em ratos precisam ser analisados
com cuidado. Mesmo em estudos do DENV somente, 0s ratos apresentam um grande numero de
complicages neuroldgicas. Outros Flavivirus também apresentam esse comportamento em ratos
(PANTOJA et al., 2017).
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A discrepancia entre os resultados in vivo pode ser justificada por algumas consideracdes.
Enguanto o desafio com ZIKV em ratos foi realizado duas horas apds a transferéncia de anticorpos
anti-DENV, o desafio em macacos foi realizado dois anos e meio apés a sensibilizacdo pelo DENV.
O maior tempo de memoria imunoldgica dos macacos pode influenciar na natureza da resposta
imune. Além de que outros fatores da resposta imune especifica ao DENV dos macacos pode ter
afetado o desenvolvimento da infecgédo pelo ZIKV. A comprovagdo do ADE in vivo requer, dentre
outros fatores, uma distingdo entre as infeccBes prévias de ZIKV e/ou DENV. Esta distincéo
necessita de reagentes sorologicos sensiveis e especificos (CULSHAW; MONGKOLSAPAYA;
SCREATON, 2019).

A comprovacdo de ADE deve ser realizada também por estudos epidemiologicos. Os
experimentos em animais ou em células de linhagem mieldide, nem sempre sdo capazes de refletir a
realidade dos efeitos de um patdgeno no organismo humano (LANGERAK et al., 2019). Os estudos
epidemioldgicos de populagfes em que DENV e ZIKV sdo co-circulantes é essencial para o
entendimento do fenébmeno da ADE (KHANDIA et al., 2018; RODRIGUEZ-BARRAQUER et al.,
2019). Entretanto, o estudo longitudinal da populacdo afetada somente é realizada pela sorologia da
populacdo. Esse estudo é limitado pelo fato de que poucos kits comerciais sdo sensiveis e especificos
o suficiente, para a diferenciacdo entre DENV e ZIKV (RODRIGUEZ-BARRAQUER et al., 2019).
Isso reforca a necessidade de um diagndstico preciso do ZIKV, diferenciando-o de uma infec¢do por
DENV. Poucos estudos epidemiologicos foram feitos sobre a ADE de ZIKV apo6s infeccdo por
DENV, e 0s nimeros de casos estudados sdo sempre baixos. Um dos estudos para se comprovar o
ADE de DENV heterotrofico, foi conduzido em 6.000 criangas na Nicaragua, confirmando que os
anticorpos anti-DENV presentes no soro, estavam associados a piora da doenca secundaria por
DENV (LANGERAK et al., 2019)

No caso da ADE de ZIKV por DENV, em um estudo, 65 pacientes com historico de
imunidade para DENV, foram analisado ap6s infeccdo por ZIKV e ndo apresentaram nenhum indicio
de ADE ou titulos altos de anticorpos (KHANDIA et al., 2018). Um outro estudo, ndo focado em
ADE, analisou os efeitos da imunidade da DENV recente na infeccdo por ZIKV em Salvador,
durante o surto de 2015. Foi concluido que em infectados recentemente por DENV, a infeccdo por
ZIKV foi mais amena ou sem sintomas. Esse estudo foi realizado pela pesquisa de anticorpos do tipo
IgG3 de DENV. O IgG3 é uma subclasse do anticorpo, que tem durabilidade no organismo entre 3 a
6 meses, e que demonstra o quéo recente foi a infeccdo (RODRIGUEZ-BARRAQUER et al., 2019).
N&o ha relatos de piora dos sintomas da DENV ap0s o0s casos de ZIKV. Também néo relatos ou
estudos que comprovem maior letalidade dos casos de DENV ap6s o surto de ZIKV, nas regides de

co-circulacédo destes virus. Essa conclusé@o e baseada em dados clinicos, ja que pouco de diagnostico
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laboratorial é feito, portanto, ndo pode ser considerada como veridica (MARTIN-ACEBES; SAIZ;
JIMENEZ DE OYA, 2018).

Algumas observacfes devem ser consideradas, para que a ADE de ZIKV pelo DENV seja
comprovada. Possivelmente, a ocorréncia deve depender do sorotipo de DENV que afetou
previamente o individuo. Assim como na ADE de DENV, a infeccdo prévia por DENV1 e a
secundaria por DENV2 ou DENV3, causa uma infeccdo bem mais aguda. Em seguida, um tempo
menor de infeccdo prévia (< 2 anos) causa uma infeccdo secundaria mais amena. Ao passo que a
infeccdo secundaria apos 2 anos (2 — 20 anos) causa a infec¢do de forma mais severa (ANDRADE;
HARRIS, 2018; KHANDIA et al., 2018). Alguns autores consideram ainda que, a baixa vacinagao
contra Febre Amarela, pode ter influenciado no aumento de casos de microcefalia na regido nordeste
do Brasil. Essa afirmacao foi feita por dados epidemioldgicos e ndo considerou a imunidade contra
DENV no estudo. Esta informacéo da suporte a falta de ADE de ZIKV com outros flavivirus, porém
ndo a descarta (DE GOES CAVALCANTI et al., 2016; MARTIN-ACEBES; SAIZ; JIMENEZ DE
OYA, 2018).

CONSIDERACOES FINAIS

A ADE de ZIKV em decorréncia de uma infec¢do prévia por DENV é um fenémeno de
ocorréncia factivel no organismo humano. As vias de acdo da ADE, seja celular ou humoral, atraves
das citocinas envolvidas no processo, sao produzidas tanto neste fenbmeno in vitro quanto in vivo. A
conclusédo sobre o ADE de ZIKV causada por infeccdo prévia de DENV ainda é vaga, pois 0s varios
estudos sobre esse assunto permanecem controversos entre si. A maioria destes estudos € feita em
células de linhagem mieldide (in vitro) ou em organismos que ndo refletem corretamente a infeccédo
no organismo humano (in vivo). Os estudos epidemioldgicos sdo fundamentais para a conclusédo
sobre o assunto. Os dados epidemioldgicos, prévios e posteriores a infeccdo pelo ZIKV, vao
esclarecer o entendimento da interacdo imunolégica entre ZIKV e DENV, no organismo humano.
Assim sendo, o desenvolvimento de novos meios de se diferenciar as infecgdes, com sensibilidade e

especificidade suficientes sdo as ferramentas adequadas para esse fim.
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ABSTRACT

Arboviruses are viral diseases transmitted by arthropods (arthropod-borne virus). Standing out dengue, zika virus, and chikungunya among
the emergent and re-emergent arboviruses in recent years around the world. The similarity between the symptoms makes the clinical
diagnosis ineffective, making difficult the prophylactic and preventive measures of new outbreaks. Molecular diagnosis using the real-time
polymerase chain reaction (PCR) technique is one of the ways to diagnose such diseases. In this study, the literature on the diagnosis of
arboviruses was compiled and evaluated. The objective was to answer the guiding question: Is the real-time PCR methodology effective in
the diagnosis of arboviruses? Scientific articles of free access were searched in the databases Pubmed (50 articles) and Scielo (107 articles),
between 2014 and 2019. The selection was done through the inclusion and exclusion criteria, only 20 articles remained. Among them, 85%
cross-sectional studies, 10% systematic reviews, and 5% case studies. The period of publications was 50% in 2017, 35% in 2016, and 5% in
2014, 2015 e 2019, each. Regarding the viruses treated in the articles, 25% researched dengue and the same percentage for chikungunya,
20% researched about zika virus. The efficacy of the molecular diagnosis was published in 21% of the articles (sensitivity and specificity), 53%
highlighted the limit of detection, 70% highlighted the absence of cross-reactions, and 80% highlighted the differentiation between viruses.

Key words: molecular probes techniques; dengue virus; zika virus; chikungunya virus.

RESUMO

As arboviroses sao doengas virais transmitidas por artrépodes (arthropod-borne virus). Destacam-se dengue, virus da zica e
chikungunya entre as arboviroses emergentes e reemergentes nos tiltimos anos em todo o mundo. A semelhanga dos sintomas
dessas infecgoes faz com que o diagnostico clinico seja ineficaz, dificultando medidas profildticas e preventivas para novos surtos.
O diagnastico molecular por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em lempo real é uma das formas de
diagnosticar lais doengas. Neste estudo, foi compilada e avaliada a literatura sobre o diagnostico das arboviroses. Nosso objetivo
Joi responder a uma pergunta norteadora: a metodologia PCR em tempo real ¢ eficaz no diagndstico das arboviroses? Foram
pesquiisados artigos cientificos de livre acesso nos bancos de dados Pubmed (50 artigos) e Scielo (107 artigos), entre 2014 e 2019.
A selegdo foi realizada por meio dos critérios de inclusdo e exclusao, restando apenas 20 artigos. Entre estes, 85% eram estudos
transversais, 10%, revisoes sistemdticas e 5%, estudos de caso. O periodo das publicacoes foi de 50% em 2017; 35% em 2016, € 5%
em 2014, 2015 e 2019, cada. A respeito dos virus tratados nos artigos, 25% dos estudos pesquisaram sobre dengue; 25%, sobre
chikungunya e 20%, sobre o virus da zica. A eficdcia do diagndstico molecular foi publicada em 21% dos artigos (sensibilidade e
especificidade); 53% destacaram o limite de deteccdo; 70%, a auséncia de reacoes cruzadas; e 80%, a diferenciacdo entre s virus.

Unitermos: técnicas de diagnostico molecular; virus da dengue; virus da zica; virus da chikungunya.
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RESUMEN

Las arbovirosis son enfermedades virales transmitidas por artrdpodos (arthropod-borne virus). Dengue, zica y chikungunya se
destacan entre los arbovirus emergentes y reemergentes en los tltimos arios en todo el mundo. La similitud de los sintomas de
estas infecciones hace que el diagndstico clinico sea ineficaz, dificultando las medidas profildcticas y preventivas para nuevos
brotes. El diagnostico molecular mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en liempo real es una de las
Jormas de diagnosticar esas enfermedades. En este estudio se recopild y evaluo la literatura sobre el diagndstico de arbovirosis.
Nuestro objetivo era responder a una pregunta orientadora: ;la metodologia de PCR en tiempo real es eficaz para diagnosticar
arbovirosis? Se buscaron articulos cientificos de acceso abierto en las bases de datos Pubmed (50 articulos) y Scielo (107 articulos),
entre 2014 y 2019. La seleccion se realizo utilizando los criterios de inclusion y exclusion, quedando solo 20 articulos. Entre
estos, el 85% fueron estudios transversales, el 10% fueron revisiones sistemdticas y el 5% fueron estudios de casos. El periodo
de publicaciones fue del 50% en 2017; 35% en 2016, y 5% en 2014, 2015 y 2019, cada. En cuanto a los virus tratados en los
articulos, el 25% de los estudios investigaron sobre el dengue; el 25% el chikungunya y el 20% el virus del Zica. La efectividad del
diagnostico molecular se publico en el 21% de los articulos (sensibilidad y especificidad); el 53% destacd el limile de deteccion;
70%, ausencia de reacciones cruzadas; y el 80%, la diferenciacion entre virus.

Palabras clave: técnicas de diagnastico molecular; virus del dengue; virus del zika; virus del chikungunya.

INTRODUCTION the protagonists of emerging and re-emerging diseases, which
caused a significant number of deaths and economically impacted
several countries over the years®. Viruses are co-circulating
in several countries and, in some cases, have the same vector®.

Arbovirus is a nomenclature used to indicate a grouping
of arthropod-borne viruses. Mosquitoes and ticks are examples
of arthropods capable of transmitting, through the bite, viruses Initially, arboviruses present as an acute febrile illness, followed
belonging primarily to three families: 7ogaviridae, Flaviviridae, by symptoms of arthralgia, myalgia, and thrombocytopenia®¥.
and Bunyaviridae. The most important genus among these  This makes the clinical differential diagnosis precarious, that is, the
three families is Flavivirus, which has four members with  onset of these symptoms only is inefficient to identify the pathogen
great epidemiological importance: dengue (DENV), zika virus  causing the disease. Consequently, laboratory diagnosis, with
(ZIKV), yellow fever (YEV), and West Nile virus (WNV). From  high sensitivity and specificity, is essential for this approach®.
the Togaviridae family, the Alphavirus genus stands out, whose  Although initial symptoms are common, some cases progress to
member of greatest epidemiological importance is chikungunya  complications after infection. As an example, hemorrhagic fever
(CHIKV). All of these genera are enveloped, positive-sense, single- in cases of DENV, microcephaly, and Guillain-Barré syndrome in
stranded ribonucleic acid (RNA) viruses . cases of ZIKV®. Thus, the differentiation between arboviruses is

These pathogens are responsible for major disease outbreaks important for patient management in order to avoid complications,
around the world, especially in the last 20 years. The fact that a5 Well as to assist in taking preventive measures to control the
they are transmitted by insects, which are capable of spreading spread of the disease®.
over a large geographic extension, contributed to the occurrence The laboratory diagnosis for arboviruses can be performed
of epidemics'®. There is no presence of arboviruses only on the

/ in two ways: indirectly, through the investigation of antibodies in
Antarctic continent® 9. Vectors, vertebrate hosts, and climatic

the infected patient’s blood, or directly, through the investigation

conditions are the main factors for arboviruses to spread so of the pathogen in the blood and other body fluids®. The most
quickly’. In addition, the high capacity for mutation and

’ common diagnosis for Flaviviruses is made by the enzyme-
adaptation also influence the occurrence of large outbreaks®.

linked immunosorbent assay (Elisa), which screens for class M

Recent climate change, large agglomerations due to  immunoglobulin (IgM) antibodies for the early stages of the
uncontrolled urbanization, precarious sanitary conditions, and  disease. However, the use of this methodology leads to numerous
the great human movement between continents contribute to the  cross-reactions between the various arboviruses™”; therefore, the
proliferation of arboviruses!* ©. Therefore, these viruses are  main method for diagnosing arboviruses in the early stage of
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the disease is the reverse transcription reaction followed by the
polymerase chain reaction (RT-PCR)®.

Molecular diagnoses, such as RT-PCR and real-time PCR,
are very sensitive and specific, as they reduce the occurrence of
cross-reactivity and identify pathogens in the early stages of the
disease"”. Several biological matrices can be used, such as urine,
semen, amniotic fluid, and saliva, besides whole blood, serum,
and plasma®®. The advantage of real-time PCR compared to
traditional PCR is the quantification of the amplified material
simultaneously with the amplification of the tested genetic
material. This process reduces the time spent on the reaction and
the possibility of cross contamination. In RNA amplifications,
which have low stability in the molecule, speed reduces the
incidence of false negative results?.

Considering the emergence and re-emergence of the DENV,
CHIKY, ZIKV, and YF arboviruses in recent years and the need to
identify and differentiate these viruses, the objective of this review
was to compile and analyze the scientific literature regarding the
diagnosis of arboviruses. The focus of the research was limited
to the effectiveness of the molecular diagnosis used to identify
and differentiate viruses, in particular on sensitivity, specificity,
occurrence of cross-reactivity, and limit of detection.

METHODOLOGY

diagnosis of the disease or that were not about arboviruses were
excluded. The exclusion criteria also applied to articles with
approaches outside the aforementioned arboviruses.

The selection of articles was carried out in February 2020.
Fifty articles in the PubMed database and 107 articles in the
Scielo database were found (we did not find duplicate articles).
After applying the inclusion and exclusion criteria, we selected
32 articles, however, nine were not open access and three did
not meet the objectives. Therefore, the research was completed
with 20 articles. Figure shows the flow of steps carried out in
the research.

INTERACTIVE REVIEW FLOWCHART

Formulation of the guiding question

THEME SELECTION
Search key words
in databases
n =157 articles

! l

IDENTIFICATION n=>50 articles

n=107 articles

[ I

This article is an integrative review that was carried out
following the steps below: 1. selection and identification of the
theme — formulation of the guiding question; 2. establishment
of inclusion and exclusion criteria; 3. definition of information
(articles) through research in databases; 4. evaluation and
categorization of information; 5. interpretation of the results
obtained; and 6. presentation of results.

The guiding question was: Is the real-time PCR methodology
effective in the diagnosis of arboviruses? The PubMed and Scielo
databases were used to search for open access scientific articles, in
English and Portuguese. The period of publication was delimited
from January 2014 to July 2019 in order to select the most current
and relevant articles on the topic, since this subject has been more
disseminated from 2014 on. MESH and its equivalent in Portuguese,
DECS, were used to find the descriptors “real-time PCR”, “arbovirus”,
and “molecular diagnosis”. The Boolean operator “AND” was used
in the PubMed database search, and “OR” in the Scielo database.
There was no restriction on the design of the article.

Publications were selected by title and abstract. Repeated
articles and texts that did not contain information about the

A

Duplicate removal
n=157 articles

SELECTION l

Application of
inclusion criteria
n =32 articles

[

v
Open access text
n=23 articles

ELIGIBILITY l

Exclusion for not meeting
the objetives
n=3 articles

y
Final amount of articles

used in this analysis
n=20 articles

INCLUSION

FIGURE — Flowchart of search and selection steps of the analyzed articles

RESULTS

Of the 20 articles selected, 85% were cross-sectional studies,
10% systematic reviews, and 5% were case studies. Most articles
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were written in 2017 (50%) and 2016 (35%). 2019, 2015, and
2014 had the same number of publications (5%), as described in
Table 1.

Regarding the viruses of the study, Table 2 shows that 25% of
the articles reported exclusively on DENV, the same percentage on
CHIKYV, and 20% on ZIKV. The percentage of articles that searched
for all three viruses at the same time was also 20%. The search on
DENV and CHIKV, and DENV and ZIKV in the same article was 5%
each disease group. No article mentioned the YF.

Table 3 summarizes the results of the studies regarding
the parameters investigated for the effectiveness of the test
in question. 21%of the articles reported numerical data for
sensitivity and specificity. The limit of detection was published
in 53% of the articles. Differentiation between viruses was
mentioned in 80% of the selected texts, and the absence of cross-
reactivity in 70%.

DISCUSSION

Arboviruses have become a public health problem in almost
every country in the world. Rapid spread, availability of vectors,
lack of effective treatment, and prevention make epidemics
frequent and increasingly virulent. The adaptive capacity of
viruses as a result of genetic variations greatly contributes to their
emergence in new geographic regions and to the frequency of
outbreaks in regions where they are already established™?.

Arboviruses were much debated in Brazil due to the occurrence
of ZIKV and CHIKV outbreaks in 2015 and the recurrence of DENV
for several years. There were few publications on the diagnosis
of arboviruses between 2014 and 2015, before the outbreak, and
between 2018 and 2019, after the outbreak. Most publications
were between 2016 and 2017. It was also possible to verify that
articles from cross-sectional studies are the majority, which
characterizes the predominance of observational articles.

TABLE 1 — Articles selected during the stages of integrative review search

Article Authors Article title Research design Year of publication
1 Alva-Urcia et al.V Emerging and reemerging arboviruses: a new threat in Eastern Peru Cross-sectional study 2017
) Kurosaki ef gl Development and evaluation .of a rapid molecplar (.11agnostlc test f01j 21kal virus infection by Cross-sectional study 017

reverse transcription loop-mediated isothermal amplification

3 Giry et al.? Improved detection of genus-specific Alphavirus using a generic TagMan® assay Cross-sectional study 2017

4 Edwards ef 4l Analytical and clinical performance of a chllfungunya qRT-PCR for Gross-sectional study 017
Central and South America

5 Giry et al.® Simultaneous detect101.1 of chlkungun.ya virus, d(Iengue virus ar;)d human pathogenic Cross-sectional study 017

Leptospira genomes using a multiplex TagMan® assay
6 Luo et al® Laboratory and molecular characterl;atlon of dengue viruses in a 2014 outbreak in Guangfo Cross-sectional study 017
region, Southern China
7 Fortuna ef gl ® Imported arboviral infections in Italy, July 2014-October 2015: a National Reference Cross-sectional study 017
Laboratory report

8 Eppes et al.® Testing for zika virus infection in pregnancy: key concepts to deal with an emerging epidemic  Systematic review 2017

9 Corman ef al.®”) Assay optimization for molecular detection of zika virus Cross-sectional study 2016

10 Johnson ef af.® Laboratory diagnosis of chlkungu.nya virus infections and commercial Cross-sectional study 016
sources for diagnostic assays

1 Patel of a4l A field-deployable reverse transcrlpt.lon recomblpase polymefase amplification assay for rapid Cross-sectional study 016

detection of the chikungunya virus
1 Pessbacf 4l @2 Investigation 1n19 an oqtbreak f)f dengue-hke illness in Pernambuco, Brazil, revealed a Cross-sectional study 2016
cocirculation of zika, chikungunya, and dengue virus type 1
13 Chen et al.®® Develop@ent and evaluatlt?n of a sybr gregn—based real-time mgltlplex RT—PFJR assay for Cross-sectional study 016
simultaneous detection and serotyping of dengue and chikungunya viruses

14 Abd El Wahed e al.™  Recombinase polymerase amplification assay for rapid diagnostics of dengue infection Cross-sectional study 2015

15 Xavier ef al."” Clinical and laboratory diagnosis of Zika fever: an update Systematic review 2017

16 Souza el a9 Clinical and laboratory dlagn051§ of congenital zika virus syndrome and diaphragmatic Case study 016
unilateral palsy: case report

17 Acosta ef al. (7 False-negative dengue cases in Rora{ma, Brazil: an approa.ch regarding the high number of Cross-sectional study 2014

negative results by NS1 Ag kits
18 Romeiro ef a9 Evaluation and optl@lzatlon of SYBR‘Green.real-tlme reverse tra.nscrlptlon pglymerase chain Cross-sectional study 2016
reaction as a tool for diagnosis of the Flavivirus genus in Brazil
19 Galo ez al.™ Development of in-house serological methods for diagnosis and surveillance of chikungunya ~ Cross-sectional study 2017
20 Slavoves al.*”  Simultaneous zika and dengue serotype-4 viral detection and isolation from a donor plasma unit ~ Cross-sectional study 2019
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TABLE 2 — Objectives of selected articles, samples used in the studies and brief summary of the main results

Article Objective Samples Target virus of the research Main results
. " — . "
Evaluate the prevalence of DENY, OROV, CHIKY, DENY 4129.5%) positive o arboviruses; 13 (9.35%) positive
. . . . 139 human serum for CHIKV; nine (6.48%) positive for DENV; seven (5.03%)
1 MAYV and ZIKV in patients with acute fever disease CHIKV . ) L . .
: . samples positive for ZIKV. The differentiation between arboviruses is
in the city of Puerto Maldonado (Peru) ZIKV . -
precarious by clinic only
) Develop and evaluate a rapid molecular diagnostic 9102263:3??:;::;55;1 71K 100% agreement between RT-LAMP and qRT-PCR, the limit
test for ZIKV with the RT-LAMP methodology 9 Srine of detection of qRT-PCR being the most sensitive
Implement a new molecular method for detecting ~ Virus strains obtained P0§1t1v1ty in CHIKY samples. LoD grealter than Fhe reference
3 . . i CHIKV test in the same methodology. Twelve virus species were tested
Alphavirus from various laboratories L
and there was no cross-reactivity
Develop and validate a qRT-PCR assay capable of al?lgl:efiﬁﬁ ‘s];ilrlls lcelzlgril Bifective assay, mainly the srain circulating in South
4 P ) d ) v eap P CHIKV America. Compared to CDC USA PCR, 98% sensitivity and
detecting all CHIKV lineages Guatemala and Ecuador 100% specifici
in July 2015 o spectfelty
Implement a syndromic approach based on the Virus strains from various Evaluation and accuracy of the assay were satisfactory for
use of a multiplex qPCR assay to facilitate rapid i o CHIKV CHIKV and DENV, offering reliable answers. It has been
5 . . . ) . laboratories and positive . i
diagnosis of dengue-like syndromes in Reunion DENV shown to be a cheaper option than simple tests for the same
human plasma
Island pathogens
Investigate the usefulness of simple laboratory tests 1044 patients:
as predictive markers of confirmed DENV diagnoses, 875 confirmed DENV Simple laboratory tests (leukopenia, thrombocytopenia,
6 aswell s to analyze the genotype and phylogenetics  cases (862 positive by DENV aminotransferases and activated thromboplastin time) are
of the circulating strain in the dengue epidemic in NS1 and 13 by PCR) and useful markers in the diagnosis of DENV
Guang-Dong in 2014 169 negative
' L Greater number of cases of DENV. There was an increase in
Describe the results of analyzes of infections by
. . ) CHIKV cases, and the first case of ZIKV was detected. In the
arboviruses imported from Italy carried out by . DENV : - e
. ) Inpatient serum samples latter, the PRNT technique was decisive for identification; the
7 the National Reference Laboratory for Arboviruses CHIKV . . , :
. . i (n =180) virus was negative in serology and PCR techniques (which
(NRLA) at the Italian National Institute of Health ZIKV . .
from July 2014 to October 2015 proved to be sensitive and specific). However, only for a short
period of time, limited to viremia in the body
Viremia level is low in the serum, from two to 10 days,
Blood, serum, urine, which makes molecular diagnosis difficult and increases
8 Review laboratory testing methodology to explore  amniotic fluid, CSE 71KV the number of false negatives. The case study demonstrated
virus presence and immune response saliva, semen, breast milk permanence of the virus in red blood cells for 81 days,
and vaginal mucosa suggesting that the use of whole blood may increase
sensitivity
. Low level viremia has been shown to cause false negatives.
Serum and urine from ) : .
o This study found no difference between blood and urine
o ) ) . individuals who travelled _— .
Examine the diagnostic performance of real-time . . viremias, but suggests the use of the two samples combined.
9 . to Brazil, Dominican ZIKV | . " .
PCR for detection of ZIKV . . Assays with NS1 are more specific and sensitive, while assays
Republic and Suriname with NS3 and NS5 have low sensitivity and difficulty in
between 2015 and 2016 . ty v
specific probes, respectively
Describe the results found by CDG USA on the For P'CR,. the NS? target 1s. more sensitive, but the?re isno
10 : . 1 Serum and plasma CHIKV publication on its validation. Other methodologies were
efficiency of diagnostic kits for CHIKV . .
effective and had no cross-reactions
The assay was shown to have a clinical sensitivity and
Develop and evaluate a real-time PCR assay to specificity of 100%, a low limit of detection and only a cross-
: ) ) ) Human serum and ) . ) . , , )
11 potentially be a point of care diagnostic tool for CHIKV reaction with a little-known virus (0’nyong’nyong). With the
: plasma . . . :
detecting CHIKV use of a differentiated primer, the cross-reaction
was extinguished
77 human plasma 31 (40.2%) patients with ZIKV infection; nine (11.7%)
Investigate and identify viral etiology and advise samples, collegted at DENV patients infected w1th D}?NV, one (1.3%) pgtlent Posmve for
I, . : Hospital Severino de CHIKV IgM, but negative in the PCR test. Coinfection by ZIKV/
12 health authorities on implementing control S . CHIKV : . o
. Souto Siqueira, in Recife, DENV was proven in 2.6% of patients. The study highlights
measures to contain an outbreak ZIKV

PE, between 25 and 31
May 2015

the need for differentiation between viruses to improve health
control measures
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— Conl.
RT-LAMP results were satisfactory; this methodology was
Develop a specific, sensitive and robust assay in DENV more effective than traditional PCR and real-time PCR.
13 the RT-LAMP methodology for diagnosis and 190 serum samples serotvoes 1-4 Results (RT-LAMP, RT-PCR, qRT-PCR): sensitivity 98.9%,
differentiation between DENV serotypes 1-4 P 84.2% and 90.5%, respectively; specificity 100%, 93% and
1009%, respectively
Human samples from Results (RT-RPA and qRT-PCR):
. DENV sensitivity 98% RNA Thailand and 72% RNA Senegal; 98%
1 Develop two RIT-RPA assays 0 detect DENV1-4 - outbreaks " Senegal and serotypes 1-4 RNA Thailand and 94.4% RNA Senegal. Specificity 100% and
Thailand ;
100%, respectively
blood, saliva and urine. qPCR detects acute infection within seven days of symptom
Update the clinical and laboratory diagnosis Amniotic fluid, CS onset.
15 P v placenta and umbilical VZIK Blood is less sensitive than urine (15 days) and saliva. Third
of fever by VZIK ) o . .
cord in cases of neonatal day of manifestation the best time for testing. In neonates
infection with clinical symptoms and negative PCR, perform serology
. . ) . Positive RT-PCR in amniotic fluid at week 29 of gestation.
Report a case of unilateral diaphragmatic paralysis o .
in 2 neonate with 2 confirmed diagnoss of DENV Negative in maternal and newborn serum after delivery
16 o s — Amniotic fluid and CSF CHIKV (acute infection during pregnancy). IgM in newborn serum
congenital zika by amniotic fluid examination . A
} ZIKV confirms intrauterine infection (IgM does not cross placental
using RT-PCR and by CSF serology .
barrier)
Suggest that NS1 Elisa tests have low sensitivity and 150 human serum 33 Elisa negatwe samples werep ositve for gRI-PCR, e 22%
i , ) DENV false negatives were truly positive; 75% were from DENV-4.
17 produce false negative results and cross reactions  samples which tested Lo Co
. . , : Correlation with other studies in which secondary DENV
with other arboviruses DENV negative by Elisa e o .
infection produces false negatives in NS1 Kits
qRT-PCR is more sensitive and specific than traditional PCR,
- . ) ) 410 serum samples ) Iy L -
Evaluate and optimize a diagnostic test using the . DENV in addition to allowing virus quantification. There was no
18 . with acute fever, DENV P o .
qRT-PCR methodology for the Flavivirus genus . amplification of other Flavivirus, indicating that there is no
negative by RT-PCR .
cross-reaction
qRT-PCR was used as the gold standard. Seven PCR positive
Develop and evaluate serological methods for 260 acute and samples were se.zr.ologlcally negatl\./e; four PCR negative and
19 . . o convalescent serum CHIKV serology positive samples may indicate serology cross-
diagnosis and research of CHIKV in Nicaragua . . ) .
samples reactivity. Low sensitivity of serology in the acute phase, being
high for PCR in the same phase
Report the detection of DENV and ZIKV by Detection of ZIKV infection concurrently with DENV infection.
) . Ablood sample (plasma) DENV . . s .
20 qRT-PCR in a pre-symptomatic blood donor, from the donor 71KV 13 million copies/ml of ZIKV and 5 million copies/ml of

in Ribeirdo Preto, Sao Paulo

DENV-4 were found in the same blood donor plasma

DENV: dengue; OROV: oropouche virus; CHIKV: chikungunya; MAYV: mayaro virus; ZIKV: zika virus; RI-LAMP: reverse transcription loop-mediated isothermal amplification; qRT-PCR:
reverse transcriptase reaction followed by polymerase chain reaction; CDC: Centers for Disease Control and Prevention; IgM: immunoglobulin class M; RT-RPA: reverse transcriptase
polymerase reaction; RNA: ribonucleic acid; CSF: cerebrospinal fluid.

TABLE 3 — Effectiveness of real-time PCR assays performed on articles selected in the integrative review

Article Sensitivity Limit of detection Specificity Cut-off value Differentiation between viruses Cross-reaction
1 HSe NI HSp NI Yes No
2 NI 10 cp/assay NI <35 Yes No
3 AS 40 cp/assay HSp <20.96 Yes No
4 98.4% 19.6 cp/assay 100% <37 Yes No
5 HSe NI HSp <36 Yes No
6 NI NI NI <38 NI NI
7 HSe NI HSp NI Yes No
8 NI NI NI NI NI NI
9 HSe 10 cp/assay HSp NI Yes No
10 HSe 5.3 cp/assay HSp NI NI NI
11 100% 80 cp/assay 100% <36 Yes No
12 HSe 100 cp/ml HSp <40 Yes No
13 90.5% 100 cp/ml 100% NI Yes No
14 94.4%-98% 10 cp/pl 100% <38 Yes No
15 HSe NI HSp NI NI NI
Cont. —>
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— Conl.
16 NI NI NI NI Yes NI
17 NI NI NI <39 Yes NI
18 HSe 100 cp/ml HSp NI Yes No
19 NI NI NI NI Yes No
20 NI NI NI NI Yes No

PCR: polymerase chain reaction; HSe: high sensitivity (numeric value not informed); NI: not informed; HSp: high specificity (numeric value not informed); cp: virus copies.

Among arboviruses, the Flaviviruses (DENV, ZIKV, and YF)
and Alphaviruses (CHIKV) stand out as the pathogens that cause
acute febrile illness, with evolution to neurological febrile or
hemorrhagic complications"?. As they are cocirculating in the
same geographic area, the differential diagnosis is even more
difficult™. The consequences of this cocirculation are not yet
fully known and can be a worsening factor in the evolution of
infections""?. There are reports of co-infection in the same patient
with DENV-ZIKV, DENV-CHIKV or ZIKV-CHIKV®,

In addition to cases of coinfection, there is a concern with
reinfection, especially in cases of DENV. Among arboviruses, it
is the disease with the highest number of cases and the highest
morbidity and mortality. The virus has four serotypes, each of
which can cause a distinct infection. At each reinfection by a
different serotype, the antibodies are not able to neutralize the
virus and cause disease amplification mediated by antibodies
[antibody-dependent enhancement (ADE)]"> . Therefore, a
second DENV infection is even more serious than the first, with
high-level viremia and several inflammatory markers released
into the bloodstream?.

Many researches are focused on identifying whether, as in the
case of a DENV reinfection, cocirculation and co-infection with
ZIKV can cause ADE in secondary infections by this pathogen®.
There are many similarities between DENV and ZIKV, which causes
a large number of cross-reactions in antibodies. Some researchers
have raised the possibility that ZIKV is a fifth serotype of DENV®?,
as their E protein genetic sequence is shared in a proportion
between 54% and 59%"%. Stettler ef a/. (2016) " showed that there
was cross-reactivity of the immune system between a previous
DENV infection and a secondary ZIKV infection in the antibodies
against the viral envelope domains I and IT (EDI/II), causing a
low neutralization of the ZIKV.

Two publications refer to co-infections. One of them reports
the case of a 28-year-old female patient who was diagnosed with
co-infection with DENV and CHIKV, in Fortaleza, Ceard, Brazil.
A severe hematologic complication was proven in the patient due
to the coinfection; initially, she presented only the nonspecific
symptoms of arboviruses (fever, myalgia, and arthralgia).
The patient developed acquired thrombotic thrombocytopenic
purpura (TTP), antibody-mediated thrombocytopenia, a serious

complication of CHIKV infection®”. The other publication, from
2019, reports the case of a pre-symptomatic blood donor. Three
days after the blood donation, she showed characteristic symptoms
and returned to the donation site. In the investigation, RNA of
ZIKV and DENV were detected simultaneously in blood plasma
collected during donation®.

The articles selected in this integrative review had objectives
such as product development, comparative analysis between
methodologies and, less frequently, the review of studies on
the diagnosis of arboviruses. In 20% of them, the three most
epidemiologically important viruses of arboviruses were
investigated, as seen in Table 2. Article 12 identified 2.6% of cases
of ZIKV-DENV coinfection in a hospital in Recife, Brazil, during the
2015 outbreak, highlighting the need to distinguish the viruses to
improve sanitary controls.

The importance of diagnosing arboviruses is not restricted
to differentiating which agent is the cause of the infection, it is
also crucial in studies investigating severe cases of diseases, such
as in the associations between ZIKV and neurological disorders.
In addition, diagnosis is essential in seroprevalence studies
and surveillance of new epidemics”, as well as in alternative
transmission routes®”,

Molecular diagnosis of arboviruses is a widely used tool in the
acute stage of infection, in which viremia is at its apex. There are
several methodologies for direct pathogen research, and the real-
time PCR technique demonstrates many advantages compared to
others available on the market. This is due to the ease of execution
of the methodology, the lower value of reagents and equipment,
and the lower risk of contamination, both for the operator and
the sample®.

The real-time PCR technique is a variation of traditional PCR;
uses fluorescent probes that monitor the amplification of genetic
material throughout the reaction. This process is called real time,
as amplification and quantification occur simultaneously®?. It is
a fast, specific, and sensitive technique that can detect more than
one pathogen in the same reaction (multiplex qPCR), as long as
there are different fluorescent dyes between the reagents®.

The primers used for amplification are designed according to
the pathogen being investigated. The development of these primers
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with the help of bioinformatics has increased the sensitivity and
specificity of the reagents. This is due to greater identification of
genomic regions of pathogens, differentiating them from other
individuals of their family or genus®.

between viruses, there is the use of distinct fluorescent reagents
in different primers, highlighting each virus. In cross-reactions,
the primers bind in different regions of the virus, allowing the
distinction between phylogenetically similar viruses, such as

Al DENV.
The parameters used to determine the effectiveness of an assay KV and DEN
are sensitivity and specificity. Sensitivity refers to the test being truly
positive, that is, when the individual actually has the investigated CONCLUSION

disease and the test is positive. Specificity is related to the fact that

the test is truly negative when there is no disease and the result is
Real-time PCR methodology is effective in diagnosing

arboviruses. It is able to differentiate DENV, ZIKV, and CHIKV
viruses, with low occurrence of cross-reactivity and low nonspecific
reaction. Additionally, the technique is able to identify the pathogen
even at low-level viremia, which is important for early diagnosis of
the disease. Diagnosis is fast, sensitive, and specific, which makes
it 2 highly reliable diagnostic tool.

negative. The low sensitivity of an assay produces false-negative
results, and the low specificity produces false-positive results.,

The limit of detection and occurrence of cross-reactivity are
derived from these parameters. The first parameter refers to the
minimum amount of an analyte, in this case, the viral RNA —
capable of detecting a particular sample. The articles analyzed
showed that the real-time PCR technique is very sensitive. For each
gene [deoxyribonucleic acid (DNA)] or gene expression (RNA)
detection, there is a limit of detection that varies from less than
100 to 5.3 copies/sample run; this last amount is considered very
low and borderline in the detection of viral RNA®.
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CAPITULO 4

ESTRUTURACAO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA A DETECCAO DE
ANTICORPOS IgG DE ZIKA VIRUS
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RESUMO

A diferenciacdo entre ZIKV e DENV, feita somente por diagnodstico clinico ndo é confiavel. O
diagnostico laboratorial é essencial para essa diferenciacdo, principalmente nos casos de estagio de
convalescéncia da doenca. Neste artigo, apresentamos os resultados da validacdo de um kit para
diagnostico de anticorpos 1gG de Zika virus. A metodologia do kit & ELISA, que é rapida, barata e se
mostrou com boa acuracia. O cut-off foi determinado a partir das replicatas do controle negativo.
Foram realizadas replicatas e diluicdes com uma amostra positiva, a fim de verificar a linearidade e
exatiddo do ensaio. A repetitividade do ensaio foi testada, atingindo um coeficiente de variacdo de
9,13%. Foram testadas 30 amostras clinicas, em triplicata, com intuito de se testar a sensibilidade e
especificidade do produto. Foram obtidos 100% de especificidade e 97,9% de sensibilidade, apds
aplicacdo dos testes estatisticos. A Acurécia foi de 96,66% e o teste foi considerado eficaz para a
deteccdo dos anticorpos IgG do Zika virus.

PALAVRAS-CHAVE: ZIKV, ELISA, Estudos de Validagédo, Sensibilidade, Especificidade

ABSTRACT

The differentiation between ZIKV and DENV, made only by clinical diagnosis is not reliable.
Laboratory diagnosis is essential for this differentiation, especially in cases of convalescent stage of
the disease. In this paper, we present the results of the validation of a Zika virus 1gG antibody
diagnostic kit. The methodology of the kit is ELISA, which is fast, cheap and proved to be accurate.
The cut-off was determined from the negative control replicates. Replicates and dilutions were
performed with a positive sample to verify the linearity and accuracy of the assay. The repeatability
of the assay was tested, reaching a coefficient of variation of 9.13%. Thirty clinical samples in
triplicate were tested to test the sensitivity and specificity of the product. 100% specificity and 97.9%
sensitivity were obtained after applying the statistical tests. Accuracy was 96.66% and the test was
considered effective for detection of Zika virus IgG antibodies.

KEY-WORDS: ZIKV, ELISA, Validation Studies, Sensibility, Specificity

INTRODUCAO

O Zika virus é um virus RNA de sentido positivo, fita simples e que esta presente no Brasil
desde 2015(CALVET; DOS SANTOS; SEQUEIRA, 2016; FOCOSI; MAGGI; PISTELLO, 2016).
Apresenta sintomas muito semelhantes a infeccdo por Dengue virus e se concentra em &reas
endémicas desta doenca. A principal preocupacdo nestas areas é a diferenciacdo entre as duas

doencas, visto que clinicamente elas se apresentam de forma muito semelhante (LI et al., 2018).
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A diferenciacdo entre as duas doengas passa pelo diagndstico laboratorial. Usualmente, o
diagndstico por PCR em tempo real, é considerado como gold standard para o ZIKV (NICOLINI;
MCCRACKEN; YOON, 2017). Porém, esbarra no pequeno periodo de viremia no sangue periférico,
que € de 3 a 5 dias apo6s o inicio dos sintomas. Para identificar infeccdes que ja ndo estdo no periodo
agudo, esta metodologia ndo é indicada. Além disso, é uma metodologia mais cara, que requer
equipamentos e treinamentos de pessoal especificos, e ndo disponivel em vérias regides do pais
(CHAVES et al., 2018; NUNES et al., 2018).

Uma alternativa ao diagndstico por PCR em tempo real sdo os testes diagndsticos pela
metodologia ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay). Sdo féceis de execucdo, baratos e de
procedimento simplificado. A grande maioria dos laboratdrios esta preparada para a execucdo deste
tipo de ensaio (L"HUILIER et al., 2017). O ensaio de ELISA pode identificar a infeccdo no seu
periodo agudo (deteccdo de IgM) ou no seu periodo de convalescéncia (deteccdo de IgG). Esse
segundo caso € bastante aplicado para estudos epidemioldgicos, com intuito de se averiguar a
incidéncia das doengas (CALVET; DOS SANTOS; SEQUEIRA, 2016; VAN MEER et al., 2017).

O enzimaimunoensaio, como também é chamado os ensaios ELISA, medem a atividade
enzimatica sobre um substrato, ja que se utiliza de antigenos ou anticorpos marcados com enzimas,
permitindo a deteccdo, titulacdo e quantificacdo do analito pesquisado na amostra bioldgica (VAZ,
2007). O ELISA, cujo termo foi utilizado pela primeira vez por Engvall e Perlmann em 1971,
identifica ensaios enzimaticos heterogéneos pela técnica da imunoperioxidase. Baseia-se na
imobilizacdo de um dos reagentes em fase sélida e a ligacdo do outro reagente com uma enzima,
preservando-se tanto a acdo enzimatica como a atividade imunoldgica do anticorpo (FERREIRA,
1996).

A validacao final de um kit de ELISA € regularizada pela ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria) através da Resolucdo de Diretoria Colegiada RDC 36 de 26 de agosto de 2015,
que dispde sobre a classificacao de risco, os regimes de controle de cadastro e registro e os requisitos
de rotulagem e instrucdes de uso de produtos para diagnéstico in vitro (ANVISA, 2015). O intuito é
comprovar, atraves de testes e ensaios, a eficacia e a conformidade aos requisitos dos usuérios, em
trés lotes piloto do produto que se pretende comercializar. O artigo 29 da RDC 36 contém todos 0s
itens necessarios a validagdo do produto, para comprovar a eficacia e qualidade de desempenho.

Para efeito de se registrar um produto, todos 0s ensaios devem ser executados, porém para o
efeito do estudo da eficacia do produto, os estudos analiticos de sensibilidade, especificidade,
repetitividade e reprodutibilidade, sdo suficientes e comprovam que o produto estd apto a

desempenhar a fungéo inicialmente proposta.
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Neste artigo vamos demonstrar os resultados dos testes de validagdo realizados no kit para
deteccdo de anticorpos IgG para Zika virus, ap6s a montagem deste produto. O objetivo é comprovar
que o kit é viavel, apresenta boa sensibilidade, especificidade e precisdo, sendo um recurso barato,

facil de manipular e confiavel para o diagnostico da fase de convalescéncia da doenca.

MATERIAIS E METODOS

Todos os ensaios foram executados seguindo a padronizacao de uso do kit, realizando uma
pré-diluicdo da amostra com 10 pL do soro em 1000 pL de diluente de amostras. Para as amostras de
sangue seco, o procedimento de pré-diluicdo foi de um recorte do papel filtro (6 mm de didmetro) em
1000 pL de diluente de amostras, deixando o tubo de ensaio em agitacdo por 1 hora. Uma rapida
centrifugacdo foi realizada, para sedimentacdo das hemacias, sendo usado no teste o sobrenadante.

Ao final da pré-diluicdo, 100 uL das amostras diluidas em cada poc¢o da microplaca. Ela foi
incubada a +37°C por 60 minutos. Ap6s a lavagem, foi pipetado 100 pL de Conjugado Enzimaético
em todos 0s pocos, com excecao do branco. A microplaca foi incubada a +37°C por 60 minutos e ao
final, nova lavagem foi realizada. Foi pipetado 100 pL de Cromogeno Substrato em todos 0s pogos,
incluindo o micropoco destinado ao branco. Essa etapa foi realizada de forma a néo ter incidéncia de
luz direta sobre a reacdo. A microplaca foi incubada a temperatura ambiente (18° a 25°C) por 30
minutos. A reacdo enzimatica foi bloqueada pipetando 100 pL de Solucdo de Parada em todos 0s
pocos Em seguida, a intensidade da cor foi medida com um leitor de microplacas a 450nm (leitura),
utilizando o pogo Al (Branco) para zerar 0 equipamento.

Para a determinacdo do cut-off do ensaio, foram feitas 20 repeticdes do controle negativo e
lidas as respectivas absorbancias. Foram calculados a média, o desvio padrdo e o coeficiente de
variacao desses resultados. O cut-off é calculado a partir da média das absorbancias acrescidas de trés
vezes 0 desvio padrdo.

Uma amostra positiva, cuja relacdo S/Co era presumida, foi utilizada para realizacdo do
ensaio de Linearidade e Exatiddo. O ensaio foi realizado com a amostra pura e depois uma diluigéo
seriada, a fim de se obter o menor sinal de positividade possivel. A sequéncia de diluicdes foi
realizada em soro sabidamente negativo, para Zika virus 1gG. Foi realizada uma regressao linear,
para se comprovar a eficicia do ensaio em detectar a menor quantidade de anticorpos presente na
amostra.

Uma amostra positiva foi ensaiada em trinta replicatas, para se comprovar a repetibilidade do

teste. Este ensaio auxilia na determinacdo da precisdo do kit diagnostico, evidenciando o grau de
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concordancia entre as varias medi¢fes sucessivas. Foram calculados a média, desvio padrdo e
coeficiente de variagédo deste ensaio.

Todas as amostras foram processadas em triplicata e, para se determinar a absorbancia final,
foi realizada a média entre os resultados. Apds essa determinacéo, a relacdo entre a absorbancia da
amostra(S) pelo valor de cut-off (Co) foi determinada, para verificar se a amostra era positiva ou
negativa, conforme demonstrado na Tabela 1. Os resultados foram comparados com o resultado ja
realizado por PCR em tempo real, quando aplicavel, ou com o diagnoéstico clinico citado pelo
participante, em entrevista. Resultados que estejam dentro da faixa considerada “Zona Cinza” ou
“Indeterminado”, sdo considerados como positivo ou negativo de acordo com os sintomas clinicos

manifestados.

Tabela 1 - Relacdo entre Absorbancia da Amostra (S) e o cut-off do teste (Co)

S/Co Interpretagdo
<0.9 Negativo
09-11 Indeterminado

>1.1 Positivo

Fonte: Autoria propria

Apenas as amostras positivas foram testadas em papel filtro, neste primeiro momento, para
testar a sensibilidade do teste. As amostras negativas serdo testadas posteriormente, pois € necessario
excluir fatores de interferéncia do sangue. As amostras positivas no papel filtro foram testadas a fim
de se reproduzir a mesma absorbéancia do teste em soro, descartando o efeito pré-zona no teste em
desenvolvimento. Este efeito pré-zona comprova que um excesso de anticorpos na amostra nao
produz resultados falsamente negativos.

As analises estatisticas descritivas e os calculos de sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e
eficiéncia foram realizadas por Excel. As andlises estatisticas inferenciais foram realizadas pelos

programas IBM SPSS Statistics versdo 25 e Minitab Statistic Software versao 19.

RESULTADOS

Este estudo foi realizado com 30 amostras de soro e sangue seco. Quinze destas amostras
foram gentilmente cedidas pelo IMTUSP, sendo todas positivas para ZIKV. Tais amostras foram
obtidas durante o surto de 2016 em Araraquara-SP. Na ocasido da coleta, todas as amostras de soro

foram testadas por PCR em tempo real, além do plasma e urina dos participantes. Com excecdo da
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amostra 15, todas as amostras de soro foram positivas pela metodologia de PCR em tempo real. A
amostra 15 foi positiva apenas em urina. As demais amostras foram obtidas por participacdo de
pessoas (n=8) que manifestaram os sintomas clinicos de ZIKV ou DENV, e pela aquisicdo de um
painel soroldgico da empresa Controllab (n=7), com amostras positivas e negativas.

As amostras foram, em sua maioria, conforme mostra a Tabela 2, coletadas em pacientes do
sexo feminino (60%). O sexo masculino representou 16,7% do estudo e o restante, 23,3%, foram as
amostras de painel sorolégico, em que ndo ha definicdo do sexo. Quanto a idade dos participantes
(n=23), a média foi de 45 anos, sendo 0 mais jovem com 7 anos e 0 mais idoso com 80 anos,
conforme demonstrado na Tabela 3. O Histograma com a demonstracdo da distribuicdo das idades

dos participantes foi demonstrado na Figura 1.

Tabela 2 - Distribuicdo do sexo das amostras coletadas

Sexo
o Porcentagem  Porcentagem
Frequéncia Porcentagem - i
valida acumulativa
Feminino 18 60,0 60,0 60,0
Masculino 5 16,7 16,7 76,7
Valido
NA 7 23,3 23,3 100,0
Total 30 100,0 100,0

Fonte: IBM SPSS 25, 2019

Figura 1 - Histograma da distribuicdo da idade dos participantes

IDADE

Média = 45 39
Desvio do Desv. = 19 988
=23

Frequéncia

100

IDADE

Fonte: IBM SPSS 25, 2019
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O primeiro ensaio realizado foi a determinacdo do cut-off. Ele é de fundamental importancia,
pois a relacdo entre a absorbancia do teste e o cut-off determina a interpretacdo da positividade ou
negatividade da amostra, conforme demonstrado pela Tabela 1. O cut-off foi realizado com a

repeticdo do controle negativo, por 20 vezes.

Tabela 3 - Distribuicdo de idade dos participantes do estudo

Estatistica Descritiva
N Intervalo Minimo Maximo Meédia Erro desvio
IDADE 23 73,0 7,0 80,0 45,3913  19,98804
N valido (de lista) 23

Fonte: IBM SPSS 25, 2019

A média da absorbancia do controle negativo reflete 0 comportamento das absorbancias que
as amostras consideradas negativas apresentam. Para se determinar um ponto de corte (cut-off)
confiavel, que considere a variabilidade de amostras possiveis em um ensaio, a média da absorbéancia
é somada a trés vezes o desvio padrdo. A Tabela 4 mostra os calculos descritivos das replicatas,
demonstrando a média (0,126), desvio padrdo (0,024) e o Intervalo de Confianga (1C95%,: 0,114 —
0,136). A Tabela 5 traz o calculo do cut-off, que é 0,198. O teste de Kolgomorov-Smirnov aplicado e

as amostras foram consideradas normais.

Tabela 4 - Estatisticas Descritivas das replicatas do Controle Negativo

Estatistica Erro

Média 0,12560  0,005282

95% Intervalo de Limite inferior 0,11455

Confianca para Média Limite superior  0,13665

5% da média aparada 0,12500
CONTROLE Mediana 0,12500
NEGATIVO Variancia 0,001

Erro Desvio 0,023621

Minimo 0,085

Maximo 0,177

Amplitude interquartil 0,035

Fonte: IBM SPSS 25, 2019
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A hipétese nula (Ho) confirmada, ou seja, ndo ha diferenca entre as amostras, conforme
Tabela 6. Foi gerado um grafico com a distribuicdo das absorbéncias das replicatas das amostras
negativas, como demonstra a Figura 2. A distribuicdo das replicatas se concentra em torno do

primeiro percentil, ou seja, estao distribuidas em torno de um mesmo eixo.

Tabela 5 - Calculo de cut-off a partir das absorbancias do Controle Negativo

Cut off = Média abs + 3*DP
Co= 0,126 + 3*0,024
Co= 0,198

Fonte: Excel, 2019

A seqguir foi realizado o ensaio com uma amostra positiva, cuja relagdo S/Co era presumida.
Tal amostra foi ensaiada em uma diluicdo seriada, a partir da amostra pura, por sete vezes. A Tabela
7 traz as informacGes da amostra. Esse ensaio com a amostra positiva, apds ser diluida em série, é
capaz de demonstrar a capacidade do teste em recuperar 0 analito, mesmo com a diluicdo da
quantidade de anticorpos, mantendo uma linearidade e comprovando a exatiddo de resultados A
linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados linearmente proporcionais a
concentracdo do analito, enquadrados em faixa analitica especificada. Pode ser comprovada pelo
coeficiente de correlagdo do grafico analitico R? > 0,95, assim como a Exatiddo de Medigdo. Esse
coeficiente é calculado por técnicas estatisticas e uma medicdo é dita mais exata quando €

caracterizada por um erro de medig&do menor.

Tabela 6 - Teste de Kolgomorov-Smirnov para replicatas do Controle Negativo

Resumo de Teste de Hipo6tese

Hipotese nula Teste Sig. Deciséo
A distribuico de CONTROLE  Teste de
1 NEGATIVO é normal com Kolmogorov- 0.20012 Reter a hipétese
média 0,126 e desvio padrédo Smirnov de uma ' nula
0,024 amostra

Sao exibidas significancias assintoticas. O nivel de significancia é 0,05
1 Lilliefors Corrigido

2 Este é um limite inferior da significancia verdadeira
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Teste de Kolmogorov-Smirnov de uma amostra

CONTROLE
NEGATIVO
N 20
Parametros normais®® Media 012560
Desvio Padrao 0,023621
Absoluto 0,129
Diferencas Mais Extremas Positivo 0,101
Negativo -0,129
Estatistica do teste 0,129
Significancia Sig. (bilateral) 0,200%

a. A distribuicéo do teste € Normal.

b. Calculado dos dados.

c. Correcao de Significancia de Lilliefors.

d. Este € um limite inferior da significancia verdadeira.

Fonte: IBM SPSS 25, 2019

Figura 2 - Grafico de probabilidade do ensaio de controle negativo
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Tabela 7 - Diluicdo seriada da amostra positiva

AMOSTRA S/Co Valores Esperados RESULTADO

Amotra pura 7,768 9,000 POSITIVO
Diluicao 1 4,379 4,500 POSITIVO
Diluicéo 2 2,742 2,250 POSITIVO
Diluicdo 3 1,444 1,125 POSITIVO
Diluicéo 4 0,884 0,563 NEGATIVO
Diluicado 5 0,515 0,281 NEGATIVO
Diluicéo 6 0,227 0,141 NEGATIVO
Diluicao 7 0,005 0,070 NEGATIVO

Fonte: Excel, 2019

Para se demonstrar que ha correlagdo entre a amostra positiva ensaiada e os valores esperados,
foram realizadas as Correlacfes de Pearson (Tabela 8) e o teste de Qui-Quadrado (R2 - Tabela 9).
Ambos demonstram que a hipotese nula é verdadeira, assumindo que nao diferenca entre as duas
varidveis, sendo o R? = 0,98, acima do valor de referéncia. A Correlacdo de Pearson (0,994)
demonstra um alto grau de associa¢do entre as duas variaveis. A Figura 3 ilustra a distribuicdo dos

resultados, demonstrando que as varidveis se comportam de modo semelhante.

Tabela 8 - Correlagcfes entre a amostra positiva diluida e os valores esperados desta diluicdo

Correlacdes

S/Co Valores Esperados
Correlacéo de Pearson 1 0,994"
S/Co Sig. (2 extremidades) 0,000
N 8 8
Correlacéo de Pearson 0,994" 1
Valores Esperados Sig. (2 extremidades) 0,000
N 8 8

** A correlacao é significativa no nivel 0,01 (2 extremidades).

Fonte: IBM SPSS 25, 2019
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Figura 3 - Grafico do teste de Qui-Quadrado das amostras positivas

Grafico P-P Normal de Regressao Residuos padronizados
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Fonte: IBM SPSS 25, 2019

O ultimo teste realizado, antes de testar as amostras clinicas, foi o teste de Repetitividade.
Consiste na precisdo do procedimento quando repetido pelo mesmo analista, sob as mesmas
condi¢des (mesmos reagentes, equipamentos, aparelhos e laborat6rios) e dentro de um curto espaco
de tempo, de uma mesma amostra. Neste estudo, foi usada apenas uma amostra positiva, ensaiada em
30 replicatas. O Coeficiente de Variacdo ndo deve exceder 20% para a amostra testada. A Tabela 10
demonstra os resultados estatisticos do ensaio de Repetitividade. O Coeficiente de Variacdo foi
calculado em Excel e seu resultado foi 9,13%.

A Figura 4 ilustra a distribuicdo das absorbancias da Repetitividade. O limite inferior
aceitavel é de 0,679, e foi calculado pela variacdo de 20% a menos da meédia de todas as
absorbancias. O limite superior foi calculado pelo Programa Estatistico Minitab, sendo o limite
inferior mais quatro vezes o desvio padrdo, e ndo supera a maior leitura de absorbancia do teste, que

foi de 1,016. Assim como nas replicatas de controle negativo, o teste de Kolmogorov-Smirnov foi
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aplicado, e a distribuicdo das amostras foi considerado normal. A hipétese nula (Ho) confirmada, ou

seja, ndo ha diferenca entre as amostras, conforme Tabela 11.

Tabela 9 - Teste do Qui-Quadrado (R?) para a amostra positiva diluida e os valores esperados desta

diluicdo
Erro Estatisticas de mudanca
R2 padrdo da Mudanca Mudanca Sig.
Modelo R R2 ajustado estimativa de R2 F dfl df2 Mudanca F
1 0,994* 0,988 0,987 0,309514 0,988 514,623 1 6 0,000
a. Preditores: (Constante), Valores Esperados
b. Variavel Dependente: S/Co
Fonte: IBM SPSS 25, 2019
Tabela 10 - Estatisticas Descritivas da Repetitividade de amostra positiva
REPETITIVIDADE — AMOSTRA POSITIVA
Estatistica Erro
Média 0,84817 0,015701
95% Intervalo de Limite inferior 0,81606
Confianca para Média Limite superior 0,88028
5% da média aparada 0,84789
Mediana 0,84700
Variancia 0,007
REPETITIVIDADE Erro Desvio 0,085996
Minimo 0,697
Maximo 1,016
Intervalo 0,319
Amplitude interquartil 0,115
Assimetria 0,064 0,427
Curtose -0,783 0,833

Fonte: IBM SPSS 25, 2019
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Figura 4 - Repetitividade das replicatas de amostra positiva
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Fonte: Minitab 19, 2019

O processamento das amostras clinicas, coletadas em participantes voluntarios do projeto , as
amostras cedidas pelo IMTUSP e o painel de sorologia adquirido da empresa Controllab, foram
realizados em triplicata. Uma média das absorbancias de cada amostra foi calculada e usada como
valor Unico para realizacdo dos estudos estatisticos. Esse ensaio tinha como objetivo avaliar a
utilidade de um teste diagndstico para o rastreamento das populacGes sadias, diagnosticando uma
determinada doenca em pessoas com sintomas clinicos sugestivos.

As amostras cedidas pelo IMTUSP e o painel de sorologia foram testados previamente pela
metodologia de PCR em tempo real. As demais amostras (n=8) foram consideradas positivas ou
negativas, por diagndstico clinico & época da manifestacdo clinica da doenca. Dentre as amostras
negativas desta categoria, todos foram diagnosticados com DENV.

Foi realizado o testes de Mc Nemar, para a comparagdo dos resultados obtidos pela kit de
ELISA ZIKV IgG e o resultado obtido previamente, por PCR em tempo real ou diagndéstico clinico.
A Tabela 12 mostra os resultados deste teste, aplicado por serem duas variaveis qualitativas
categodricas. A hipdtese nula (Ho) foi confirmada, ou seja, ndo ha discordancia entre os pares de

dados.
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Tabela 11 - Teste de Kologorov-Smirnov para ensaio de Repetitividade de amostra positiva

Resumo de Teste de Hipotese

Hipotese nula Teste Sig. Decisao
A distribuicéo de Teste de
REPETITIVIDADE é normal  Kolmogorov- 162 Reter a hipotese
1 o . . 0,200
com média 0,848 e desvio Smirnov de uma nula
padréo 0,086 amostra

Sao exibidas significancias assintoticas. O nivel de significancia é 0,05
1 Lilliefors Corrigido

2 Este é um limite inferior da significancia verdadeira

Teste de Kolmogorov-Smirnov de uma amostra

REPETITIVIDADE

N 30

Parametros normais®” Media 004817

Desvio Padrao 0,085996

Absoluto 0,087
Diferencas Mais Extremas Positivo 0,087

Negativo - 0,066
Estatistica do teste 0,087
Significancia Sig. (bilateral) 0,200°¢

a. A distribuicdo do teste € Normal.
b. Calculado dos dados.
c. Correcao de Significancia de Lilliefors.

d. Este é um limite inferior da significancia verdadeira.

Fonte: IBM SPSS 25, 2019

Os calculos feitos a partir das formulas manuais demonstram resultados de 95,45% de
sensibilidade e de 100% de especificidade. Eles estdo descritos na Tabela 13. Esse resultado foi
obtido pela discrepancia entre o resultado do kit e o diagnostico prévio, no paciente de nimero 15.
Porém, mesmo no diagnéstico prévio, esse paciente havia apresentado resultado negativo para ZIKV

na sua amostra de soro. A infeccao foi confirmada com a positividade da amostra de urina.
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Tabela 12 - Teste de McNemar para resultados das amostras clinicas
Tabulacéo cruzada RESULTADO SORO * RESULTADO REAL

RESULTADO REAL

_ N Total
Negativo Positivo
Negativo 6 1 7
RESULTADO SORO
Positivo 0 23 23
Total 6 24 30

Testes qui-quadrado
Valor  Sig exata (2 lados)

Teste de McNemar 1,000%
N de Casos Validos 30

a. Distribuicdo binomial usada.

Fonte: IBM SPSS 25, 2019

Tabela 13 - Calculo de Sensibilidade e Especificidade das amostras clinicas, comparando 0s

resultados obtidos com os resultados prévios

Tabulag&o cruzada RESULTADO SORO * RESULTADO REAL

RESULTADO REAL

Negativo Positivo Total
Negativo 6 1 7
RESULTADO SORO
Positivo 0 23 23
Total 6 24 30
Sensibilidade = 23/24 = 95,83% VPP = 23/24 = 95,83%
Especificidade = 6/6 = 100% VPN =6/6 =100 Acuracia = 29/30 = 96,66%

Fonte: Autoria prépria

Os valores preditivos positivo e negativo foram 95,83% e 100%, respectivamente. A
Acurdcia, ou eficiéncia do teste, foi de 96,66%. O indice Kappa, que analisa a concordancia entre
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dois ensaios, foi de 0,902, o que demonstra uma excelente comparacao entre os resultados, conforme
demonstrado na Tabela 14.

Tabela 14 - Célculo do indice Kappa em comparacéo aos resultados do ensaio de amostras clinicas e

0s resultados prévios

INDICE KAPPA
Erro Padréo _ , Significancia
Valor o T Aproximado .

Assintético® Aproximada

Medida de
. Kappa 0,902 0,096 4,964 0,000

concordancia
N de Casos Validos 30

a. Nao considerando a hipotese nula.
b. Uso de erro padrao assintético considerando a hipotese nula.

Fonte: IBM SPSS 25, 2019

Também foi realizado o teste de Curva ROC, para a comparacao entre os resultados obtidos
pelo ensaio e os resultados prévios. A area sob a curva foi de 0,979, indicando um excelente
desempenho do teste, conforme demonstra a Tabela 15. Houve a sobreposi¢do da curva ao eixo Y,

demonstrando uma sensibilidade bastante proxima de 100%, conforme demonstra a Figura 5.

Tabela 15 - Area sob a curva ROC da comparacio entre os resultados obtidos e resultados prévios

das amostras clinicas

Resumo de processamento do caso

N valido (de
RESULTADO RT _
lista)
Positivo® 24
Negativo 6

Os valores maiores da(s) variavel(eis) de resultado de teste indicam uma evidéncia mais
forte de um estado real positivo.

20 estado real positivo é Positivo
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Area sob a curva
Variavel(eis) de resultado de teste: RESULTADO SORO

Intervalo de Confianga 95% Assintotico
Area Erro? Sig. Assintética®  Limite Inferior Limite superior

0,979% 0,025 0,000 0,930 1,000

#Sob a suposicdo nado paramétrica
®Hipdtese nula: area verdadeira = 0,5
Fonte: IBM SPSS 25, 2019

O ultimo ensaio realizado com as amostras clinicas foi com as amostras positivas coletadas
em papel filtro. O processamento destas amostras confirma a exclusdo do efeito pr6-zona no ensaio,
uma vez que a concentracdo de analitos (anticorpos) presentes nessa amostra € superior, comparada a
amostra diluida de soro utilizada para realizacdo do ensaio clinico. Foram comparadas as
absorbancias das amostras em soro com as amostras em papel filtro. A hipotese nula foi definida
como ndo havendo diferenca entre as absorbancias, visto que o ensaio ndo produz resultados falsos

negativos pelo excesso de anticorpos na amostra.

Figura 5 - Curva ROC de comparacdo entre os resultados obtidos pelo teste e resultados prévios da

amostras clinicas
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Fonte: IBM SPSS 25, 2019
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O teste de Friedman e de Wilcoxon foram realizados, pois sdo amostras pareadas avaliadas
em formas distintas. Em ambos testes a hipotese nula foi confirmada, demonstrando ndo haver

diferenca entre os ensaios de soro e de papel filtro, conforme demonstram as Tabelas 16 e 17.

Tabela 16 - Teste de Wilcoxon para a comparacdo dos resultados de absorbancia em soro e papel
filtro

Postos
. Soma das
N Posto Médio L
classificacbes
Classificacfes Negativas 162 14,50 232,00
Classificacfes Positivas 14° 16,64 232,00
PAPEL ABS — SORO ABS
Empates 0°
Total 30

2PAPEL ABS < SORO ABS
b PAPEL ABS > SORO ABS
°PAPEL ABS = SORO ABS

Estatisticas de teste?®

PAPEL ABS -
SORO ABS
Z 0,010°
Significancia Sig. (bilateral) 0,992

a. Teste de Classificacdes Assinadas por Wilcoxon.

b. Com base em postos negativos.

Fonte: IBM SPSS 25, 2019
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Tabela 17- Teste de Friedman para a comparagéo dos resultados de absorbéancia em soro e papel

Postos Estatisticas de teste?
Posto Médio
N 30
SORO ABS 1,53 :
Qui-quadrado 0,133
PAPEL ABS 1,47
gl 1
Significancia Sig. 0,715

2 Teste de Friedman
Fonte: IBM SPSS 25, 2019

DISCUSSAO

N&o ha uma literatura especifica de como os testes de validacdo de um kit para diagndstico in
vitro devem ser feitos. A legislacdo da Anvisa, RDC 36 de 2015, determinada quais 0s estudos
devem ser realizados, mas ndo diz como fazé-los. Cabe a cada time de desenvolvimento, a tarefa de
dizer como fazer e quais 0s parametros de aprovacao.

Vérias etapas sdo requeridas para uma completa validacdo de um kit de diagndstico in vitro, e
todo esse processo pode levar meses a anos para ser realizado. S&o necessarios os estudos analiticos,
de estabilidade e os ensaios clinicos. Aqui nesta pesquisa, foi proposta a realizacdo de apenas uma
etapa desta validacdo, os estudos analiticos. Para tal fim, foram propostas as analises da exatiddo e
linearidade, sensibilidade analitica, especificidade analitica e repetitividade.

O valor de cut-off é definido como o ponto de decisdo clinica (ANVISA, 2015). A
Linearidade é a capacidade do método analitico de obter respostas proporcionais a concentracao do
analito na amostra. A Exatiddo € a capacidade do teste em reproduzir respostas 0 mais proximo
possivel do real valor (INMETRO, 2018). Sensibilidade e Especificidade Analiticas referem-se a
capacidade do método obter resultados positivos em amostras consideradas positivas pelo método de
referéncia, e a capacidade de se obter resultados negativos quando ha outros interferentes, que podem
positivar a amostra, respectivamente (ANVISA, 2015). A Repetitividade € a obtencdo de um mesmo
resultado em circunstancias iguais e deve ser medida a dispersdo desses resultados (INMETRO,
2018).

A partir dessas determinag6es foi possivel a determinacdo de outros indicadores de qualidade
do produto. A Acuracia determina a propor¢do de diagndsticos corretos. O indice Kappa é uma

maneira muito utilizada para expressar a confiabilidade de um teste, por ser um indicador de
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concordéncia ajustada, levando em consideracdo a concordancia devido ao acaso. O Valor Preditivo
Positivo (VPP) é definido como, € a propor¢do de doentes entre os positivos pelo teste. Quanto maior
a especificidade do teste, maior sera o VPP e maior a seguranca de que o paciente com resultado
positivo esteja realmente doente. O Valor Preditivo Negativo (VPN) € a proporcdo de ndo doentes
entre os negativos pelo teste. Quanto maior a sensibilidade do teste, maior serd o VPN e maior a
seguranca de que o paciente com resultado negativo esteja realmente ndo doente (sadio) (VAZ,
2007).

O VPP é mais influenciado pela prevaléncia do que o VPN, por isso em imunoensaios,
resultados negativos sdo bem aceitos, enquanto os resultados positivos, freqlientemente precisam ser
confirmados. Enquanto a sensibilidade e especificidade de um teste séo prioridades inerentes ao teste
e ndo variam, a ndo ser por erro técnico, os VPs dependem da prevaléncia da doenca na populacéo de
estudo. Quanto maior a prevaléncia da doenca, maior serd o VPP e menor sera o VPN, isto &, quanto
mais frequente é uma doenca mais provavel é encontrar verdadeiros positivos, mas também e mais
provavel encontrar falsos negativos. Quanto maior a especificidade do teste, maior serd o VPP e
maior a seguranca de que o paciente com resultado positivo esteja realmente doente (VAZ, 2007).

Quando a intencdo ¢é a certeza diagndstica de uma doenca, como nos casos de exames de
rastreamento, o melhor teste é aquele com alta especificidade, pois terd mais impacto no valor
preditivo positivo (VPP). Ou seja, se o teste der positivo, € muito pouco provavel que a pessoa ndo
esteja de fato doente. Como nos laboratdrios clinicos, que se minimiza a chance de resultados falso-
positivos, o que agrega ao resultado do teste alto valor clinico, havendo, entretanto, resultados falso-
negativos (VAZ, 2007).

Quando a intencgdo for afastar o diagnostico de uma doenca ou condicdo, como por exemplo,
em paciente suspeito de recidiva ou progressdo, considera-se que o melhor teste deve ter alta
sensibilidade, pois terd mais impacto no valor preditivo negativo (VPN). Ou seja, se o teste der
resultado negativo é muito pouco provavel que a pessoa esteja de fato doente. Como nos bancos de
sangue, que se faz necessario um teste com maxima sensibilidade, uma vez que qualquer risco de
doenca infecciosa transmissivel pelo sangue deve ser evitado, minimizando ao maximo a presenca de
resultados falso-negativos, ocorrendo um significativo nimero de casos falso-positivos, que deverdo
ser confirmados (VAZ, 2007).

A curva ROC é utilizada para minimizar a0 maximo os eventuais falsos resultados, definida
com a descricdo grafica do desempenho de um teste, representado pela relacdo entre a taxa de
verdadeiro-positivos (sensibilidade) e a taxa de falso-positivos (1 — especificidade). Se um teste
diagnostico tiver a acuracia perfeita, com 100% de verdadeiro-positivos, a curva ROC ira se sobrepor

ao eixo y. Como na prética dificilmente encontramos tal situagcdo, a maior acuracia de um teste sera
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caracterizada por uma alta proporcdo de resultados verdadeiro-positivos e uma baixa proporgéo de
resultados falso-positivos, correspondendo ao ponto de corte (cut off) ideal na curva ROC como o
ponto situado mais acima e mais a esquerda (MARTINEZ, 2003)

A acuracia global de um teste pode ser descrita como a area sob a curva ROC. Quando um
modelo se torna mais perfeito (sensibilidade e especificidade préximas a 100%), a &rea sob a curva
aproxima-se de 1,0; quando o desempenho do modelo torna-se mais randdémico, a &rea sob a curva
aproxima-se de 0,5, representado graficamente como uma linha de 45° nesse caso a capacidade de
previsdo do teste ndo é superior ao puro acaso, ndo possuindo capacidade discriminatoria
(MARTINEZ, 2003).

O primeiro passo para a avaliagdo da desempenho do kit para deteccdo de anticorpos
IgG de ZIKV, pela metodologia ELISA, foi a determinacdo do cut-off. Sem essa determinacédo, ndo
seria possivel a identificacdo de quais amostras seriam consideradas positivas e quais seriam
consideradas negativas. Para se ter confiabilidade de que o valor de cut-off (0,198) ndo foi obtido ao
acaso, foi aplicado o teste estatistico de Kolgomorov-Smirnov para atestar que a distribuicdo das
replicatas era normal. Como o resultado foi 0,200 (p > 0,05), a hip6tese nula, em que as amostras
seguem uma distribuicdo normal, foi aceita. A Repetitividade também foi confirmada com o sendo
confidvel através do teste de estatistico de Kolgomorov-Smirnov, obtendo mesmos resultados do
ensaio de cut-off.

A Linearidade e a Exatiddo foram confirmadas com os testes estatisticos de Correlacdo de
Pearson e teste do Qui-Quadrado. Ambos os testes obtiveram resultados satisfatérios, 0,994 e 0,988
respectivamente, sinalizando que o ensaio possui excelente linearidade, ou seja, é capaz de detectar
0s anticorpos anti-ZIKV até mesmo em baixas dilui¢bes, e bem préximo do real valor em que deve
ser encontrado. Demonstraram que a hip6tese nula é verdadeira, assumindo que ndo diferenca entre
as duas variaveis, sendo o Rz = 0,98, acima do valor de referéncia. Com isso, o0 teste da amostra
positiva comprova que o kit de ELISA para 1gG do Zika virus tem excelente linearidade e exatidao.

A Sensibilidade do kit, calculada manualmente a partir da tabulacdo dos resultados nas
amostras clinicas, foi satisfatoria (95,85%), porém aquém da sensibilidade esperada, que era de 98%.
O calculo de VPP foi coincidente com o valor de sensibilidade. A Acurécia, que é considerada como
o célculo da sensibilidade ajustada, foi de 96,66% neste calculo manual. Ao fazermos o calculo pelo
teste estatistico da Curva ROC, a Sensibilidade ajustada é de 97,9%, visto que € a area sob a curva,
bem proximo aos esperados 98% de Sensibilidade. Deve ser levado em consideracdo de que a
amostra falso-negativa apresentada pelo ensaio, também foi falso-negativa ao ser testada no soro pela

metodologia de PCR tempo real. A infeccdo por ZIKV neste paciente, sé foi detectada pela amostra
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de urina. Pela literatura, foi possivel identificar que a urina é a matriz biolégica que apresenta maior
periodo de viremia, durante a infeccéo pelo ZIKV.

Outra amostra que deve ser destacada, € a amostra do paciente 17, que foi diagnosticado como
portador da Sindrome de Guillain-Barre. A relacdo S/Co da amostra foi de 1,046. Este valor é
considerado como Indeterminado ou dentro da “Zona Cinza”. Para caracteriza-lo como positivo, foi
levado em consideracdo os sintomas clinicos apresentados pelo paciente a época da infeccdo e o
diagnostico clinico efetuado pelo médico assistente.

A Especificidade do ensaio foi considerada excelente, apesar de poucas amostras negativas
do ensaio. Por outro lado, todas as amostras negativas para ZIKV eram positivas para DENV.
Conforme visto na literatura, os anticorpos para DENV sdo considerados os maiores causadores de
reacdo cruzada com nos ensaios para ZIKV. A Especificidade do ensaio foi de 100%. . O célculo de
VPN foi coincidente com o valor de especificidade. O indice Kappa entre os resultados prévios e os
resultados do ensaio em andlise, foi de 0,902. Este indice é considerado como excelente e leva em
consideracédo a Sensibilidade e a Especificidade do kit.

A maioria dos estudos em kits diagnosticos para ZIKV apresentam ou baixa sensibilidade ou
baixa especificidade. Kikuti et al. realizaram um estudo em 2018 com pacientes de areas endémicas
de ZIKV e DENV, encontraram 40 amostras, que eram positivas para DENV, que foram positivas
para ZIKV, em um kit comercial de ELISA IgG para ZIKV. A sensibilidade foi de 100% mas a
especificidade foi de 41,7%. Ou seja, alto indice de reacdo cruzada com anticorpos de DENV
(KIKUTI et al., 2018). O kit em validacdo neste estudo ndo apresentou reacdo cruzada, nos casos
negativos de ZIKV e positivos para DENV.

A concordancia dos resultados positivos em papel filtro com os resultados em soro, foi
testadas com os testes estatisticos de Wilcoxon e Friedman. Estes testes foram usados, pelas amostras
serem ordinais e pareadas. A intencdo era demonstrar, que mesmo com excesso de anticorpos, 0s
resultados sdo semelhantes, demonstrando assim a reprodutibilidade em matriz diversa e que o
produto ndo sofre o efeito Pr6-zona. Os resultados foram de 0,992 para o teste de Wilcoxon e 0,715
para o teste de Friedman.

CONCLUSAO

Foi estruturado um kit para deteccao de anticorpos 1gG do ZIKV. A microplaca sensibilizada
com a proteina NS1 do virus e o conjugado enzimatico foram adquiridos prontos, importados da
empresa Dia.pro, localizada em Mildo, Italia. Os demais componentes foram produzidos pela

pesquisa. A validacgdo foi realizada com 30 amostras, 15 delas provindas do IMTUSP positivas para
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ZIKV. As demais amostras, 7foram coletadas a partir de busca ativa na populagcéo e 8 controles
comerciais.

A linearidade e a exatiddo do kit foram comprovadas, através da diluicdo de uma amostra
positiva e a obtencdo da correlacdo R*= 0,994. O cut-off (Co) foi determinado, como 0,198. A
sensibilidade analitica do kit foi comprovada, como sendo de 97,8% ajustado. A especificidade
analitica do kit foi comprovada, como sendo de 100%. N&o houve reacdo cruzada com os anticorpos
anti-DENV em nenhuma das amostras analisadas. A repetitividade do ensaio foi comprovada,
demonstrando a precisdo intra-ensaio do kit. O coeficiente de variacdo entre as amostras foi de
9,13%. Foi comprovada a conformidade do produto, com as especificacdes do usuario, através dos
testes estatisticos que comprovam a Acuracia e Eficacia do produto. O ensaio foi validado, ndo
produzindo o efeito prézona, fato comprovado pela comparacdo dos resultados em soro com
amostras coletadas em papel filtro. O teste de Wilcoxon para o ensaio de efeito prézona foi de 0,992.
O indice Kappa, que comparou os resultados do kit com os resultados pela metodologia gold
standard PCR em tempo real, foi de 0,902. Este resultado demonstra uma excelente comparagédo
entre os resultados das duas metodologias. Portanto, o kit de metodologia ELISA para deteccdo de
anticorpos da classe 1gG para o ZIKV, comprovou ser uma Gtima ferramenta para o diagndstico

diferencial da infecgéo por ZIKV.

ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Dentro dos aspectos éticos o estudo foi submetido a aprovacio do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual de Goias, e foi aprovado sob o protocolo n°
11018119.2.0000.8113. Foi respeitado os preceitos da experimentacdo com seres humanos, de acordo
com a Portaria 466/12, do CNS- Conselho Nacional de Saude. A todos os participantes serdo
explicitas as condicBes de participacdo do estudo e as normas éticas, incluindo a assinatura o TCLE
(termo de consentimento livre e esclarecido) e o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido, em

casos de criancas e adolescentes, na ocasido da abordagem para participagdo do estudo.

AGRADECIMENTOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de
Goiéas — processo numero 201810267000572.

REFERENCIAS
119



CALVET, G. A,; DOS SANTOS, F. B.; SEQUEIRA, P. C. Zika virus infection: Epidemiology,
clinical manifestations and diagnosis. Current Opinion in Infectious Diseases, v. 29, n. 5, p. 459—
466, 2016. Disponivel em: <https://insights.ovid.com/pubmed?pmid=27496713>.

CHAVES, B. A.; ORFANQO, A. S.; NOGUEIRA, P. M.; RODRIGUES, N. B.; CAMPOLINA, T. B,;
NACIF-PIMENTA, R.; CLARA, A.; MACHADO, A.; BENTES, A.; JUNIOR, V.; PAZ, C.
BEATRIZ, E.; VALE, G.; GUERRA, B.; SILVA, B. M.; MELO, F. F. De; NORRIS, D. E,;
VINICIUS, M.; LACERDA, G. De; FILEMON, P.; PIMENTA, P.; FRANCINETE, N.;
SECUNDINO, C. Coinfection with Zika Virus ( ZIKV ) and Dengue Virus Results in Preferential
ZIKV Transmission by Vector Bite to Vertebrate Host. v. 218, p. 563-571, 2018.

FOCOSI, D.; MAGGI, F.; PISTELLO, M. Zika virus: Implications for public health. Clinical
Infectious  Diseases, V. 63, n. 2, p. 227233, 2016. Disponivel em:
<https://www.researchgate.net/publication/299941290 Zika_ Virus_Implications_for_Public_Health

>,

INMETRO. Coordenagio Geral de Acreditacgilo ORIENTACAO SOBRE VALIDACAO DE
METODOS ANALITICOS. p. 31, 2018. Disponivel em:
<http://www.inmetro.gov.br/Sidog/Arquivos/Cgcre/DOQ/DOQ-Cgcre-8_05.pdf>.

KIKUTI, M.; TAURO, L. B.; MOREIRA, P. S. S.; CAMPOS, G. S.; PAPLOSKI, I. A. D,
WEAVER, S. C.; REIS, M. G.; KITRON, U.; RIBEIRO, G. S. Diagnostic performance of
commercial IgM and 1gG enzyme-linked immunoassays (ELISAS) for diagnosis of Zika virus

infection. Virology Journal, v. 15, n. 1, p. 1-7, 2018.

L"HUILIER, A. G.; HAMID-ALLIE, A.; KRISTJANSON, E.; PAPAGEORGIOU, L.; HUNG, S
WONG, C. F.; STEIN, D. R.; OLSHA, R.; GONEAU, L. W.; DIMITROVA, K.; DREBOT, M.;
SAFRONETZ, D.; GUBBAY, J. B. Evaluation of Euroimmun Anti-Zika Virus IgM and 1gG
Enzyme-Linked Immunosorbent Assays for Zika Virus. Journal of Clinical Microbiology, v. 55, n.
8, p. 2462-2471, 2017.

LI, M.; ZHAO, L.; ZHANG, C.; WANG, X.; HONG, W.; SUN, J.; LIU, R.; YU, L.; WANG, J,;
ZHANG, F.; JIN, X. Dengue immune sera enhance Zika virus infection in human peripheral blood

monocytes through Fc gamma receptors. PLoS ONE, v. 13, n. 7, p. 1-23, 2018.
120



MARTINEZ, E. Z
2003_a_curva_ROC _para_testes_diagnosticos_cadernos_saude_coletiva_volll JanJun.pdf,
2003. .

NICOLINI, A. M.; MCCRACKEN, K. E.; YOON, J. Y. Future developments in biosensors for field-
ready Zika virus diagnostics. Journal of Biological Engineering, v. 11, n. 1, p. 1-9, 2017,
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1186/513036-016-0046-z>.

NUNES, A. R. D.; ALVES, B. E. B.; PEREIRA, H. W. B.; NASCIMENTO, Y. M.; MORAIS, I. C,;
FERNANDES, J. V.; ARAUJO, J. M. G.; LANZA, D. C. F. Improved reverse transcription-
polymerase chain reaction assay for the detection of flaviviruses with semi-nested primers for

discrimination between dengue virus serotypes and Zika virus. v. 113, n. 5, p. 1-9, 2018.

VAN MEER, M. P. A.; MOGLING, R.; KLAASSE, J.; CHANDLER, F. D.; PAS, S. D.; VAN DER
EIK, A. A.; KOOPMANS, M. P. G.; REUSKEN, C. B. E. M.; GEURTSVANKESSEL, C. H. Re-
evaluation of routine dengue virus serology in travelers in the era of Zika virus emergence. Journal
of Clinical Virology, v. 92, n. April, p. 2531, 2017. Disponivel em:
<https://doi.org/10.1016/j.jcv.2017.05.001>.

121



CAPITULO5

RELATO DE CASO DE SINDROME DE GUILLAIN BARRE

ARTIGO DE RELATO DE CASO A SER PUBLICADO NA REVISTA DA SOCIEDADE

BRASILEIRA DE MEDICINA TROPICAL
QUALIS CAPES B1 - INTERDISCIPLINAR
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RESUMO

A Sindrome de Guillain-Barre é uma complicacdo neuroldgica inflamatdria, que pode acontecer pds-
infeccdo por Zika virus. Geralmente é diagnosticada pelos sintomas apresentados pelo paciente como
fraqueza nos masculos, perda de sensibilidade nas extremidades e diminui¢do dos reflexos. Neste
artigo, apresentaremos um relato de caso de um paciente acometido pela GBS, possivelmente apds
uma infeccdo por Zika virus. Nao foi feito um diagndstico soroldgico do paciente, para DENV e
ZIKV, a época da infeccdo. Somente a infeccdo por CHIKV foi descartada por ELISA IgM e IgG.
Um teste para diagnostico de anticorpos 1gG para Zika virus foi realizado durante a validagdo de um
produto em estudo. Foi coletado sangue total em tubo com gel separador. O resultado foi
indeterminado no teste, mas considerado positivo pelos sintomas clinicos e consequéncias da
infeccéo.

PALAVRAS-CHAVE: Sindrome de Guillain-Barré, Zika virus, ELISA

ABSTRACT

Guillain-Barre Syndrome is an inflammatory neurological complication that can occur post Zika
virus infection. It is usually diagnosed by the symptoms presented by the patient as muscle weakness,
loss of sensation in the extremities and decreased reflexes. In this article, we present a case report of
a GBS patient, possibly after a Zika virus infection. No patient serological diagnosis was made for
DENV and ZIKV at the time of infection. Only CHIKV infection was ruled out by IgM and IgG
ELISA. A diagnostic test for Zika virus IgG antibodies was performed during the validation of a
study product. Whole blood was collected in a separator gel tube. The result was indeterminate in the
test, but considered positive by the clinical symptoms and consequences of the infection.
KEY-WORDS: Guillain-Barré Syndrome, Zika virus, ELISA

INTRODUCAO

A Sindrome de Guillain-Barre (GBS) é uma complicacdo neuroldgica inflamatoria autoimune,
que pode acontecer pds-infeccdo por Zika virus. A incidéncia mundial da sindrome é de 1 a 2 casos a
cada 100.000 pessoas no mundo (LEONHARD et al., 2019). A maioria dos acometidos é do sexo
masculino, sendo que a incidéncia aumenta de acordo com a idade, apesar de que todas as idades
podem ser acometidas (CARDONA-OSPINA et al., 2019; LEONHARD et al., 2019). Os sintomas
mais relatados pelos pacientes acometidos pela sindrome sdo fragueza nos membros, perda de
sensibilidade nas extremidades e diminuicdo dos reflexos sdo (LEONHARD et al., 2019; LIMA;
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BACHUR; ARAGAO, 2019; RODRIGUEZ-MORALES; FAILOC-ROJAS; DIAZ-VELEZ, 2019;
WALTEROS et al., 2019).

Relatos de complicacBes neurolégica em decorréncia da infeccdo por ZIKV cresceram
significativamente apés o surto de 2015 (CARDONA-OSPINA et al., 2019). Um estudo no estado de
Pernambuco, durante o surto de 2015, comprovou o aumento de casos de SGB trés vezes mais, em
comparacao aos casos em 2014. Esse aumento é concomitante aos casos de ZIKV na mesma regido.
O estudo descartou a complicagio neurolégica por DENV ou CHIKV (NOBREGA et al., 2018).

Neste artigo, apresentaremos um relato de caso de um paciente acometido pela GBS,
possivelmente apos uma infeccdo por Zika virus.

METODOLOGIA

Os dados obtidos pela pesquisa foram obtidos por entrevista ao paciente, com concomitante
preenchimento de um formulario de anamnese. Além disso, foram utilizados dados de exames
realizados pelo paciente a época do diagndstico de Guillain-Barré e exames de acompanhamento da
evolucdo da doenca. O diagnostico confirmatorio de antigeno ou anticorpos contra o patdégeno nédo foi
realizado a época do aparecimento dos sintomas. Das arboviroses capazes de desencadear a GBS,
apenas a febre por Chikungunya virus foi descartada por ensaio imunoenzimatico, neste mesmo
periodo.

O teste para diagnostico de anticorpos IgG para Zika virus foi realizado durante a validacéo
do produto em estudo. Foi coletado sangue total em tubo com gel separador, com intuito de obtencéo
do soro do paciente, por centrifugacdo. Foram utilizados 10 pL do soro para o ensaio de ELISA, e a
amostra foi testada em triplicata.

DESCRICAO DO CASO

O paciente, atualmente com 42 anos, trabalhava como motorista de caminhao em fevereiro de
2016 e durante uma viagem comecgou a sentir-se indisposto. Os primeiros sintomas foram dor
abdominal no baixo ventre e astenia. Solicitou a empresa que trabalhava a época que o substituissem,
pois ndo conseguiria finalizar a viagem e pediu que o reconduzissem a Goiania-GO, onde ainda
reside.

No segundo dia de sintomas, iniciou uma febre baixa, edema articular e orquite, notando que
os testiculos estavam com volume maior do que o usual. Ao chegar na cidade de domicilio, foi
encaminhado a um hospital geral particular. O médico plantonista iniciou o protocolo de tratamento

dos sintomas de colica renal, visto que o paciente indicou piora na dor abdominal no baixo ventre.
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O periodo de internacdo foi de sete dias. Como o primeiro protocolo de tratamento nédo
resultou em melhora, e a queixa de dor do paciente evolui para o maior nivel, foi aplicado morfina no
paciente para eliminar a dor. Os sintomas evoluiram para forte artralgia, forte cefaléia, espasmos dos
membros superiores e inferiores, enrijecimento dos membros inferiores e perda de movimentos. No
quinto dia de sintomas, apresentou exantema em algumas partes do corpo. A equipe médica, entao,
comecou a suspeitar de arboviroses.

Foram realizadas avaliacGes laboratoriais de rotina, como EAS e hemograma. O primeiro néo
apresentou nenhuma alteracdo. O segundo foi realizado por duas vezes, no mesmo dia, com minimas

alteracdes nos resultados, conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1 - Resultados do Hemograma realizado durante a internagédo hospitalar

~ - VALOR
HEMOGRAMA 12 REALIZACAO 22 REALIZACAO .
REFERENCIA
Hematocrito% 40,6 38,9 40a50
Plaquetas/mm3 205.000 185.000 150.000 a 400.000
Contagemde Leucdcitos/mm?3 8.610 11.100 4.000 a 10.000
Hemoglobina g/dL 14,8 13,6 13al7

Fonte: (PNCQ, 2019)

Foi feita uma pesquisa de anticorpos IgM e IgG para Chikungunya virus, pelo laboratério do
Hospital de Doencas Tropicais de Goiania (HDT) e a pesquisa de fosfatase alcalina, para a avaliar a
funcéo hepatica. Os anticorpos foram negativos e a funcdo hepatica estava normal.

O caso do paciente foi encaminhado a um neurologista, que procedeu a avaliagdo de um
eletroneuromiografia. Este exame confirmou a Sindrome de Guillain-Barré, confirmando o quadro de
tetraparesia flacida em decorréncia de poliradiculoneurite, causada por infec¢do pelo ZIKV. O
diagnostico de Guillain Barre, em decorréncia da infec¢do por ZIKV, foi feito pelo médico através
dos sintomas apresentados. O paciente manifestou os sintomas iniciais por 40 dias. O
restabelecimento foi atingido em 60 dias. Nao foi realizado exame soroldgico ou de pesquisa de
antigeno para Zika virus ou Dengue virus.

Atualmente, o paciente estd aposentado por invalidez, visto que ndo pode mais exercer a
funcdo habitual. Reclama sentir forte cefaléia ao menos duas vezes ao més, astenia continua, falta de
tonus muscular. Ao realizar qualquer tipo de esforco fisico, apresenta nausea e vomito.
Periodicamente, realiza exames de avaliacédo, e 0 prognéstico ndo é bom, ja que a tetraparesia flacida
ndo regride e a resisténcia fisica ndo evolui.
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Em relagdo as informagdes complementares, paciente informou que ndo havia sofrido
infeccdo por DENV previamente. Porém, sofreu em marco de 2019 uma infeccdo, que foi
diagnosticada por sintomatologia como sendo Dengue, no posto de salde préximo a sua residéncia.
N&o houve complicacdes nesta infeccdo, apenas sintomas leves, e o restabelecimento foi ap6s 10
dias. Paciente diz ndo lembrar se vacinou contra febre amarela, mas acredita que sim, visto que pela
profissdo, foi vacinado algumas vezes em postos da Policia Rodoviaria Federal, durante viagens.

O ultimo exame realizado pelo paciente foi em 18/06/2019. A eletroneuromiografia dos 4
membros concluiu que o paciente é portador de polineuropatia periférica axonal sensitivo-motora
cronica distal discreta (GRAU 1) nos membros superiores e moderada (GRAU 2) nos membros
inferiores. O laudo enfatiza que o quadro clinico € de longa evolucédo e que as conducdes sensitivas e
motoras estdo com velocidades diminuidas nos 4 membros. Os musculos mais distais dos membros
inferiores estdo com sinais de desnervacgdo parcial cronica, indicando que o processo neuropatico é
mais acentuado na regido distal que proximal dos membros.

O soro do paciente foi testado no kit para diagnostico de anticorpos IgG de Zika virus, por
metodologia ELISA, em validacdo. O ensaio foi realizado em triplicata e a média aritmética das
absorbéancias calculada. O cut-off do ensaio foi feito pela média de vinte leituras de absorbancias do
controle negativo, acrescida de trés vezes o desvio padrdo deste ensaio. Esse calculo é padrdo para
ensaios analiticos. O paciente € considerado como positivo, quando a relagdo entre a absorbancia da
amostra (S) e o cut-off (Co) é superior a 1,1. Resultados abaixo de 0,9 sdo considerados negativos e
entre 0,9 e 1,1, sdo considerados como indeterminados.

O resultado da média da triplicata de testes do paciente foi 0,205+ 0,003, com um coeficiente
de variagdo (CV) entre elas de 1,38%. A relagdo S/Co do paciente foi 1,04, considerada como
Indeterminada. O Ministério da Saude indica que, pacientes cujos resultados estdo nesta faixa,
considerados como “Zona Cinza”, devem ter as amostras testadas em metodologia diversa, para se
ratificar o diagndstico, ou descartd-lo por completo ou por avaliacdo clinica. Pelos sintomas
apresentados e pelo diagndstico clinico efetuado a época da infeccdo, o paciente foi considerado
como positivo para ZIKV IgG

DISCUSSAO

A associagdo entre infeccdo de Zika virus e Sindrome de Guillain-Barré foi relatada, pela
primeira vez ap0s o surto na Polinésia Francesa, em 2013 (DO ROSARIO et al., 2016; RABONI et
al., 2017). Apds o surto de 2015, a Organizacdo Mundial da Saude baseando-se em revisdo de
literatura, declarou haver uma relagdo entre a infeccdo e a sindrome, além de outras complica¢Ges

severas, como a microcefalia em neonatos (RABONI et al., 2017). Essa declaragdo fez com que 0s
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paises em que a infeccdo pelo Zika virus estava em curso, ficassem em alerta para a ocorréncia da
sindrome (BAUTISTA, 2019).

A sindrome de Guillain-Barré é descrita como neuropatia periférica (poliradiculoneurite)
aguda, mediada por anticorpos poés-infeccdo por virus e bactérias. Apresenta uma grande
variabilidade de quadros clinicos e evolucdo da doenga (RABONI et al., 2017; MORRIS et al.,
2018). Os anticorpos inespecificos pos-infeccdo promovem a desmielinizagdo, através da ativagao do
complemento e macréfagos (LIMA; BACHUR; ARAGAO, 2019).

O ZIKV possui tropismo por varios tecidos, divergindo dos demais arbovirus, como por
exemplo o DENV. Cérebro, olhos, Utero e vagina, placenta, testiculos, além de serem presentes em
quantidade consideravel, nos fluidos corporais (MINER; DIAMOND, 2017). A persisténcia por 180
dias no esperma e sémen do ZIKV é outro indicativo do tropismo do virus pelos testiculos (MINER;
DIAMOND, 2017). O paciente em estudo apresentou como sintoma primario ao desenvolvimento da
SGB a infeccéo testicular. Em conjunto com os demais sintomas, confirma o diagndstico clinico do
paciente e atesta o diagnostico laboratorial.

Um estudo com camundongos, para o desenvolvimento de uma vacina atenuada para o ZIKV,
notou um infeccdo testicular persistente em um pequeno grupo. Essa infeccdo pode ter sido mediada
pela baixa resposta do INF tipo I, ja conhecido como eficaz em ndo permitir a disseminacdo sistémica
do virus (KWEK et al., 2018). Uma baixa resposta do INF tipo | causa uma maior viremia e esta
maior viremia pode ser a causa de complicac6es na infeccéo por ZIKV (PANTOJA et al., 2017).

Teoricamente, as sucessivas infeccbes por DENV, por seus quatro sorotipos, em conjunto
com a entrada da infec¢do por ZIKV, poderia ter sido um dos motivos do aumento de casos de GBS
no Brasil (DONALISIO et al., 2017). De fato, véarios estudos indicam que os casos de GBS em outros
paises que sofreram com surto de ZIKV, aumentaram consideravelmente. Foram 150% de aumento
na Republica Dominicana, 211% na Colémbia e 172% somente no estado da Bahia, Brasil (MORRIS
etal., 2018).

Lynch et al.,conduziram um estudo em Barranquilla, Colombia. Foram comparados o0s
anticorpos neutralizantes para DENV2 e ZIKV em pacientes com a infec¢do por ZIKV, com a
infeccdo por ZIKV e desenvolvimento de SGB e pacientes sem infec¢do nenhuma. Os pacientes com
SGB pos-infecgdo por ZIKV possuiam os maiores titulos de anticorpos neutralizantes para a DENV2
e ZIKV. Os autores concluiram que a ocorréncia da SGB é causada por esse aumento de titulo nos
anticorpos neutralizantes, e que o0s anticorpos aumentados podem causar um aumento de viremia ou
uma reacdo cruzada com as células nervosas dos pacientes acometido pela SGB (LYNCH et al.,
2019).
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Na ocasido do surto da Polinésia Francesa, o primeiro caso de SGB foi relatado cinco dias
apos as primeiras manifestagdes da infeccdo. Cao-Lormeau et al. conduziram um estudo na Polinésia
Francesa entre 2013 e 2014, relatando os casos de GBS durante o surto de ZIKV. Estimou-se que
0,24 a cada 1000 pessoas desenvolveram a sindrome. A maioria homens, com idade média de 42
anos e os sintomas principais foram exantemas, febre e artralgia. Posteriormente, houve a progressao
para a astenia e paralisia facial. Neste mesmo estudo, 24% dos portadores de GBS tiveram seus testes
de ELISA 1gG considerados como Indeterminados (CAO-LORMEAU et al., 2016)

Raboni et al., relataram o caso de uma paciente com 9 anos de idade que apresentou a GBS 92
dias ap0ds transplante de medula dssea. A paciente foi testada para DENV e ZIKV, por vérias
metodologias, apresentando anti-DENV e anti-ZIKV IgM, e 1gG. O doador também foi testado, e
apresentou altos titulos de anti-DENV 1gG. A paciente tinha sido vacinada contra Febre Amarela
recentemente. A suspeita é de que a paciente desenvolveu a sindrome por ter recebido a medula com
altos titulos de anticorpos para DENV e ter sido contaminada por ZIKV, ap6s o retorno ao estado de
origem (Maranhdo, Brasil), local com alto indice de infeccdo por ZIKV, a época (RABONI et al.,
2017)

CONSIDERACOES FINAIS

O paciente desenvolveu a GBS em decorréncia da infec¢do por ZIKV. A literatura mostra que
nem todas as pessoas que sdo infectadas pelo ZIKV desenvolvem altos titulos de anticorpos no
sangue e em alguns casos, ele pode até ser negativo. Os sintomas clinicos apresentados pelo paciente,
a época da infeccdo, foram determinantes para o diagndstico diferencial. O resultado indeterminado
no teste de ELISA para IgG de ZIKV, indica baixa producdo de anticorpos especificos durante a
infeccdo. Uma reacdo de neutralizacdo ineficiente pode ter ocorrido e causado uma alta viremia, que

pode ter conduzido a um asseveramento da infeccao.

ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Dentro dos aspectos éticos o estudo foi submetido & aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual de Goias, e foi aprovado sob o protocolo n°
11018119.2.0000.8113. Foi respeitado os preceitos da experimentacdo com seres humanos, de acordo
com a Portaria 466/12, do CNS- Conselho Nacional de Saude. A todos os participantes seréo
explicitas as condigdes de participacdo do estudo e as normas éticas, incluindo a assinatura o TCLE
(termo de consentimento livre e esclarecido) e o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido, em

casos de criancas e adolescentes, na ocasido da abordagem para participacdo do estudo.
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5. CONCLUSAO

Ha varios impactos sociais e econémicos em decorréncia do surto de ZIKV de 2015 no Brasil.
O primeiro deles é a grande quantidade de criancas com microcefalia ou outros problemas de
nascimento, devido a Sindrome Congénita da Zika, trazendo impactos ao desenvolvimento da
crianga, envolvendo a sua familia e toda a comunidade ao seu redor, uma vez que as limitaces sdo
diversas. O diagnéstico da infecgdo pelo ZIKV é demasiadamente importante, mesmo em momentos
em que ha controle de surtos e menos casos de infeccdo detectados.

Uma dos fatores que pode conduzir ao asseveramento da infec¢éo pelo ZIKV é o fendmeno
ADE em decorréncia de uma infeccdo prévia por DENV. O ADE é um fendmeno de ocorréncia
factivel no organismo humano. As vias de acdo da ADE, seja celular ou humoral, através das
citocinas envolvidas no processo, sdo produzidas tanto neste fenémeno in vitro quanto in vivo. A
conclusédo sobre o ADE de ZIKV causada por infeccdo prévia de DENV ainda é vaga, pois 0s varios
estudos sobre esse assunto permanecem controversos entre si. Os estudos epidemiolédgicos séo
fundamentais para a conclusdo sobre o assunto. Os dados epidemioldgicos, prévios e posteriores a
infeccdo pelo ZIKV, vao esclarecer o entendimento da interacdo imunoldgica entre ZIKV e DENV,
no organismo humano. Assim sendo, o desenvolvimento de novos meios de se diferenciar as
infecgdes, com sensibilidade e especificidade suficiente séo as ferramentas adequadas para esse fim.

A metodologia de PCR em tempo real é o método gold standard e é eficaz no diagndstico das
arboviroses. Ela é capaz de diferenciar os virus DENV, ZIKV e CHIKV, com baixa ocorréncia de
reacOes cruzadas e baixa reacdo inespecifica. Além disso, a técnica é capaz de identificar o patdgeno
mesmo em baixa viremia, o que é importante para o diagnostico precoce da doenca. O diagnostico é
rapido, sensivel e especifico, tornando-a uma ferramenta diagnostica de alta confiabilidade. Porém,
Seu uso € restrito ao periodo de viremia da infeccdo, o que restringe o diagndstico das arboviroses
entre 3 a 5 dias pos inicio dos sintomas. As reacGes cruzadas entre as arboviroses ainda € um
empecilho ao diagnostico preciso. Mesmo os testes de PCR-RT ou gPCR podem causar resultados
falsos, devido a semelhanga genética entre os virus. Os ensaios soroldgicos, que custam menos,
possuem técnica mais simplificada e usam equipamentos mais baratos, sendo os testes mais
acessiveis.

Nesta pesquisa foi estruturado um kit para deteccdo de anticorpos 1gG do ZIKV. A validacéo
foi realizada com 30 amostras, 15 delas provindas do IMTUSP positivas para ZIKV. As demais
amostras, 7foram coletadas a partir de busca ativa na populacdo e 8 controles comerciais. A
linearidade e a exatiddo do kit foram comprovadas, através da diluicdo de uma amostra positiva e a

obtencdo da correlagdo R?= 0,994. O cut-off (Co) foi determinado, como 0,198. A sensibilidade
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analitica do kit foi comprovada, como sendo de 97,8% ajustado. A especificidade analitica do kit foi
comprovada, como sendo de 100%. N&o houve reagdo cruzada com os anticorpos anti-DENV em
nenhuma das amostras analisadas. A repetitividade do ensaio foi comprovada, demonstrando a
precisdo intra-ensaio do Kkit. O coeficiente de variacdo entre as amostras foi de 9,13%. Foi
comprovada a conformidade do produto, com as especifica¢cbes do usuario, através dos testes
estatisticos que comprovam a Acuracia e Eficacia do produto. O ensaio foi validado, ndo produzindo
o efeito prozona, fato comprovado pela comparacdo dos resultados em soro com amostras coletadas
em papel filtro. O teste de Wilcoxon para o ensaio de efeito prézona foi de 0,992. O indice Kappa,
que comparou os resultados do kit com os resultados pela metodologia gold standard PCR em tempo
real, foi de 0,902. Este resultado demonstra uma excelente comparagéo entre os resultados das duas
metodologias. Portanto, o kit de metodologia ELISA para detec¢do de anticorpos da classe 1gG para
0 ZIKV, comprovou ser uma 6tima ferramenta para o diagnostico diferencial da infeccdo por ZIKV.
Foi realizado um relato de caso de um paciente que desenvolveu a GBS em decorréncia da
infeccdo por ZIKV. A literatura mostra que nem todas as pessoas que s@o infectadas pelo ZIKV
desenvolvem altos titulos de anticorpos no sangue e em alguns casos, ele pode até ser negativo. Os
sintomas clinicos apresentados pelo paciente, a época da infeccdo, foram determinantes para o
diagndstico diferencial. O resultado indeterminado no teste de ELISA para IgG de ZIKV, indica
baixa producédo de anticorpos especificos durante a infeccdo. Uma reagdo de neutralizacdo ineficiente
pode ter ocorrido e causado uma alta viremia, que pode ter conduzido a um asseveramento da

infeccéo.
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6. ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

Dentro dos aspectos éticos o estudo foi submetido & aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Estadual de Goias, e foi aprovado sob o protocolo n°
11018119.2.0000.8113. Foi respeitado os preceitos da experimentacdo com seres humanos, de acordo
com a Portaria 466/12, do CNS- Conselho Nacional de Saude. A todos os participantes serdo
explicitas as condicOes de participacdo do estudo e as normas éticas, incluindo a assinatura o TCLE
(termo de consentimento livre e esclarecido) e o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido, em

casos de criancas e adolescentes, na ocasido da abordagem para participagdo do estudo.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Montagem e Validac&o de Ensaio Imunoenzimatico para Deteccéo de Anticorpos 1gG
de Zika Virus.

Pesquisador: Christiane Oliveira Lima Licinio

Area Tematica:

Verséao: 2

CAAE: 11018119.2.0000.8113

Instituicao Proponente: Universidade Estadual de Goias
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.340.164

Apresentagdo do Projeto:

O objetivo do estudo & a montagem de um produto nacional de metodologia ELISA para a deteccéo de
anticorpos lgG para Zika Virus, comprovando a sua eficacia, conformidade com a legislacéo vigente e
aplicabilidade em diversas matrizes sorologicas. O estudo sera do tipo transversal prospectivo, atraves da
analise de 15 amostras de pacientes, coletados em Goidnia, em individuos que apresentem sintomas
semelhantes aos casos de Zika Virus e foram confirmados como portadores da infecgio. A quantidade de
amostras foi definida pelo uso de amostragem estatistica (LEE) utilizando a prevaléncia estadual (Goias) de
Dengue, no ano de 2016. O produto sera montado seguindo as normas sanitarias vigentes, assegurando o
Controle e Garantia da Qualidade do produto. As amostras de sangue serdo coletadas em tubos secos e
através de papel filtro especifico para coleta de amostras, obtendo-se 0 sangue seco. Serdo analisadas
ambas matrizes biologicas, a fim de se comprovar que o produto ndo sofre interferéncia do método de
coleta. O estudo sera realizado em 24 meses e espera-se que o produto apresente sensibilidade e
especificidade acima de 98%, oferecendo um recurso diagnostico barato, rapido, de facil execucéo e de
resultados confiaveis para a infecc@o pelo virus Zika. Sera coletado 10 mL de sangue venoso de cada
participante da pesquisa. Serdo analisados o soro (centrifugacdo do sangue coletado) e o sangue total
coletado em papel filiro. Coleta unica para ambas analises. Os participanties da pesquisa serdo selecionados
a partir da afirmacé&o de que ja tiveram a manifestagéo de sintomas clinicos parecidos com os sintomas de

uma arbovirose: dores de cabeca, artralgia, mialgia e
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erupcéo cutanea. Serdo convidados a participar da pesquisa através de um questionario de informacdes e
da coleta de 10 mL de sangue venoso, aproximadamente, e gotas de sangue para a coleta em papel filtro (3
areas do papel filtro). O sangue sera coletado atraveés de puncéo venosa, em ambiente ambulatorial por
pessoal treinado e identificado com um cédigo para cada participante, sendo 0 mesmo cddigo usado no
questionario, evitando-se assim trocas de materiais bioldgicos. Sera mantido sob refrigeracédo até o
laboratorio de controle de qualidade, onde sofrera processamento: centrifugacéo e separacéo do soro e
eluicdo do sangue seco. As amostras entdo serdo congeladas a -20°C, para conservacgédo durante os
ensaios.Seréo realizados 0s testes in vitro, com o soro e sangue seco coletados dos sujeitos da pesquisa,
com os Kits para deteccédo de anticorpos 1gG do Zika Virus, metodologia Elisa. Seréo realizadas duas
baterias de testes com a mesma amostra: um ensaio com 0 soro coletado € um ensaio com sangue seco
eluido, sendo trés replicatas de cada matriz biologica. Assim, cada amostra sera testada 6 vezes para o

mesmo parametro.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Montar e validar um produto nacional para diagnostico imunoenzimatico, metodologia ELISA, para deteccéo
de anticorpos da classe IgG do Zika Virus.

Objetivo Secundario:

- Validar o produto comprovando sua sensibilidade analitica;

- Validar o produto comprovando sua especificidade analitica;

- Validar o produto comprovando sua reprodutibilidade;

- Validar o produto em conformidade com as especificacdes do usuario;

- Validar o produto segundo as normas regulatorias vigente, das autoridades sanitarias nacionais (ANVISA);
- Validar o produto para uso com soro do paciente;

- Validar o produto para uso com amostra do paciente coletada em papel filtro.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Riscos fisicos ou psicologicos s&o minimos, ndo maiores do que os riscos vivenciados cotidianamente par
pessoas que realizam coleta de material bioclogico em laboratérios de analises
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clinicas.

Beneficios:

Geracéo de conhecimento. Validacdo de uma ferramenta diagnostica pouco invasiva e muito eficaz, na
diferencia¢&o de doencas graves. Diferenciacéo entre doencas, visto que alguns casos de Zika sé&o tratados

como Dengue. Assim, ha uma possibilidade de melhoria em dados epidemiologicos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma proposta de grande relevancia académica e cientifica, além de grande importédncia social,
considerando o flagelo que esta doenca proporciona particularmente entre criangas em periodo gestacional.
Certamente, o aprimoramento do diagnostico deste agente infeccioso podera prover importantes avangos no

combate preventivo da doenca e em termos de conhecimento epidemiolégico desta importante arbovirose.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatodria:
Constam todos os Termos de apresentacéo obrigatoria.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

Apesar de na descricdo das informacdes basicas ainda constar uma percepgéo muito incipiente sobre os
riscos, este aspecto foi descrito adequadamente no TCLE e no TALE. Os Termos estdo descritos
apropriadamente.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UEG considera o presente protocolo APROVADO e
que o mesmo foi considerado em acordo com os principios éticos vigentes. Relteramos a importancia deste
Parecer Consubstanciado e lembramos que a pesquisadora responsavel devera encaminhar o Relatorio
Final de acordo com o disposto nas Resolugdes do Conselho Nacional de Saude. O modelo encontra-se
disponivel na pagina do CEP-UEG. O prazo para a entrega do relatério, via notificacdo na Plataforma Brasil,
& de até 30 dias apds o encerramento da pesquisa, previsto para dezembro de 2019.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situac&o
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P 08/05/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1313668 pdf 15:07:50
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Projeto Detalhado / | Projeto_de pesquisa_Christiane_v02 pd| 08/05/2019 |Christiane Oliveira Aceito

Brochura f 15:07:24 |Lima Licinio

Investigador

Recurso Anexado Resposta_ao_parecer.pdf 08/05/2019 | Christiane Oliveira Aceito

pelo Pesquisador 15:07:03 Lima Licinio

TCLE / Termos de | TALE v02 pdf 08/05/2019 | Christiane Oliveira Aceito

Assentimento / 15:06:30 |Lima Licinio

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_ w02 pdf 08/05/2019 | Christiane Oliveira Aceito

Assentimento / 15:06:20 |Lima Licinio

Justificativa de

Auséncia

Declaracéo de Termo_de Compromisso.pdf 03/04/2019 |Christiane Oliveira Aceito

Pesquisadores 12:28:19  |Lima Licinio

Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 01/04/2019 | Christiane Oliveira Aceito
19:27:55 |Lima Licinio

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Enderego:

UF: GO
Telefone:

ANAPOLIS, 22 de Maio de 2019

Assinado por:

Luciana de Souza Ondei

(Coordenador(a))
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ANEXO Il — Normas de publicacédo do periddico Enciclopédia Biosfera

1. EDITAL PARA PUBLICACAO DE TRABALHOS

Este edital apresenta as normas para submissdo de trabalhos a serem publicados na ENCICLOPEDIA
BIOSFERA

A Formatacao incorreta, a grafia incorreta de referéncias e demais solicitacdes de normas que ndo forem
atendidas implica em RECUSA SUMARIA do artigo. Por gentileza leia atentamente as regras, siga modelo de
artigo ja publicado no endereco: http://www.conhecer.org.br/enciclop/2018B/AGRAR/a%20bovinocultura.pdf
NORMAS PARA PUBLICACAO DE TRABALHOS

1) Forma de apresentagéo: O artigo cientifico, relato de caso ou revisdo bibliogréfica devera ser apresentado

de forma completa. Deve ser digitado em formato DOC (ndo sendo aceito PDF, ou outro), contendo Titulo,
nome(s) completo(s) do(s) autor(es) (sem abreviagdes), colocar UM e-mail do autor correspondente, observar
regras de construcao do cabecalho do artigo- vide modelo j& publicado.

2) O trabalho deve ter:

- resumo em lingua portuguesa (centralizado)

- palavras-chave escrita em negrito e caixa alta (palavras em ordem alfabética, no minimo trés palavras)

- titulo em lingua estrangeira (negrito, caixa alta, centralizado)

- resumo em lingua estrangeira (abstract), palavras-chave em lingua estrangeira (keywords).

-O resumo deve ter 0 maximo de 250 palavras.

USO DE REFERENCIAS :

CITACOES

*Citacdes (ABNT), sobre caixa baixa ou ALTA: *Citagdo no inicio ou meio de frase (ano) - caixa baixa;
CITACAO NO FINAL DE FRASE (ano) - CAIXA ALTA.

Exemplos:

Se um autor: Vieira (2019) ou (VIEIRA, 2019);

Exemplo:

De acordo com Vieira (2019) a vacinagdo deve ser realizada até os cinco anos de idade. OU A vacinacao
deve ser realizada até os cinco anos de idade (VIEIRA, 2019)

Se dois autores: Keller e Karmelli (1974) ou (KELLER; KARMELLI, 1974);

Exempilo:

De acordo com Keller e karmelli (1974) o estagio larval ocorre aos 7 dias.

OU: O estagio larval ocorre aos 7 dias (KELLER ; KARMELLI, 1974)

Se trés ou mais autores: Vieira et al. (2019) ou (VIEIRA et al., 2019).

Exemplo:

Conforme verificado por Vieira et al. (2019) as incidéncias temporais sdo sazonais.

OU: As incidéncias temporais séo sazonais (VIEIRA et al., 2019)

Na lista de Referéncias s6 colocar et al. *apds* quinto autor e os titulos dos periédicos deverdo ser
completos e ndo abreviados. Incluir DOI quando o periédico possuir este nimero, aqueles que ndo tem DOI

colocar apenas o endereco eletrdnico do documento.
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3) O nimero de palavras-chave e os respectivos keywords deverdo ser trés.
4) O artigo cientifico regular deve apresentar as sec¢es: introducdo, objetivos (que podem estar
inseridos na introducgédo), material e métodos, resultados e discussao, conclusdo (se for o caso),
agradecimentos (se houverem) e referéncias.
A revisado bibliografica deve possuir as seguintes se¢des: introducgao, topicos diversos escolhidos
pelos autores, consideracdes finais, agradecimentos (se houverem) e referéncias.
O relato de caso deve apresentar: introducao, Relato de caso, Resultados e discussao, concluséo.
A formatac&o seguird as normas de
- corpo do texto justificado com recuo de paragrafo
- espacamento simples entre linhas
- margem superior e esquerda de 3 cm, margem inferior e direita de 2 cm
- O texto deve ter no minimo 7 (sete) paginas e com limite maximo de 15 para relatos de caso e artigos
cientificos, incluindo a lista de referéncias neste nimero de paginas.
- Revisbes de literatura NAO devem apresentar nimero de péaginas inferior a 15, incluindo a lista de
referéncias.
- papel tamanho A4, com fonte Arial tamanho 12
- NAO NUMERAR nem linhas, nem péginas do documento.
- N&o inserir linhas divisérias no texto para separacéo de autores.
5) Insercdo de Tabelas e Figuras devera ser feita imediatamente ap6s a chamada no texto. As figuras
deverao ser apresentadas em formato jpg, com resolu¢cdo minima de 300 dpi. Orientamos para que o trabalho
tenha preferencialmente tamanho méaximo de 1.000Kb.
- As figuras devem informar a FONTE.
- O cabecgalho da Tabela deve vir acima da Tabela (NORMA ABNT)
- A descricao da Figura deve vir abaixo da Figura. Para mais detalhes a respeito da formatacdo de Tabelas e
Figuras consultar trabalhos ja publicados no periédico (NORMA ABNT)
6) As situagBes ndo previstas devem seguir o que € determinado pelas normas da ABNT.
7) S&o aceitos trabalhos nos idiomas: portugués, espanhol e inglés.
8) S&o aceitos artigos nas formas:

a - Pesquisa cientifica com resultados;

b - Estudo de caso;

¢ - Revisdo Bibliogréfica;

9) Para todas as publicacdes: devem conter, pelo menos, 60% das referéncias citadas sendo dos

Ultimos cinco anos.

- Nao citar trabalhos oriundos de resumos de congressos, teses e dissertacoes.
10) TRABALHOS QUE NAO ESTIVEREM DENTRO DA FORMATACAO INDICADA NO EDITAL
SERAO RECUSADOS SUMARIAMENTE.

11) As submissdes de trabalhos devem ser feitas obedecendo as regras do mesmo.

12) Trabalhos resultantes de pesquisa com pessoas ou animais devem informar o parecer do comité
de ética e numero de registro. (esta informagao pode ser enviada anexa ao trabalho)

13) Orientacdes para desenvolvimento do texto:
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- Trabalho cientifico deve ser escrito de forma impessoal, ndo usem textos em terceira pessoa.

- Referéncias no texto devem constar na lista final e vice-versa.

- NAO SAO ACEITOS ARTIGOS DE OPINIAO.

- Todos os artigos submetidos recebem resposta dos avaliadores e orientacdes para que os autores
possam melhorar seus trabalhos (quando for o caso).

14) As referéncias deverdo ser apresentadas em ordem alfabética , ndo numeradas e com um espaco

entre as mesmas.
IMPORTANTE:
Para as referéncias oriundas de artigos cientificos, OBRIGATORIAMENTE inserir a URL e o ndmero de
identificacdo de DOI (se houver).
Exemplo:
VIJAYARAGHAVAN, K.; JOSHI, U. M. Hybrid Sargassum-sand sorbent: A novel adsorbent in packed column
to treat metal-bearing wastewaters from inductively coupled plasma-optical emission spectrometry. Journal of
Environmental Science and Health, Part A, v. 48, n. 13, p. 1685-1693, 2013. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1080/10934529.2013.815503>. doi: 10.1080/10934529.2013.815503

Outras informacdes pelo e-mail biosfera@innovatio.org.br

REGRAS DO EDITAL
1) A Enciclopédia Biosfera é um periédico cientifico com acesso livre e irrestrito por meio do

site www.conhecer.org.br

_2) Podem ser submetidos artigos cientificos regulares, relatos de caso e revisdes bibliogréficas.

3) Serdao publicados apenas trabalhos inéditos. Ndo serdo aceitos trabalhos com resultados ja
publicados em anais ou suplementos (congressos, simpoésios, encontros, semana académica, jornada) e em
dissertagcaoltese.

4) Por ser uma Enciclopédia, sdo aceitos artigos em quaisquer areas do conhecimento.

5) Cada autor podera submeter até cinco trabalhos por edicdo, mesmo na condi¢do de autor ou co-autor.

6) O artigo podera ter no maximo cinco autores.

7) Os trabalhos devem ser enviados por e-mail, na forma de anexo, ao e-mail biosfera@innovatio.org.br.
O formato do artigo deve ser DOC. N&o ser&o aceitos artigos no formato PDF ou outros. Caso a submisséo
nao ocorra no formato DOC, o artigo sera RECUSADO SUMARIAMENTE.

Além do artigo é necessario o envio dos seguintes documentos:

- Autorizacg&o para publicacdo (VER MODELO DE AUTORIZACAO DE TRABALHO NO FINAL DO EDITAL)
sem 6nus ao Centro Cientifico Conhecer, assinada por todos os autores do trabalho.

- Copia do comprovante de pagamento da taxa de submissao.

- Cheklist devidamente preenchido e assinado pelo autor correspondente (VER CHECK-LIST NO FINAL DO
EDITAL).

Unico: A Enciclopédia Biosfera envia e-mail de confirmacdo do recebimento de cada artigo. Apos a
submissdo a Enciclopédia Biosfera entra em contato somente pelo e-mail que estiver no documento, é
a lunica forma de contato com os autores a ser utilizada. Evitar o uso de e-mail de instituicdo, geralmente

ndo chegam ao destino sendo enviados para lixeira ou span.
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8) Os autores poderao desistir da submissédo do artigo. Se esta desisténcia ocorrer em até 15 dias apods a
submisséo, a taxa de submissao sera devolvida. Apés este periodo, ndo havera devolucdo da taxa de
submisséo.

9) Selecdo dos artigos: Os artigos serdo avaliados pela Comissdo Técnico-Cientifica. Esta avaliacao é feita
na modalidade simples-cego, no qual apenas a identidade dos revisores é mantida em segredo, inclusive
apos a publicacao do artigo.

10) A Comisséo Técnico-Cientifica podera tomar as seguintes deliberagdes:

a) Reprovar o artigo sem observagdes, nos casos de plagio e/ou auto-plagio com qualquer documento ja
publicado mediante relatério do software CopySpider. A taxa de similaridade ndo podera ser maior que 3%.
Maior que esta, o artigo sera RECUSADO SUMARIAMENTE. Este é um software gratuito que pode ser
utilizado pelos autores.

- Copia literal ou aproveitamento de texto de terceiros é considerado plagio. Quando esta cOpia ocorre de um
outro trabalho do proprio autor esta pratica € considerada autoplagio. EVITAR QUALQUER FORMA DE
PLAGIO.

ATENCAO: Conforme o Cddigo Penal Brasileiro, artigo 184, PLAGIO é crime. A puni¢do pode variar desde
pagamento de multa a reclusdo por quatro anos.

b) Reprovar o artigo quando apresentar qualidade técnica insuficiente seja pela inconsisténcia na redacao
cientifica, metodologia e resultados apresentados.

Unico: Um artigo é avaliado pelo minimo de trés avaliadores com mestrado ou doutorado. No caso de
controvérsia de opinides, a editora-chefe sera responsével por fazer nova avaliacdo e tomar a decisao final,
gue pode incluir a solicitacéo de correcdes.

c) Solicitar corre¢fes no artigo mediante parecer dos editores e revisores. Os autores terdo a oportunidade de
realizar os ajustes e uma nova avaliacdo serd conduzida para verificar a consisténcia técnico-cientifica do
trabalho.

d) Aprovar o artigo.

11) Do recurso: A decis&o sobre os artigos pela Comiss&o Técnico-Cientifica sio IRRECORRIVEIS.

12) Publicagéo: Os artigos serdo publicados em formato PDF, sem restricbes, no sitio da revista digital
ENCICLOPEDIA BIOSFERA, de ISSN N° 1809-0583. A inscri¢do do trabalho implica em autorizacdo para a
publicacéo integral, sem qualquer énus ao Centro Cientifico Conhecer. O(s) autor(es) devera entregar junto a
inscricdo a declaragdo de autorizagdo para publicagdo, em anexo. Os trabalhos serdo publicados
conforme datas constantes no inicio deste edital.

13) Para realizar a inscricdo de cada artigo, sera cobrada uma taxa de submissdo no valor de R$ 90,00
(noventa reais). Cépia do comprovante de deposito deve acompanhar a autorizagdo de publicagcdo enviada
por e-mail. O depdsito deve ser realizado: Banco do Brasil , conta n. 24558-5 Agencia 3486-X Titular:
CENTRO CIENTIFICO CONHECER

OBSERVACAO: NAO EMITIMOS NOTA FISCAL RELATIVA A ESTE SERVICO, EMITIMOS RECIBO.

14) Os artigos aprovados para publicacdo deverdo fazer o pagamento de valor complementar de R$ 110,00

(cento e dez reais). Os artigos recusados para publicacdo ndo deverdo fazer o depdsito deste valor
complementar.
15) O artigo sera publicado somente se:

- FOR ACEITO PELA COMISSAO TECNICA-CIENTIFICA,;
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-HOUVER PAGAMENTO DA TAXA DE PUBLICACAO.

16) Os autores que desejarem fazer o pagamento com cartdo de crédito, inclusive de forma parcelada (até
seis vezes), deverao fazer esta solicitacdo pelo e-mail biosfera@innovatio.org.br
17) Os autores estdo cientes que ndo sera devolvido o valor pago referente a submissdo de artigos que
forem recusados.
18) Apds a submisséo do artigo, ndo serd aceita a troca, retirada ou inclusao de autores.
19) As informacdes apresentadas no trabalho séo de responsabilidade exclusiva de seus autores.

Atenciosamente,

Profa. Ivonete Parreira

Presidente da Comissao Editorial e Cientifica
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ANEXO |11 - Normas de publicagédo do Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial
INSTRUCOES AOS AUTORES

O Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial ( JBPML), continuacdao do
Jornal Brasileiro de Patologia, de periodicidade continua, é o érgao oficial da Sociedade
Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML). E indexado no Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), no Periodica € no Chemical
Abstracts, além de ser integrante da base de dados Scientific Electronic Library Online
(SciELO). Destina-se a publicacdo de trabalhos cientificos que contribuam para o
desenvolvimento da area de Medicina Laboratorial e aceita as seguintes categorias: artigos
originais, de revisao, relatos de caso, comunicacdes breves e cartas aos editores. Os
trabalhos podem ser submetidos nos idiomas portugués, inglés ou espanhol, mas o texto
completo sera publicado em inglés e portugués, com resumo em portugués e espanhol.

ANALISE DOS TRABALHOS

O manuscrito recebido sera enviado para, pelo menos, dois avaliadores
independentes, pares cientificos, de renome e com conhecimento especifico na area
contemplada pelo artigo. Apds andlise pelos avaliadores, o editor-chefe do JBPML entrara
em contato com o autor principal comunicando os passos a serem seguidos na aceitacdo do
trabalho para publicacao ou sua eventual rejeigao.

ETICA

Estudos realizados com seres humanos, incluindo 6rgaos e/ou tecidos isoladamente,
bem como prontudrios clinicos ou resultados de exames clinicos, deverdo estar de acordo
com a Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude. Quando pertinente, o trabalho
enviado devera ser acompanhado de consentimento, por escrito, do paciente e de cépia da
aprovacao (certificado) do comité de ética da instituicdo onde foi realizada a pesquisa, em
consonancia com a Declaragao de Helsinki, 1989.

Nos trabalhos experimentais envolvendo animais, devem ser respeitados os
principios éticos de experimentacao animal do Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
(COBEA) e as normas estabelecidas no Guide for Care and Use of Laboratory Animals
(Institute of Laboratory Animal Resources, Commission on Life Sciences, National Research
Council, Washington, D.C., 1996).

As drogas e substancias quimicas eventualmente utilizadas na realizacdao do trabalho
devem ser identificadas com precisdo. Nao devem ser utilizados nomes ou iniciais do
paciente nem informados nomes comerciais, de empresas e/ou registros de hospitais.

RESPONSABILIDADE DA AUTORIA E CONFLITO DE INTERESSES
De acordo com as diretrizes elaboradas pelo International Committee of Medical
Journal Editors (ICMJE), atualizada em 2013, a autoria deve ser validada para: a)
concepgao e projeto do trabalho ou aquisicdo, analise e interpretacdo dos dados; b)
redacao inicial do artigo ou revisdo critica do seu conteudo; c) aprovacao final da versao
para publicacdo; d) responsabilidade para todos os aspectos do trabalho, garantindo que
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questdes relacionadas com acurdacia ou integridade de qualquer parte do trabalho sejam
adequadamente investigadas e analisadas. Todos os autores listados no artigo devem
preencher os quatro critérios de validacao de autoria para serem designados como tal. Os
participantes do trabalho que nao preencherem os quatro critérios devem ser incluidos na
seccao de Agradecimentos (Acknowledgements). O autor principal deve especificar a
contribuicdo de cada um nas diferentes etapas do estudo.

Do mesmo modo, o autor principal deve declarar ou negar a existéncia de possiveis
conflitos de interesse. Caso exista algum conflito, ele deve ser especificado como nota no
final do artigo.

TITULACAO

O nome dos autores devera ser referido da seguinte forma: primeiro nome e ultimo
sobrenome serdo grafados por extenso e nomes intermediarios serdo abreviados.
Acrescentar apos o nome de cada autor seu respectivo ORCID. Deve-se inserir nos créditos
apenas a Instituicdo onde cada autor atua. O nome da instituicido sera grafado em
portugués ou no idioma do pais sede da instituicdo, relacionado por niumero ao nome dos
autores correspondentes.

RESUMOS E UNITERMOS

Independentemente do idioma no qual o trabalho foi escrito, devem constar dois
resumos: um em portugués (Resumo) e outro em inglés (Abstract). Os resumos devem
identificar os objetivos, os procedimentos e as conclusdes do trabalho (maximo de 250
palavras para artigos originais e artigos de revisao; e maximo de 100 palavras para relatos
de caso e comunicagdes breves).

Os unitermos, palavras que representam o assunto tratado no trabalho, devem ser
em numero de trés a seis, utilizando o vocabulario controlado Descritores em Ciéncias da
Saude (DeCS) da BIREME, acrescidos de outros termos, quando necessario. Devem ser
apresentados em portugués e inglés.

AGRADECIMENTOS

Devem ser breves, diretos e dirigidos apenas a pessoa ou a instituicdo que contribuiu
substancialmente para a elaboracao do trabalho. Devem ser incluidos apds as conclusdes e
antes das referéncias bibliograficas.

ESTRUTURA DO TEXTO

Artigos originais

Sao contribuicbes destinadas a divulgar resultados de pesquisa original, inédita, que
possam ser replicados ou generalizados. Os artigos podem conter até 4 mil palavras. A sua
estrutura formal deve seguir o esquema de apresentacao do texto para esse tipo de artigo:
Introducdo, Objetivos, Material e Método, Resultados, Discussdo, Conclusdes e Referéncias.

O uso de subtitulos é recomendado, particularmente na Discussdo. Implicacdes
clinicas e limitagdes do estudo devem ser claramente apontadas. Sugere-se o detalhamento
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do tdépico Material e Método. Para esses artigos, exige-se a apresentacdao de resumos
estruturados em portugués e inglés, com cabecalhos obedecendo a apresentacao formal do
artigo: Introducdo, Objetivos, Material e Método, Resultados, Discussdo, Conclusdes e
Referéncias. O Abstract (resumo em inglés) deve ser precedido pelo titulo em inglés. As
referéncias devem aparecer no final do texto, obedecendo as normas especificadas a
seqguir.

Comunicacgoes breves

Sao relatos curtos que devem apresentar: 1) dados de estudos preliminares com
achados sugestivos que garantam uma investigacao mais definitiva; 2) estudos de
replicacdo; e 3) estudos negativos de tdépicos importantes. Esses artigos devem ter até
1.500 palavras, incluir resumo ndo estruturado e, no maximo, uma tabela ou figura, além
das referéncias.

Arte na ciéncia

Nesta secdo, serao aceitas manifestacdes artisticas relacionadas com a ciéncia e
documentacdes cientificas que possam ser consideradas como arte. Incluem-se, mas nao
esgotam as possibilidades, textos literarios, poemas, fotografias, quadros e figuras.

Artigos de revisao
Serao aceitos apenas mediante convite.

AvaliacOes criticas sistematizadas da literatura sobre determinado assunto, devem
incluir conclusdes e ter até 5 mil palavras. A organizacao do texto, com excecao de
Introducao, Discussdo e Conclusao, fica a critério do autor. Para esses artigos, exige-se um
resumo estruturado no idioma do texto e outro em inglés. Uma lista extensa de referéncias
bibliograficas deve aparecer no final do texto.

Artigos de atualizacao

Sao trabalhos descritivos e interpretativos com base na literatura recente sobre a
situacdo global em que se encontra determinado assunto. Devem conter até 3 mil palavras.
A estrutura do texto fica a critério do autor, mas deve haver um resumo ndo estruturado no
idioma do texto e outro em inglés, além de referéncias bibliograficas.

Relatos de caso

Sdo trabalhos de observagoes clinicolaboratoriais originais, acompanhados de analise
e discussdo. Devem conter até 1.500 palavras. A estrutura deve apresentar, no minimo, os
seguintes tdpicos: Introdugao, Relato(s) dos(s) caso(s) e Discussdo. Incluir um resumo nao
estruturado no idioma do texto e outro em inglés.

Cartas aos editores

Inclui cartas que visam a discutir artigos recentes publicados na revista ou a relatar
pesquisas originais ou achados cientificos significativos. Cartas breves, com no maximo 500
palavras (incluindo referéncias, sem tabelas ou figuras), serdao consideradas se estiver
explicita a frase "para publicacao".

REFERENCIAS
As referéncias bibliograficas devem aparecer no final do artigo, e ser numeradas
sucessivamente pela ordem em que sao mencionadas pela primeira vez no texto. Devem
seguir as normas do Estilo Vancouver. Os titulos dos periddicos deverdo ser referidos na
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forma abreviada de acordo com o Index Medicus (List of Journals Indexed in Index
Medicus). Se a lista de referéncias nao seguir a norma adotada, os trabalhos serao
imediatamente rejeitados, sem revisao de conteudo.

Os autores devem certificar-se de que as referéncias citadas no texto constam da
lista de referéncias com datas exatas e nomes de autores corretamente grafados. A
exatidao das referéncias bibliograficas é de responsabilidade dos autores. Comunicagoes
pessoais, trabalhos inéditos ou em andamento poderdo ser citados, quando absolutamente
necessarios, mas ndao devem ser incluidos na lista de referéncias bibliograficas; apenas
mencionados no texto ou em nota de rodapé. A lista de referéncias deve seguir o estilo dos
exemplos abaixo.

Exemplos:

e Artigos de perioédicos (um sé autor)
Fry PH. O significado da anemia falciforme no contexto da 'politica racial' do governo
brasileiro 1995-2004. Hist Cienc Saude Manguinhos. 2005; 12: 347-70. PubMed PMID:
16353330.
e Artigos de periodicos (até seis autores)
Barbosa AJA, Queiroz DM, Mendes EN, Rocha GA, Lima GF Jr, Oliveira CA.
Immunocytochemical identification of Campylobacter pylori in gastritis and correlation with
culture. Arch Pathol Lab Med. 1988 May; 112(5): 523-5. PubMed PMID: 3282485.
o Artigos de periodicos (mais de seis autores)
Rocha GA, Queiroz DM, Mendes EN, et al. Indirect immunofluorescence determination of the
frequency of anti-H. pylori antibodies in Brazilian blood donors. Braz J Med Biol Res. 1992;
25(7): 683-9. PubMed PMID: 1342599.
e Artigo de periddico on-line
Polgreen PM, Diekema DJ, Vandeberg J, et al. Risk factors for groin wound infection after
femoral artery catheterization: a case-control study. Infect Control Hosp Epidemiol

[Internet]. 2006 Jan; 27(1): 34-7. Disponivel
em: http://www.journals.uchicago.edu/ICHE/journal/issues/v27n1/2004069/2004069.web.
pdf.

e Livros no todo (dois autores)
Eyre H], Lange DP. Informed decisions: the complete book of cancer diagnosis, treatment,
and recovery. 2nd ed. Atlanta: American Cancer Society; 2002.
e Capitulos ou parte de livro editado por outro autor

Mendeenhall WM. Treatment of head and neck cancer. In: DeVita VT Jr, Lawrence TS,
Rosenberg SA , editors. Cancer: principles and practice of oncology. 9th ed. Philadelphia,
PA: Lippincott Williams & Wilkins; 2011. p. 729-80.
e Parte de livro em meio eletronico
Sao Paulo (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e organizagdes ambientais em
matéria de meio ambiente. In: Sao Paulo (Estado). Entendendo o meio ambiente. Sao
Paulo; 1999. v. 1. Disponivel em: http://www.bdt.org/sma/entendendo/atual/htm.
e Evento em meio eletronico
Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza's computational effort statistic for genetic
programming. In: Foster JA, Lutton E, Miller J, Ryan C, Tettamanzi AG, editores. Genetic
programming. EuroGP 2002: Proceedings of the 5th European Conference on Genetic
Programming; 2002 Apr 3-5; Kinsdale, Ireland. Berlin: Springer; 2002. p. 182-91.
e Tese ou dissertacao
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Silva MAL. Estudo da identificacdo de haplétipos e a relacdo com as manifestagoes clinicas
em pacientes com doenca falciforme. 2008. [dissertacdao]. Programa de pds-graduacao em
Ciéncias Médicas, Universidade Federal do Rio Grande do Sul; 2008.
¢ Citacoes no texto
Devem ser identificadas por algarismos arabicos (numeros-indice). Podem também ser
acrescentados o nome do autor € o ano. As referéncias com mais de um autor devem
conter o sobrenome do autor seguido da expressao et al., como, por exemplo, Higashi et al.

TABELAS E FIGURAS

As tabelas deverdo ser numeradas consecutivamente com algarismos arabicos e
encabecadas por seu titulo, recomendando-se a nao repeticdo dos mesmos dados em
graficos. Na montagem das tabelas, seguir as normas de apresentacdo tabular
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Estatistica e publicadas pela Fundacdo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 1993).

As ilustracdes (graficos, fotografias, desenhos etc.) deverdao ser numeradas
consecutivamente com algarismos ardbicos e citadas como figuras. Devem ser
suficientemente claras para permitir sua producao. Os graficos deverao vir preparados em
programa processador de graficos. Deverdao ser indicados os locais aproximados no texto
onde as ilustragdes serdo intercaladas como figuras.

O SGP aceita a importacdo de tabelas, imagens e graficos em arquivo eletrénico nos
seguintes formatos: jpg, gif, psd, tif e png.

ABREVIACOES E NOMES DE MEDICAMENTOS

As abreviagdes devem ser indicadas no texto no momento de sua primeira utilizagao.
Empregar o nome genérico de medicamentos e indicar a fonte de componentes ndo
disponiveis para prescrigao.

As unidades de medida, inclusive suas abreviaturas, devem ser expressas no sistema
métrico decimal e, quando o autor assim o desejar, também no Sistema Internacional (SI)
entre parénteses.

CONTATO COM A SECRETARIA DO JBPML

Sociedade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial
Tel.: +55 (21) 3077-1400
e-mail: jbpml@sbpc.org.br

COMO SUBMETER UM ARTIGO AO JPBML
1. Entre em www.jbpml.org.br.
2. Se vocé ja é cadastrado, digite seu login e sua senha e clique no botdo

"Entrar no SGP".

Se ainda nao é cadastrado, clique em "Quero me Cadastrar".
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3. Primeiro passo: no campo "Informe seu Email", cadastre o e-mail que sera usado
para receber os avisos e informacdes do Sistema de Gestdao de Publicacdes (SGP).

Clique em "Continuar cadastro".

4. Segundo passo: preencha os campos do cadastro. Atencao: os campos marcados
com * sdo obrigatorios.

Clique em "Continuar cadastro". Aparecerd a mensagem "Seu cadastro no SGP foi
concluido com sucesso". Um e-mail com o login e a senha informados sera enviado para
seu enderego cadastrado.

Nesta mesma pagina, clique em "Voltar".

5. Vocé serd encaminhado a pagina inicial do SGP, com login e senha. Nesta pagina,
digite o login e a senha que vocé cadastrou e clique em "Entrar no SGP".

Obs.: 0 login e a senha estdao no e-mail que o SGP lhe enviou no final do seu
cadastro.

6. Na pagina de abertura do SGP aparece uma mensagem informando ser esta a
primeira vez que vocé acessa o sistema. Caso contrario, a mensagem informa quantas
vezes ja o acessou, data e hora do Ultimo acesso e que vocé tem acesso com nivel de
autor.

7. Observe o menu do lado esquerdo da tela. Se vocé ainda ndo submeteu nenhum
artigo pelo SGP, todos os itens do menu estdo indicados com quantidade "zero".

8. Para submeter um artigo, clique em "Submeter novo artigo para Jornal Brasileiro
de Patologia e Medicina Laboratorial".

9. Janela "Passo 1": informar a classificagao do artigo (manuscrito):

¢ Artigo de revisao
e Artigo original
e Carta ao editor
e Comunicacao breve
¢ Relato de caso
Cliqgue na opgao correspondente a classificacdo do artigo. Por exemplo: Artigo
original.

10. Janela "Passo 2": anexar imagens e/ou graficos usados no artigo. Todas as
imagens e/ou graficos devem estar em um dos seguintes formatos: jpg, gif, png, pdf ou tif.

ApOs anexar imagens/graficos, clique em "Enviar imagens". Caso o artigo ndo tenha
imagens, cliqgue em "Nao necessito enviar imagens".

11. Nesta janela o autor pode conferir as imagens que enviou e enviar mais. Caso
nao tenha enviado imagens, aparecerd a mensagem "Nenhuma imagem foi enviada pelo
autor".

Clique em "Proximo".
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12. Janela "Passo 3": inserir/editar/excluir novos coautores. Para cada novo coautor
devem ser preenchidos os campos "Nome", "Titulagdo", "Cargo" e, opcionalmente, CPF
(pedido para posteriormente gerar o termo de Copyright, que garante os direitos autorais).

A ordem de importéncia dos autores pode ser alterada clicando nas setas amarelas
(para cima ou para baixo). O primeiro nome serd considerado o autor principal, e os
demais, coautores. Apds inserir/editar/excluir novos coautores, clique em "Gravar" e em
"Préximo".

Se nao houver novos coautores, clique em "Proximo".

13. Janela "Passo 4": preencher com o titulo do artigo e descritores (palavras-chave

ou key words). Essas informacOes devem ser escritas na lingua nativa do autor (por
exemplo, portugués ou espanhol) e em inglés.

Clique em "Proximo".

14. Janela "Passo 5": preencher com o resumo (abstract). O autor também pode
incluir informacdes adicionais, como o nome da instituicdo, nome e endereco para
correspondéncia e se recebeu suporte financeiro. Também é possivel redigir uma Carta ao
Editor contendo informacdes adicionais que considere importantes. Somente o editor tera
acesso a esta carta. Clique em "Proximo".

15. Janela "Passo 6": redigir o artigo propriamente dito. E fornecido um editor de
texto com os comandos necessarios para formatacdo. E possivel "colar" um texto j& escrito
e formatado em MS Word. Clicar em "Préximo".

16. Janela "Passo 7": Transferéncia de Declaracao de Direitos Autorais (Copyright
Transfer Statement). Preencher os campos solicitados, imprimir e enviar para a SBPC/ML
pelo fax (21) 2205-3386. Clicar em "Proximo".

15. Janela "Passo 8": formato de visualizagao do artigo (html ou pdf). Nesta janela, o
autor decide se vai submeter o artigo ou vai exclui-lo e desistir de fazé-lo.

16. Janela "Concluido": indica que vocé terminou o processo de submissao do artigo.

19. Vocé receberd um e-mail comunicando que o artigo foi submetido a avaliacgao.

Hu-ia{] LILACS

Indexadores
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ANEXO IV — Normas de publicacdo da Revista da Sociedade Brasileira de Med. Tropical
INSTRUCTIONS

Scope and policy

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical/Journal of the Brazilian Society of
Tropical Medicine is a multidisciplinary, open-access, and peer-reviewed journal publishing original
research from all fields of tropical medicine (including epidemiology, clinical studies, pathology, and
immunology) and infectious diseases. It is the official journal of the Brazilian Society of Tropical
Medicine. The journal publishes Major Articles, Short Communications, Case Reports, Editorials,
Letters to the Editor, Images in Infectious Diseases, Technical Reports, Obituaries, and Special
Numbers (supplements). Review articles are invited by the Editor or Associate Editors. The journal
publishes manuscripts only in English. Its content is freely accessible to readers, and no
publication fee is charged from the authors.

From 2017, the journal has established that the authors will be requested to send the certificate of
English review and editing by a professional English editing company during the manuscript
submission process.

From January 2019, Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical/Journal of the
Brazilian Society of Tropical Medicine has adopted the yearly continuous publication modality,
which is available online on SciELO database.

Review policy

Submission to Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical/Journal of the Brazilian
Society of Tropical Medicine implies that the manuscript has not been published previously (except

in abstract format), and that it is not being considered for publication elsewhere.

Manuscripts submitted for publication in this journal are initially evaluated by the administrative staff to
ensure compliance with the journal guidelines. The manuscripts that meet the basic requirements are
then sent to reviewers for evaluation through a peer-review system. The journal editors will use
detailed reports from the reviewers to decide whether to accept a submitted paper. In case of a
difference of opinion among the reviewers, the manuscript will be sent to another reviewer to validate
the final editorial decision, in accordance with the submission workflow of the journal (available
online at http://www.scielo.br/revistas/rsbmt/iinstruc.htm#006).

Manuscripts must be written in English and submitted electronically using the following
link: http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo

Poor use of English language in manuscripts is the major cause of delay in publication. We
strongly advise authors with English as a foreign language to have their manuscripts
preferably translated and edited by a professional English translation and editing company, or
checked by a scientist who is a native English speaker. A copy of the certificate should be sent to
the journal.

The editorial office can be contacted at the following address:

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical/Journal of the Brazilian Society of
Tropical Medicine

e-mail: rsbmt@rsbmt.uftm.edu.br
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Fast-track submissions: According to the established editorial policy, manuscripts considered
eligible for fast-track evaluation by the Journal’s Editors will be peer-reviewed within one week and, if
accepted, they will be published within four to eight weeks. Disease priority will be determined by the
Editorial Board according to its epidemic occurrence in Brazil or worldwide.

Preprints: Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical/Journal of the Brazilian
Society of Tropical Medicine supports the international initiatives that resulted in a more transparent
editorial process, currently known as the “Open Science” tendency. Thus, manuscripts deposited in
the preprint server (bioRxiv) could be submitted to Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical/Journal of the Brazilian Society of Tropical Medicine. The peer-review process for
articles based on preprint servers will be decided by the Journal’s Editorial Board.

(https://blog.scielo.org/en/2019/10/23/tropical-medicine-infectious-and-parasitic-diseases-journals-
align-with-open-science-editorial-practices/#.XbMJH5JKIJA).

Manuscript types

The journal invites the following types of manuscripts for consideration: Major Articles, Review and
Mini-Review Articles, Editorials, Short Communications, Case Reports, Obituaries, Technical Reports,
Images in Infectious Diseases, Letters to the Editor, and Special Numbers (Supplements).

Major Articles: Major Article manuscripts must report original research, not previously published or in
consideration for publication elsewhere. Major articles have a limit of 3,500 words (excluding the
abstract, title, references, and illustrations). Manuscripts must include a structured abstract of not
more than 250 words, organized using the following headings: Introduction, Methods, Results, and
Conclusions. The manuscript text should be organized into the following sections: title, running title,
structured abstract, keywords (three to six), manuscript text (Introduction, Methods, Results, and
Discussion), acknowledgments, conflict of interest statement, financial support, references, and figure
legends. A total of five illustrations (tables and figures) are allowed.

Systematic Reviews and meta-analyses: We consider submissions with systematic reviews and
meta-analyses as research articles. Authors may submit these manuscripts by selecting the “major
articles” modality. Reports of systematic reviews and meta-analyses must adhere to the PRISMA
(http://www.prisma-statement.org) Statement or other guidelines applicable to the study design.

Review Articles: Review articles should present a critical review of recent trends and progress in the
study of infectious diseases/tropical medicine, rather than a simple literature review. Review articles
are usually invited by the Editor or Associate Editors. Review articles have a limit of 3,500 words
(excluding the abstract, title, references, and illustrations) and should be accompanied by a non-
structured abstract of up to 250 words. Five illustrations (tables and figures) are allowed. The journal
also publishes mini-reviews. These articles have a limit of 3,000 words (excluding the abstract, title,
references, and illustrations) and must be accompanied by a non-structured abstract of up to 250
words. Mini-reviews may contain up to three illustrations (tables and figures). The manuscript should
be organized into the following sections: title, running title, abstract (non-structured), manuscript text,
acknowledgments, conflict of interest statement, financial support, references, and figure legends.

Editorials: Editorials are typically written on invitation, bearing in mind the scope of the journal and its
editorial policy. Editorials have a limit of 1,500 words, and do not require an abstract and keywords.
They may use one illustration (table or figure), and should have a conflict of interest statement, and a
list of 10 or fewer references.

Short Communications: Short communication manuscripts should be reports on exciting new
results/techniques of research or investigation in areas within the scope of the journal. Such articles
have a limit of 2,000 words (excluding the abstract, title, references, and illustrations). They should
have a structured abstract of not more than 100 words (with the subheadings: Introduction, Methods,
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Results, and Conclusions) and may include up to 15 references. Up to three illustrations (tables and
figures) are allowed. Three to six keywords are allowed. The body of the manuscript should not be
divided into topics or subheadings. Acknowledgments, conflict of interest statement, and financial
support must be included.

Case Reports: Case Reports must be brief reports with a limit of 1,500 words (excluding the abstract,
title, references, and illustrations), with a maximum of three illustrations (tables and figures), up to 12
references, three keywords, and a non-structured abstract of up to 100 words. The body of the
manuscript should be divided according to the following headings: Introduction, Case report,
Discussion, References, and Figure legends. Acknowledgments, conflict of interest statement, and
financial support must be included.

Technical Reports: Technical reports should be concise reports on the results and recommendations
of a meeting of experts. Such reports may be also considered if they are formatted as an editorial.

Images in Infectious Diseases: An Images in Infectious Diseases submission must include up to
three photographs/figures with the best possible quality. Up to three authors and three references are
allowed. The maximum length of such an article is 250 words (excluding title and references), with an
emphasis on figure description. The theme should involve the clinical lesson clarified by appropriate
illustrations and figure descriptions.

Letters to the Editor: Readers are encouraged to write about any topic related to infectious diseases
and tropical medicine that fits into the scope of the journal. Letters should be no longer than 1,200
words, without abstract and keywords, and with only one illustration (table or figure). Letters may
discuss material previously published in the journal and cite up to 12 references.

Special Numbers: Proposals for special numbers (supplements) must be made in writing to the
Editor and/or Guest Editor. They will be evaluated on the basis of suitability of the topic, program
organization, scientific format or production, according to the scope of the journal.

Manuscript preparation

Authors are advised to read these instructions carefully and follow them closely to ensure the timely
and efficient review and publication of their manuscript. The editors reserve the right to return

manuscripts that do not comply with these guidelines.

Online submission system: All manuscripts to be considered for publication in the journal should be
submitted in electronic form via the online submission system
at http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo. The author must choose one manuscript category
from the “Manuscript types” menu: Major Article, Editorial, Review Article, Mini-Review, Short
Communication, Case Report, Technical Report, Images in Infectious Diseases, Letter to the Editor,
Authors’ Reply, or Other (when a submission does not fit any other category). Authors and co-authors
are entirely responsible for the contents of the manuscript.

Cover Letter: a) It must contain a statement that the proposed manuscript describes original research
and is not published or under consideration for publication by another scientific journal. The cover
letter must also state that the data/results of the manuscript are not plagiarized. b) The letter must be
signed by all authors and, when strictly impossible, the first and the last author may sign by proxy for
the other co-authors. c) The authors must include a declaration of their agreement that the
manuscript, after submission, may not have the order or the number of authors altered without
providing any justification and/or information to Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical or Journal of the Brazilian Society of Tropical Medicine. d) The authors must declare
that if the manuscript is accepted for publication, they agree to the transfer of all copyrights to the
journal.
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Authors must state the server, period, and DOI code in the Cover Letter when uploading a manuscript
to the preprint server.

Authors’ contribution: The authors must provide one or more contributions each, specifying the
contribution of each author to the study, in a separate document, in the submission system. The
authors’ contributions will be published at the end of the manuscript.

Supplemental material: it is defined as files related to a specific manuscript, which authors supply for
publication linked to their manuscripts. Generally, they are additional pieces to the article that could
not be included in the issue, such as appendices, spreadsheets, tables, figures that is impossible to
present within the article. All supplementary material will be sent to reviewers for peer review. The
Editor-in-Chief, Associated, and Section Editors will define the about limits for received supplementary
material.

We strongly recommend that Supplementary Material uploaded into the system be in the following
format:

— Preferable be uploaded in PDF format or provide link to access files;

— Supplementary tables and figures with five or more pieces please provide a PDF file. Providing
small size files for quick download purposes.

Manuscript Template

The manuscript should be prepared using a word processing software, and saved as a .doc or .docx
file. Preferred font is Times New Roman, size 12, with double spacing throughout the text, figure
legends, and references, with margins of at least 3 cm. Organize the manuscript into the following
sections: Cover Letter (addressed to the Editor-in-Chief), Title Page, including Manuscript Title,
Running title, Abstract, Keywords, followed by Manuscript Text, Conflict of Interest statement,
Acknowledgments, Financial Support, References, and Figure Legends. Cover Letter, Title Page,
Acknowledgments, and Financial Support must be provided as separate documents. Abbreviations
should be used sparingly.

Title Page: The title page should include the authors’ names in direct order and without abbreviations,
along with institutional affiliations in the following sequence: author’s institution, department, city, state,
and country. For Brazilian authors, please do not translate the names of institutions. Complete address
of the corresponding author must be specified, including telephone number and e-mail address. The
number of authors and co-authors per paper should be limited in accordance with the number of
authors that contributed to the manuscript. Except for national and international multicenter studies, up
to 20 authors and co-authors will be allowed. The remaining authors’ names will be published in a
footnote. Provide the ORCID number of the corresponding author and all co-authors.

Potential reviewers: Authors must provide names and contact information (e-mail address and
institutional affiliations) of three potential unbiased reviewers, from an institution different from that of
the authors.

Title: The title should be as concise, clear, and informative as possible. It should not contain
abbreviations and should not exceed 250 characters.

Running Title: The running title may include up to 100 characters.

Structured Abstract: The structured abstract should summarize the results obtained and the major
conclusions in such a way that a reader not already familiar with the particular topic of the paper can
understand the implications of the article. The abstract should not exceed 250 words and must be
structured with the following headings: Introduction, Methods, Results, and Conclusions. The use of
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abbreviations should be avoided.

Keywords: Three to six keywords should be listed immediately below the structured abstract
(Example: Tuberculosis. Primary health care. Structure of services.). Please visit the
website https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh for reference.

Introduction: The article’s introduction should be brief, and stating the purposes for which the study
has been performed. Previous studies should be cited only when essential.

Methods: The methods used in the study should be clear and sufficiently detailed, so that the readers
and reviewers can understand precisely what has been done and allow replication of the study by
others. Standard techniques only need to be referenced.

Ethics: If the work involves human subjects, the author should indicate that the procedures followed
were in accordance with the ethical standards of the responsible committee on human experimentation
(institutional, regional, or national) and in accordance with the principles of Declaration of Helsinki,
1964, as revised in 1975, 1983, 1989, 1996, and 2000. For animal experiments, the author should
indicate whether a national research council’s guide for animal experimentation or any law on the care
and use of laboratory animals was complied with. The approval number must be sent to the journal. In
case of research on humans, authors must include in the methods section (ethical considerations
subsection), a statement that the study was approved by the Institutional Ethics Committee.

Clinical trials: In the case of clinical trials, the manuscript should be accompanied by the registration
number and agency of registration of the clinical trial (REBEC platform).

Results: The results section should be a concise and impersonal account of the new information (all
relevant positive and negative findings) revealed by the study. Avoid repeating in the text the data
presented in the tables or illustrations and use past tense to write the results.

Discussion: The discussion section should be limited to the significance of the new information and
tightly argued, considering the clinical relevance, strengths, and study limitations. Do not include a
general review of the topic. Keep the discussion concise and relevant. The main conclusions should be
presented as the last paragraph of the discussion section.

Acknowledgments: Any acknowledgments should be short, concise, and restricted to those that are
necessary and do not meet the authorship criteria. In case of sponsoring institutions, do not use
acronyms.

Conflict of Interest: All authors are required to disclose any type of conflict of interest during the
development of the study.

Financial Support: List all the financial support received from agencies, institutions, and other
organizations that funded a part or whole of the research.

References: Only references cited in the text should be included in the list at the end of the
manuscript. The references should be numbered consecutively in progressive order using Arabic
numerals as they appear in the text. The reference list should be formatted according to the Vancouver
style. All authors, up to six, must be listed. For seven or more authors, list the first six, followed by “et
al.” Type the reference list on a separate page at the end of the manuscript, using double spacing.

Numbered references to personal communications, unpublished data, or manuscripts either “in
preparation” or “submitted for publication” should not be listed among the references. Papers accepted
for publication should be referred to as “in press” and the letter of acceptance of the journal must be
provided. Such material can be incorporated at the appropriate place in the text in accordance with the
following examples: (AB Figueiredo: Personal Communication, 1980), (CD Dias, EF Oliveira:
Unpublished Data). In-text citations should be indicated using the appropriate reference numbers as

170


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh

superscripts to the corresponding word, separated by comma or hyphen, example, World*?, Life****,
The references at the end of the manuscript should follow the system used in ‘the uniform requirements
for manuscripts submitted to biomedical journals’ (for more information, please
visit http://www.nlm.nih.gov/citingmedicine). The titles of journals referenced should be abbreviated
according to the style wused in thelndex Medicus (for more information, please
visit https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals).

Responsibility for the bibliographic citations in the text and reference list lies entirely with the authors.
Following are the sample references:

1. Articles from journals: Last names and initials of the six cited authors (For seven or more
authors, list the first six, followed by “et al.”), full title of the article (in original language), abbreviated title
of the journal (can be found at: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals), year of publication,
volume number, the first and the last page numbers.

Example 1: Petitti DB, Crooks VC, Buckwalter JG, Chiu V. Blood pressure levels before dementia. Arch
Neurol. 2005;62(1):112-6.

Example 2: Freitas EC, Oliveira MF, Vasconcelos ASOB, Filho JDS, Viana CEM, Gomes KCMS, et al.
Analysis of the seroprevalence of and factors associated with Chagas disease in an endemic area in
northeastern Brazil. Rev Soc Bras Med Trop. 2016;50(1):44-51.

2. Book chapter: Cite last names and initials of all Authors of the chapter, Chapters’ full title,
Editors, Title of book, edition, Place of Publication: Publisher, Year of publication, chapter pages.

Example: Blaxter PS, Farnsworth TP. Social health and class inequalities. In: Carter C, Peel JR,
editors. Equalities and inequalities in health. 2nd ed. London: Academic Press; 1976. p. 165-78.

3. Book: Last names and initials of the authors, Title of book, edition, Place of Publication:
Publisher, Year of publication, Pagination.

Example: Carlson BM. Human embryology and developmental biology. 4th ed. St. Louis: Mosby; 2009.
541 p.

4, Websites: Author/organization’s name. Title of the page [Internet]. Place of publication:
Publisher's name; Date or year of publication [updated yr month day; cited yr month day]. Available
from: URL

Example: Diabetes Australia. Diabetes globally [Internet]. Canberra ACT: Diabetes Australia; 2012
[updated 2012 June 15; cited 2012 Nov 5]. Available from: http://www.diabetesaustralia.com.au/en/
Understanding-Diabetes/DiabetesGlobally/

5. Dissertation/PhD Theses: Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical/Journal of
the Brazilian Society of Tropical Medicine will not accept the citation of dissertations for a Master of
Science, PhD theses, or similar material.

6. World Health Organization (WHO). Chemotherapy of leprosy for control programmes. Technical
Report Series 675. Geneva: WHO; 1982. 36 p.
7. Ministério da Saude (MS). Secretaria de Vigilancia em Saude. Sistema Nacional de Vigilancia

em Saude — Relatério de Situag&o: Mato Grosso do Sul. 52 edi¢do. Brasilia: MS; 2011. 39 p.

Illustrations: All illustrations should be submitted as separate files, and named using only the figure
number (e.g., Figure 1, Figure 2). All figures should be numbered using Arabic numerals and cited
consecutively in the text. Authors can upload colored, or black and white figures.

Titles and Legends: Titles and legends should be typed at the end of the manuscript with double
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spacing.

Dimensions: The dimensions of the illustrations and figures should not exceed 18 cm width by 23 cm
height. The correct specifications for each figure format are as follows:

o Images/Photographs must be submitted in high-resolution TIFF format. Verify that the
photograph must have been taken at a minimum resolution of 600 dpi—preferably between 900 and
1200 dpi—and prepared using an image editing program (e.g., Adobe Photoshop, Corel Photo Paint).

o Graphics should be created using any statistical software and saved/exported using the
original extensions (.xls, .xIsx, .wmf, .eps., or .pdf).
o Maps should be professionally vectorized (drawn) in high resolution using CorelDraw or Adobe

Illustrator software.

Tables: Tables should be typed with single spacing, with a short descriptive title (positioned above the
table), and submitted as separate files. Legends for each table should be placed below the table. All
tables should be numbered using Arabic numerals and cited consecutively in the text. Tables should
not have vertical lines, whereas, horizontal lines should be kept to a minimum. Tables should be a
maximum of 18 cm wide by 23 cm high, using Arial, size 9 font.

Submission Process: All manuscripts should be submitted online
at http://mc04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo in accordance with the instructions at the top of each
screen. The peer review process is performed completely online.

On Resubmissions and Revisions: The journal differentiates between: a) manuscripts that have been
rejected, and b) manuscripts that will undergo further consideration after requested changes have been
made.

Resubmissions: If you have received a letter of rejection and wish the editors to reconsider their
decision, you may resubmit your manuscript. In this case, your file will be considered a new submission
and you will receive a new manuscript number.

Revision: If the peer reviewers recommend revising your manuscript, please send it for a second
analysis and review, forwarding the revised manuscript with the same manuscript number as the
original.

After Acceptance: Once a manuscript is accepted for publication, the publication process includes the
following steps:

1. a) A copyright assignment form, provided by the journal’s secretary and signed by the authors,
must be returned to the journal.
2. b) Proofs will be sent to the corresponding author to be carefully checked for typesetting

accuracy. Changes or additions to the edited manuscript cannot be allowed at this stage of the editing
process. The corrected proofs should be returned to the journal as soon as possible after their receipt
by the corresponding author.

3. c¢) Erratum requirements will only be accepted in case of confirmation of the fault on part of the
technical staff of Journal of the Brazilian Society of Tropical Medicine.

4, d) Accepted articles will be available in a continuous publication modality online on SciELO
database.

Page Charges: There will be no page charges for publication in this journal.

Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical/Journal of the Brazilian Society of
Tropical Medicine does not provide any kind of translation service.

Workflow
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SUBMISSION WORKFLOW OF REVISTA DA SOCIEDADE BRASILEIRA DE MEDICINA TROPI
SOCIETY OF TROPICAL MEDICINE

All manuscripts to be considered for publication in Revista da Sociedade Brasileira de Medici
Society of Tropical Medicine should be submitted in electronic form via
(http://mcO04.manuscriptcentral.com/rsbmt-scielo).

Journal’s review policy (workflow):

1 — All manuscripts submitted for publication in the journal are initially evaluated by the journal’s adr
complies with the journal’s rules.

2 — Manuscripts that meet the standards of the journal are evaluated by the Editor, Associate Editors,
they fit into the scope and editorial policy of the journal. Subsequently, the administrative staff sends thi

3 — The Editor-in-Chief (or Associate/Section Editors) assigns the manuscript to the reviewers.

4 — Each submitted manuscript is sent to at least two reviewers in a double-blinded manner, and
generation of a reasoned report (peer-review system), which is used by the editors to decide whether 1
of difference of opinion among the reviewers, the manuscript is sent to a third reviewer to help reach i
board.

5 — Reviewer comments (free form review) are forwarded to the corresponding author to address the qt

6 — The authors must respond to the queries, point by point, of each reviewer, highlighted with a differe
version of the manuscript in accordance with the journal’s guidelines. The revised version is sent bac
and reasoned report on the manuscript.

7 — Reviewers’ scores of the manuscript and the authors’ responses are analyzed by the Editor, Associ
8 — The Editor-in-Chief makes the final decision regarding acceptance or rejection of the manuscript for
9 — The final editorial decision is sent to the authors.

10 — After this step, the editing process is initiated. The accepted manuscripts are sent for English editii
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APENDICE I — Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE)

Convidamos o(a) senhor(a) para participar como voluntario (a) da pesquisa “MONTAGEM E
VALIDACAO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DETECCAO DE ANTICORPOS IgG
DE ZIKA VIRUS”. Meu nome ¢ Christiane Oliveira Lima Licinio e sou a pesquisadora responséavel.
Sou biomeédica, inscrita no Conselho de Classe CRBM-3 sob numero 1229. Apds receber o0s
esclarecimentos e as informacOes a seguir, se vocé aceitar fazer parte do estudo, rubrique todas as
paginas e assine ao final deste documento, que esta impresso em duas vias, sendo que uma delas é
sua e a outra pertence a pesquisadora responsavel. Esclareco que em caso de recusa na participacao
vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma. Mas se aceitar participar, as duvidas sobre a pesquisa
poderdo ser esclarecidas pela pesquisadora responsavel, via e-mail (chrislima28@hotmail.com) e,
inclusive, sob forma de ligacdo a cobrar, acrescentando o numero 9090 antes do seguinte contato
telefonico: (62) 98404-4432. Ao persistirem as duvidas sobre os seus direitos como participante
desta pesquisa, vocé também podera fazer contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Goids (CEP-UEG), localizado no Prédio da Administracdo Central, BR
153, Km 99, Andpolis/GO, CEP: 75.132-903, telefones: (62) 3328-1439 e (62) 98325-0342,
funcionamento: 8h as 12h e 13h as 17h, de segunda a sexta-feira.

A pesquisa é sobre um novo teste laboratorial para detecgdo de anticorpos 1gG para Zika
Virus, um teste realizado através do sangue que é capaz de dizer se 0 paciente teve ou ndo infeccdo
por esse virus. Com isso, sua participacdo sera através da amostra de sangue, e iremos testar ela no
produto em desenvolvimento, para sabermos se realmente funciona ou ndo. Vocé responderd um
questionario sobre os sintomas que apresentou, quando esses sintomas apareceram, se foram feitos ou
ndo exames laboratoriais enquanto vocé esteve doente e demais perguntas sobre sua satde em geral.
Além disso, serdo coletados 10 mL de sangue, em ambiente ambulatorial. Essa coleta de sangue é a
mesma realizada em laboratérios de analises clinicas, quando o médico solicita exames para
avaliacdo da sua saude. Serdo realizados testes de Zika virus, no produto em desenvolvimento, e de
Dengue, com um método de triagem ja comercializado.

Toda pesquisa apresenta tanto riscos como beneficios, porém os beneficios serdo maiores que
os riscos. Os beneficios da pesquisa sdo grandes, ja que sera possivel fazer um diagndstico rapido e
barato de uma enfermidade que acomete muitas pessoas todos 0s anos, causando impactos na salde
de adultos e criancas. As principais preocupacdes quanto a essa doenca sdo a microcefalia em recém
nascidos e as disfungdes neuroldgicas, como a sindrome de Guillain-Barre. O diagnostico ndo tem

sido feito da forma correta, por falta de ensaios como este em desenvolvimento.
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Na coleta podem acontecer algumas intercorréncias, como por exemplo, a formagéo de edema
no local da introducdo da agulha, dor ou endurecimento do local, vermelhiddo ou pequeno inchago na
pele. Todos esses riscos sdo minimizados pelo treinamento e capacitacdo do pessoal de coleta, que
possuem larga experiéncia na execucao desta tarefa. Caso haja algum aspecto anatémico que dificulte
0 acesso ao vaso sanguineo, o responsavel pela coleta ird avaliar e se considerar muito arriscado,
voceé serd dispensado da participacdo da pesquisa, sem nenhum prejuizo a vocé. Nos casos de dor ou
inchaco, basta aplicar uma pequena porcao de gelo (disponivel no local da coleta) por no local, por 2
minutos. O edema é minimizado quando, ap0s a coleta, o local da incisdo é pressionado por 1 minuto.
A possibilidade de transmissdo de alguma doenca € minima, pois sdo utilizados materiais
descartaveis para a coleta (seringas, tubos e agulhas) e o coletador usara maéscara, jaleco, touca e
luvas descartaveis. A quantidade de sangue a ser colhida ndo promove mal-estar ou efeitos adversos
ao paciente. Caso haja algum desconforto de sua parte, tanto em revelar dados sobre sua salde ou
algum desconforto emocional para a coleta de sangue, vocé podera desistir da sua participacdo, a
qualquer momento. Alguma pergunta do questionario que lhe cause desconforto ou constrangimento
pode ser deixada de responder, sem qualquer prejuizo.

Caso vocé queira desistir da participacdo, apds lermos esse termo ou mesmo depois de
consentir em sua participacéo, seja por quaisquer razdes, tem o direito e liberdade de ndo participar
ou de retirar 0 seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta de
dados, sem nenhum prejuizo a sua pessoa. Seu material bioldgico sera descartado, por meio de
incineracdo. Caso necessario, tera acesso, a assisténcia integral e gratuita por danos diretos e
indiretos, imediatos ou tardios devido a sua participacdo nesse estudo.

Vocé ndo tera nenhum custo e também ndo receberd nenhuma remuneracao. Os resultados da
pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade ndo serd divulgada, sendo guardada em
sigilo. A pesquisadora responsavel garante total sigilo das suas informacges, sendo que seu home nao
sera divulgado de forma nenhuma. Os dados coletados serdo divulgados, mas sem identificacdo de
nenhum participante. Também € nossa inteira responsabilidade quaisquer danos ou riscos que esta
pesquisa possa trazer a vocé, seja de aspecto fisico ou psicoldgico. Os custos de locomocgdo dos
participantes e acompanhantes ao local da pesquisa também serdo ressarcidos pelos pesquisadores.
Caso seja necessario 0 encaminhamento a pronto socorro, 0 custo sera por conta da pesquisadora
responsavel.

E importante ressaltar que todas as etapas da pesquisa serdo realizadas de forma individualizada.
As amostras bioldgicas coletadas serdo utilizadas apenas para as finalidades consentidas por vocé, ou

seja, testes de Zika e Dengue. Ao final da pesquisa as mesmas serdo incineradas, conforme as normas
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para descarte bioldgico. Enquanto houver o uso das amostras, elas serdo armazenadas sob
congelamento entre -15°C a -20°C, no laboratério onde serdo processadas.

DECLARACAO DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

Eu, Christiane Oliveira Lima Licinio, pesquisadora responsavel por este estudo, esclareco que
cumprirei as informacdes acima e que o participante tera acesso, se necessario, a assisténcia integral e
gratuita por danos diretos e indiretos, imediatos ou tardios devido a sua participacdo nesse estudo e
que suas informaces serdo tratadas com confidencialidade e sigilo. O participante podera sair do
estudo quando quiser, sem qualquer penalizagdo. Se tiver algum custo por participar da pesquisa, sera
ressarcido; e em caso de dano decorrente do estudo, terd direito a indenizacdo, conforme decisdes

judiciais que possam suceder.

CONSENTIMENTO POS-INFORMACOES

B, et a s , abaixo assinado,
discuti com a pesquisadora Christiane Oliveira Lima Licinio sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros a mim quais sdo os propositos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de assisténcia, confidencialidade e
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € voluntaria e isenta de
despesas e que poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, sem penalidades ou

prejuizo ou perda de qualquer beneficio.

Anapolis, de de
DATA. [ |
ASSINATURA DO PARTICIPANTE
DATA:__ /| |

ASSINATURA DO PESQUISADOR
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APENDICE Il — Termo de Assentimento Livre Esclarecido (TALE)

Convidamos vocé a participar como voluntario (a) da pesquisa “MONTAGEM E
VALIDAQAO DE ENSAIO IMUNOENZIMATICO PARA DETECQAO DE ANTICORPOS 1gG
DE ZIKA VIRUS”. Meu nome ¢ Christiane Oliveira Lima Licinio e sou a pesquisadora responséavel.
Sou biomédica, inscrita no Conselho de Classe CRBM-3 sob numero 1229. Apos receber os
esclarecimentos e as informacOes a seguir, se vocé aceitar fazer parte do estudo, rubrique todas as
paginas e assine ao final deste documento, que esta impresso em duas vias, sendo que uma delas é
sua e a outra pertence a pesquisadora responsavel. Esclareco que em caso de recusa na participacao
vocé ndo sera penalizado(a) de forma alguma. Mas se aceitar participar, as ddvidas sobre a pesquisa
poderdo ser esclarecidas pela pesquisadora responsavel, via e-mail (chrislima28@hotmail.com) e,
inclusive, sob forma de ligacdo a cobrar, acrescentando o nimero 9090 antes do seguinte contato
telefonico: (62) 98404-4432. Ao persistirem as duvidas sobre os seus direitos como participante
desta pesquisa, vocé também podera fazer contato com o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Estadual de Goids (CEP-UEG), localizado no Prédio da Administracdo Central, BR
153, Km 99, Anapolis/GO, CEP: 75.132-903, telefones: (62) 3328-1439 e (62) 98325-0342,
funcionamento: 8h as 12h e 13h as 17h, de segunda a sexta-feira.

A pesquisa € para sabermos se um exame de Zika se realmente funciona ou nao. Vocé ou seu
(s) responsavel (is) responderdo um questionario sobre o que vocé sentia enquanto estava doente,
quando esses sintomas apareceram, se foram feitos ou ndo exames laboratoriais enquanto vocé esteve
doente e demais perguntas sobre sua satde em geral. Além disso, serdo coletados 10 mL de sangue,
em ambiente ambulatorial. Essa coleta de sangue é a mesma realizada em laboratérios de analises
clinicas, quando o médico solicita exames para avaliacdo da sua saude. Serdo realizados testes de
Zika virus, no produto em desenvolvimento, e de Dengue, com um método de triagem ja
comercializado.

Toda pesquisa apresenta tanto riscos como beneficios, porém os beneficios serdo maiores que
os riscos. Os beneficios da pesquisa sdo grandes, ja que sera possivel fazer um diagndstico rapido e
barato de uma enfermidade que acomete muitas pessoas todos 0s anos, causando impactos na salde
de adultos e criancas. As principais preocupacdes quanto a essa doenca sdo a microcefalia em recém
nascidos e as disfungdes neuroldgicas, como a sindrome de Guillain-Barre. O diagnostico ndo tem
sido feito da forma correta, por falta de ensaios como este em desenvolvimento.

Na coleta podem acontecer algumas intercorréncias, como por exemplo, a formagdo de edema

no local da introducdo da agulha, dor ou endurecimento do local, vermelhidao ou pequeno inchago na
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pele. A pessoa que vai coletar seu sangue possui experiéncia de muito tempo realizando esse
procedimento, isso diminui a chance de ocorrer qualquer um desses fatores. Caso seja muito dificil
coletar seu sangue, o responsavel pela coleta ira avaliar e se considerar muito arriscado, vocé sera
dispensado da participacdo da pesquisa, sem nenhum prejuizo a vocé. Nos casos de dor ou inchaco,
basta aplicar uma pequena porcéao de gelo (disponivel no local da coleta) por no local, por 2 minutos.
O edema é minimizado quando, apds a coleta, o local da incisdo é pressionado por 1 minuto. A
possibilidade de transmissdo de alguma doenca € minima, pois sdo utilizados materiais descartaveis
para a coleta (seringas, tubos e agulhas) e o coletador usard mascara, jaleco, touca e luvas
descartaveis. A quantidade de sangue a ser colhida ndo promove mal-estar ou efeitos adversos ao
paciente. Caso haja algum desconforto de sua parte, tanto em revelar dados sobre sua saude ou algum
desconforto emocional para a coleta de sangue, vocé podera desistir da sua participacdo, a qualquer
momento. Alguma pergunta do questionario que Ihe cause desconforto ou constrangimento pode ser
deixada de responder, sem qualquer prejuizo.

Caso vocé queira desistir da participagdo, ap6s lermos esse termo ou mesmo depois de
consentir em sua participacdo, seja por quaisquer raz@es, tem o direito e liberdade de ndo participar
ou de retirar 0 seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta de
dados, sem nenhum prejuizo a sua pessoa. Seu material bioldgico serd descartado, por meio de
incineracdo. Caso necessario, tera acesso, a assisténcia integral e gratuita por danos diretos e
indiretos, imediatos ou tardios devido a sua participacdo nesse estudo.

Vocé ndo tera nenhum custo e também ndo recebera nenhuma remuneragéo. Os resultados da
pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em
sigilo. A pesquisadora responsavel garante total sigilo das suas informacGes, sendo que seu nome nao
sera divulgado de forma nenhuma. Os dados coletados serdo divulgados, mas sem identificacdo de
nenhum participante. Também é nossa inteira responsabilidade quaisquer danos ou riscos que esta
pesquisa possa trazer a vocé, seja de aspecto fisico ou psicoldgico. Os custos de locomocdo dos
participantes e acompanhantes ao local da pesquisa também serdo ressarcidos pelos pesquisadores.
Caso seja necessario 0 encaminhamento a pronto socorro, 0 custo serd por conta da pesquisadora
responsavel.

E importante ressaltar que todas as etapas da pesquisa serdo realizadas de forma individualizada.
As amostras bioldgicas coletadas serdo utilizadas apenas para as finalidades consentidas por vocé, ou
seja, testes de Zika e Dengue. Ao final da pesquisa as mesmas serdo incineradas, conforme as normas
para descarte bioldgico. Enquanto houver o uso das amostras, elas serdo armazenadas sob

congelamento entre -15°C a -20°C, no laborat6rio onde serdo processadas.
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DECLARACAO DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

Eu, Christiane Oliveira Lima Licinio, pesquisadora responsavel por este estudo, esclareco que
cumprirei as informacdes acima e que o participante tera acesso, se necessario, a assisténcia integral e
gratuita por danos diretos e indiretos, imediatos ou tardios devido a sua participacdo nesse estudo e
que suas informacdes serdo tratadas com confidencialidade e sigilo. O participante podera sair do
estudo quando quiser, sem qualquer penalizacdo. Se tiver algum custo por participar da pesquisa, sera
ressarcido; e em caso de dano decorrente do estudo, tera direito a indenizagdo, conforme decisbes

judiciais que possam suceder.

ASSENTIMENTO POS-INFORMACOES

B, e e e e e e e e as , abaixo assinado,
discuti com a pesquisadora Christiane Oliveira Lima Licinio sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Fui informado sobre o que o pesquisador quer fazer e porque quer minha amostra de
snague. Entendi as coisas ruins ¢ as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim”
e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir que ninguém vai ficar
furioso. Os pesquisadores tiraram minhas duvidas e conversaram com 0s meus responsaveis. Recebi

uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa

Anépolis, de de
: DATA:.__ [ |
ASSINATURA DO MENOR
: DATA:__ | |
ASSINATURA DOS PAIS / RESPONSAVEIS
DATA:__ | |

ASSINATURA DO PESQUISADOR
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APENDICE Il — Questionario de Informagcdes do Paciente

1. Identificacdo do Paciente

Cadastro n°: / Sexo: o FEMININO o MASCULINO Idade:
Nome:

Endereco:

Cidade: Estado: CEP:
CPF: RG:

Telefone/ Fax:

E-mail:

Local de abordagem do participante:

2. Questionario Geral

Fumante? Ha quanto tempo? o(NA) |oSIM |[oNAO |OBS.:
Consome bebidas alcodlicas? Periodicidade |o(NA) |oSIM |[oNAO |OBS.:
Possui historico familiar de doencas 0(NA) |oSIM |[oNAO |OBS.:
hepéticas? ~

Possui histérico familiar de diabetes? o(NA) |oSIM |[oNAO |OBS.:
Possui historico familiar de dislipidemias? |0 (NA) |oSIM |[ocNAO |OBS.:
Possui historico familiar de doencas 0(NA) |oSIM [oNAO |OBS.:
cardiacas? ~

Foi acometido por Dengue? Quando? o(NA) |oSIM |oNAO |OBS.:
Foi acometido por Zika? Quando? o(NA) |oSIM |[oNAO |OBS.:
Foi acometido por Chikungunya? Quando? |o(NA) |oSIM |[oNAO |OBS.:

3. Questionario Especifico

Em caso positivo de acometimento de arboviroses, quais foram os sintomas apresentados?

o Febre — Temperatura : o Cefaléia

o Prurido o Mialgia

o Tosse o Artralgia — Quanto tempo :
o Coriza o Linfoadenopatia

o Hiperemia Conjuntival o VOomitos

o Dor retroorbital o Outros

Data do inicio dos sintomas

Duracédo dos sintomas

Foram feitos testes laboratoriais ap0s o0 aparecimento dos sintomas ?

o Hemograma

AlteragOes encontradas : o Leucopenia o Plaquetopenia o Outras o NA
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o Teste para Dengue | Tipo de teste : o Teste rapido o Elisa o PCR (molecular) o NA

o Teste para Zika Tipo de teste : o Teste rapido o Elisa o PCR (molecular) o NA

o Testes Hepaticos Tipo de teste : 0 TGP o TGO o Outros o NA

Resultados dos testes laboratoriais, caso o entrevistado possua :

E morador ou trabalha em area com presenca de mosquitos Aedes aegypti? Descreva a provavel area em que
possa ter havido a contaminacéo.

Foi submetido a algum tipo de tratamento? Houve internacéo hospitalar? Por quanto tempo?

Em quanto tempo houve o reestabelecimento?

Houve alguma sequela?

Informagdes adicionais:

4. Responsavel pelo preenchimento

Nome:

e-mail: Telefone:

Local e data:

5. Concluséo do questionéario (preenchimento pelo pesquisador responsavel)

() Aprovado plenamente

( ) Aprovado com ressalvas (paciente sera comunicado posteriormente)

( ) N&o atendeu aos requisitos necessarios para a participacdo da pesquisa, até 0 momento da avaliacéo

6. Considerac0es finais do pesquisador responsavel
7. Aprovacao do Comité:
Data: Assinatura:
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