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APRESENTACAO

A obra “Ciéncias farmacéuticas integrada ao processo de cuidado em saude 3 e 4”
que tem como foco principal a apresentacao de trabalhos cientificos diversos que compde
seus 30 capitulos, relacionados as Ciéncias Farmacéuticas e Ciéncias da Salde. A obra
abordara de forma interdisciplinar trabalhos originais, relatos de caso ou de experiéncia e
revisbes com tematicas nas diversas areas de atuacdo do profissional Farmacéutico nos
diferentes niveis de atencéo a saude.

O objetivo central foi apresentar de forma sistematizada e objetivo estudos
desenvolvidos em diversas instituicbes de ensino e pesquisa do pais. Em todos esses
trabalhos a linha condutora foi o0 aspecto relacionado a atengéo e assisténcia farmacéutica,
produtos naturais e fitoterapicos, automedicacdo, saude publica, entre outras éareas.
Estudos com este perfil podem nortear novas pesquisas na grande area das Ciéncias
Farmacéuticas.

Temas diversos e interessantes sé@o, deste modo, discutidos aqui com a proposta
de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de alguma
forma se interessam pelas Ciéncias Farmacéuticas, apresentando artigos que apresentam
estratégias, abordagens e experiéncias com dados de regibes especificas do pais, o que
€ muito relevante, assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade.

Deste modo a obra “Ciéncias farmacéuticas integrada ao processo de cuidado em
saude 3 e 4” apresenta resultados obtidos pelos pesquisadores que, de forma qualificada
desenvolveram seus trabalhos que aqui serdo apresentados de maneira concisa e didatica.
Sabemos o quéo importante é a divulgagéo cientifica, por isso evidenciamos também a
estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma consolidada e confiavel para
estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados. Boa leitura!

Débora Luana Ribeiro Pessoa
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11 ARBOVIROSES

As arboviroses (“arbovirus”, do inglés)
pertencem ao conjunto de virus transmitidos por
artropodes do inglés “arthropod-borne viruses”,
que incluem mosquitos e carrapatos. Esse
termo tem sido utilizado para descrever virus
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que dependem de insetos para seu ciclo de
vida, em especial hematéfagos, com mais de
500 virus incluidos nessa classificacdo. Cerca
de 100 destes tém sido relacionados a doencas
em humanos, principalmente espécies das
familias Flaviviridae, Togaviridae e Bunyaviridae
(GUBLER, 2002). Destaca-se representantes
dos Flavivirus Dengue, Febre Amarela, Zika,
Nilo Ocidental e Encefalite Japonesa (DENV,
YFV, ZIKV, WNV e JEV, respectivamente) e dos
Togavirus Chikungunya, Mayaro e O’nyong-
nyong (CHIKV, MAYV e ONNYV, respectivamente)
(GOULD et al., 2017).

Os virus DENV, ZIKV e CHIKV séao
transmitidos por mosquitos do género Aedes,
principalmente A. albupictus e A. aegypti, uma
evolugdo do mosquito silvestre adaptada para
reproducdo em ambientes urbanos (GOULD et
al., 2017). Estes mosquitos estdo globalmente
distribuidos, em mais de 180 paises,
demonstrando uma caracteristica de expansao
sazonal por apresentar maior taxa de reproducéo
e menor taxa de mortalidade entre 25-30°C
(LETA et al., 2018). Os ovos dos mosquitos
podem permanecer viaveis por até um ano na
auséncia de agua. Assim, eles podem eclodir
na proxima estacdo chuvosa e se reproduzem
com a temperatura favoravel (ROLTGEN et
DENV e
ZIKV podem ser transmitidos verticalmente do

al., 2018). Achados apontam que

inseto vetor para sua prole (CIOTA et al., 2017;
NGUYEN et al., 2013). Esta transmisséo trans
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ovariana pode originar ovos infectados, mesmo em estagdes secas, como um reservatério
do virus (DANIS-LOZANO et al., 2019). Destaca-se ainda a transmisséo sexual (ZIKV) e
perinatal (DENV, CHIKV) (Organizagdo Mundial de Saude [OMS], 2020).

Embora causadas por virus de diferentes familias, os sintomas das arboviroses
sdo semelhantes, incluindo quadros assintomaticos ou reacgbes inespecificas, como
febre, mialgia, linfoadenopatia, enxaqueca, exantema maculopapular, entre outras
(OMS, 2020). Alguns fatores tém contribuido com a disseminagéo global dos arbovirus
que levou a cocirculacédo e surtos contemporéneos, resultando em um sério problema de
salde publica. Destaca-se a distribuicdo ampla dos vetores, principalmente em regi6es
tropicais, com o avango da urbanizagdo que aumenta a exposi¢céo dos seres humanos aos
eventos silvestres pelo desmatamento e mobilidade humana que introduz estas viroses
em diferentes regides (LIANG; GAO; GOULD, 2015). No hemisfério sul, as arboviroses
possuem ampla distribuicdo, sendo o Brasil um pais de grande destaque pelos desafios
impostos por surtos de Dengue, Zika Chikungunya nos ultimos anos (ZANOTTO; LEITE,
2018).

1.1 Epidemiologia

A distribuicédo das arboviroses tornou-se um evento global. A maioria dos casos
acomete paises de clima tropical e subtropical, haja vista a presenca de condi¢6es climéticas
favoraveis ao desenvolvimento dos mosquitos vetores. Ainda, o crescimento e mobilidade
populacional favorecem o aumento de individuos expostos a doencga. Além da expanséo de
areas urbanas com infraestrutura inadequada, quanto ao saneamento e permeabilizagdo
do solo, que propicia a formagao de criadouros do vetor. Observa-se uma disseminagéo
acelerada resultante em uma estimativa de 50 milhdes de casos anuais de dengue, e cerca
de 2,5 bilhdes de pessoas vivendo sob risco desta doenca em todo o mundo, segundo a
OMS (2009). Esta previsao se agravou em 2013, quando um estudo estimou em 3,6 bilhdes
0 numero de pessoas ameacgadas pela doenca, 96 milhdes de sintomaticos e 500 mil casos
graves de dengue por ano (BHATT et al., 2013).

O Brasil tem enfrentado grandes epidemias de dengue. No primeiro trimestre de
2019, o numero de casos provaveis foi de ~ 270 mil, superior ao observado no mesmo
periodo do ano anterior (71.525 em 2018), mas distante dos mais de 480 mil do primeiro
trimestre de 2020. As maiores concentra¢des foram observadas principalmente em centros
urbanos com grande densidade populacional, como as regides Sudeste e Centro-Oeste em
2019, com 204,9 e 298,7 casos/100 mil habitantes, respectivamente. As regides Centro-
Oeste e Sul, em 2020, atingiram 553,52 e 537,48 casos/100 mil hab., respectivamente,
considerado uma situagéo de epidemia (299,99 casos/ 100 mil hab). Apesar de possiveis
atrasos ou subnotifica¢des, nos primeiros quatro meses de 2020, foram confirmados mais
de 4.000 casos entre dengue grave e dengue com sinais de alarme, além de 148 Obitos,
dos quais 59% eram pessoas acima de 60 anos (BRASIL, 2019, 2020).
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O numero de casos de infecgbes pelo Zika virus tomou proporcées pandémicas
com o surto de 2016 no Brasil, no qual foram detectados entre 0,44 a 1,3 milh&do de casos,
atingindo cerca de 62 milhdes de pessoas em mais de 70 paises na regido do Pacifico,
Américas e Africa Ocidental (PIELNAA et al., 2020). Nos ultimos anos, os casos de Zika
vém diminuindo, com 2.493 casos provaveis no primeiro trimestre de 2018; 2.344 e 1.677
no mesmo periodo de 2019 e 2020 respectivamente. Apesar deste recuo, a alternancia
nas regides com maior incidéncia (Norte - 2019 e Centro-Oeste - 2020) mostram a vasta
disseminacgéo viral e consequente manutencdo do estado de alerta para possiveis surtos
(BRASIL, 2019, 2020).

Outras arboviroses tém causado surtos em diferentes regides do globo, como
Chikungunya em 2017 na lItélia, e relato de casos autoctones no sul da Franga (VENTURI
et al., 2017). Recentemente, mais de 26 mil casos provaveis foram notificados no primeiro
trimestre de 2018, 15.352 casos em 2019 e 13.636 no primeiro quadrimestre de 2020.
Todas as regibes do Brasil apresentaram casos, necessitando também de vigilancia
(BRASIL, 2019, 2020).

A pandemia da COVID-19 trouxe mudangas nos habitos migratérios por estratégias
de mitigagdo, as quais ndo impactaram no nimero de casos de arboviroses. O ano de 2021
(até setembro) acumulou mais de 470 mil casos provaveis de dengue (incidéncia de 489,6
casos/100 mil hab - Centro-Oeste), 82.166 de Chikungunya (aumento de 24,4%) e 4.272 de
Zika. As técnicas indiretas prevaleceram representando 92,6% dos testes realizados. Cerca
de 187 Obitos por DENV e 8 por CHIKV foram notificados (BRASIL, 2021). Diante deste
cenario, as arboviroses requerem plena atencdo da gestao e comunidade, com acgdes e
estratégias de vigilancia constantes, afim de antecipar ou melhor gerir possiveis surtos em
regides endémicas (Organizacdo Pan-Americana da Saude [OPAS], 2020).

1.2 Genoma dos arbovirus

Apesar das semelhancas por se tratar de virus icosaédricos envelopados, a
organizacéo gendmica é muito diferente entre DENV e ZIKV (Flavivirus; Flaviviridae) e
CHIZV (Alphavirus; Togaviridae) (Figura 1) (ZANOTTO; LEITE, 2018). Curiosamente,
apesar das diferengas gendémicas, estas arboviroses apresentam semelhangas na forma
de transmisséo e manifestacgdes clinicas, como veremos mais a diante.

Os Flavivirus carreiam RNA de fita unica de polaridade positiva (+ssRNA) de cerca
de 11 quilobases (kb) com uma regido aberta de leitura (ORF, do inglés “Open Reading
Frame”), que codifica uma poliproteina para constituir novas particulas virais, e que é
flanqueada por regides nao codificadoras (UTR, do inglés “untranslated region”) nas
extremidades 5’ e 3’. A poliproteina produzida € clivada em proteinas estruturais (C, prM e
E), presentes na porgao N-terminal da poliproteina e compéem a particula viral, e as ndo
estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 2K, NS4B e NS5) localizadas na porgao carboxi-
terminal da poliproteina, que compdem a maquinaria de replicacdo do virus (LINDENBACH;
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THIEL; RICE, 2007). Apesar da necessidade de mais informagbes sobre as interagcbes
realizadas pelas proteinas néo estruturais, sabe-se que duas apresentam acdo enzimatica
(NS3 e NS5), e as demais se associam a membrana do reticulo endoplasmatico para dar
suporte a replicacdo viral (BRAND; BISAILLON; GEISS, 2017). A proteina NS1 também
se encontra na superficie celular e é secretada pelas células infectadas (LINDENBACH;
THIEL; RICE, 2007). Algumas evidéncias apontam para sua atuagdo como antagonista de
mecanismos antivirais, como a cascata do complemento em mamiferos e a barreira imune
intestinal de mosquitos, favorecendo a aquisicéo de virus pela hematofagia e influenciando
na manutengéo do ciclo viral (LIU et al., 2016). Ainda, a apresentacdo plasmatica deste
antigeno pode ser usada para auxiliar no diagnostico dos Flavivirus, como veremos em
breve.

Do género Alphavirus, o CHIKV alberga um +ssRNA de ~11,8 kb organizado em duas
ORFs, a primeira (~ 7,4 kb) codifica as proteinas nao estruturais (nsP1 — 4) e a segunda (~ 3,4
kb), proteinas estruturais (C, E1, E2, 6K e E3). Todo conjunto é flanqueado por regides nao
transcritas: um cap e uma cauda poli(A) nas extremidades 5’ e 3’, respectivamente, semelhante
ao RNA mensageiro dos eucariotos com funcéo equivalente (SOLIGNAT et al., 2009).

Figura 1 — Estrutura do genoma dos géneros Flavivirus e Alphavirus, adaptada de Zanotto et al., 2018.

FONTE: Adaptado de (ZANOTTO; LEITE, 2018). Na figura acima sdo mostradas representagoes
esquematicas da organizagao genémica dos Flavivirus e Alphavirus. O genoma dos Flavivirus
(~11kb) codifica uma Unica poliproteina contendo as proteinas estruturais na por¢éo N-terminal e ndo
estruturais na C-terminal, posteriormente clivadas por proteases. Ja o genoma dos Alphavirus codifica
duas poliproteinas, a primeira seré clivada originando as proteinas néo estruturais, e a segunda
originara as proteinas estruturais apés a clivagem.

1.3 Proteinas estruturais

As proteinas estruturais, que compdem a particula viral (virion), estédo relacionadas

com as interacdes bioquimicas dos virions com as moléculas do ambiente, sejam receptores
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de células hospedeiras no ciclo viral ou de células do sistema imune no reconhecimento
e elimina¢do do patdgeno. A particula viral dos Flavivirus, de aproximadamente 50 nm, é
composta por proteinas do capsideo (C) envolto por um envelope lipidico (proteina E) e
proteinas de membrana (M) (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

A proteina C é a mais interna, engloba o RNA viral e é formada por homodimeros
com quatro alfa-hélices cada, que compdem o nucleocapsideo (Figura 2). A proteina de
membrana é sintetizada como um precursor (prM) ligado a proteina C ancorada no reticulo
endoplasmatico, seguido por uma clivagem regulada. Esta proteina possui trés sitios de
glicosilagédo e seis cisteinas formadoras de pontes dissulfeto em sua por¢céo N-terminal,
além de ter a principal fungao de regular o dobramento da proteina E durante a via secretora
(LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).

A proteina E, por sua vez, &€ a maior proteina da superficie viral (~50 kDa), possui
12 cisteinas conservadas que formam pontes dissulfeto e sitios de glicosilagdo em alguns
casos. Organiza-se em homodimeros para compor o envelope viral, cada mondémero
composto por trés dominios: I, que forma uma estrutura de barril; Il que possui o peptideo
de fusé@o que realiza a internalizagéo na célula alvo; e lll, que apresenta um dobramento
semelhante ao das imunoglobulinas (lgs) e esta relacionado a interagdo com receptores
celulares e sitio alvo de anticorpos neutralizantes (Figura 2) (LINDENBACH; THIEL; RICE,
2007). Mesmo pertencentes a mesma familia, os Flavivirus apresentam diferencas nas
caracteristicas das proteinas estruturais, como peso molecular e ponto isoelétrico (pl),
relacionado a influéncia do pH no ciclo viral (DEY et al., 2021).

Figura 2 — Representacgéao das estruturas das proteinas C e E dos Flavivirus, adaptado de Lindenbach,
Thiel, Rice, 2007.

FONTE: Adaptado de (LINDENBACH; THIEL; RICE, 2007).Em A esta representada a proteina de
capsideo dos Flavivirus e em B é mostrada duas visdes (superior -acima- e lateral -abaixo) da proteina
E dos Flavivirus com os dominios e peptideo de fusdo indicados na figura.
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Ja os Alphavirus apresentam uma organizagdo estrutural dos virions diferente.
A comecar pela auséncia de um polipeptidio de membrana, as proteinas estruturais do
CHIKV sao sintetizadas em uma ORF dedicada para esta poliproteina especifica (como
dito anteriormente), contendo uma proteina de capsideo (C), de envelope (dividida nas
subunidades E3, E2 e E1) e o peptideo 6K. Formada por cerca de 260 amino acidos (aa) e
30 kDa de peso molecular, a proteina C compde 0 nucleocapsideo viral (icosaédrico) com
dominios de ligagado ao RNA e a proteina E2. Quanto a proteina E, as subunidades E1 e E2
formam um total de 80 heterotrimeros, onde o peptideo de fusdo esta presente no dominio
Il das subunidades E1, que por sua vez possui 435 aa, cerca de 44 kDa e cuja translocacéo
€ auxiliada pelo peptideo sinal 6K. Ja as subunidades E2 e E3 s&do produtos de um mesmo
precursor (PE2, 65 kDa, clivado por furina e PC5A convertase), a primeira fracdo com 44
kDa e associada a E1 na composi¢cdo do virion maduro (ambas glicosiladas) (Figura 3).
Ja a subunidade E3 (11 kDa) é liberada de células infectadas e ndo compde a particula
viral, sendo sugerida por auxiliar no dobramento das demais subunidades do envelope
(SOLIGNAT et al., 2009).

Figura 3 — Representacgdo das proteinas C e E de CHIKV na particula imatura e madura, adaptado de
Yap et al., 2017.

FONTE: Adaptado de (YAP et al., 2017). Sobreposi¢ao da estrutura do CHIKV imaturo e maduro. Na
conformagao imatura (magenta) a proteina E3 é representada em azul e, em certas ocasides, pode
permanecer na conformagao madura (ciano), geralmente formada pelas estruturas E1-E2-C. A proteina
do capsideo tem uma orientagdo semelhante nas conformagdes imaturas e maduras. No entanto, as
hélices tém uma orientacéo e localizagao diferentes na forma imatura em comparagéo com a forma
madura.
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De forma geral, a organizagédo estrutural dos arbovirus apresenta semelhancas
mesmo entre diferentes familias, € o caso da proteina E dos Flavivirus e a subunidade
E1 da glicoproteina dos Alphavirus que desempenham mesma funcado pela presenca de
peptideos de fusdo, apesar da baixa identidade na composi¢do de residuos (DEY et al.,
2021). Ja& quando comparados os membros da mesma familia, a proximidade evolutiva
inclui ndo somente o aspecto funcional, mas também o estrutural, atingindo, por exemplo,
até 58% de similaridade de sequéncia entre ZIKV e outros Flavivirus (KOSTYUCHENKO et
al., 2016), refletindo em semelhancas laboratoriais e clinicas.

21 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DAS ARBOVIROSES

Os testes laboratoriais envolvem varias técnicas, as quais sdo aplicadas de acordo
com a fase da doenca. Isso porque os métodos de diagnostico para detecgdo de antigeno
(Ag), como a biologia molecular para deteccdo do material genético, requerem amostras
contendo o virus, o0 que ocorre no sangue durante a fase de viremia. Ja os testes sorologicos
permitem a deteccdo des anticorpos (Acs) no soro (OMS, 2020). Conforme ilustrado na
Figura 4, o paciente geralmente apresenta sintomas em até 6 dias ap0s a picada.

Figura 4 — Janelas temporais tipicas dos achados de antigenos e anticorpos durante infec¢des por
arbovirus, adaptada de Kerkhof et al., 2020.

FONTE: Adaptado de (KERKHOF et al., 2020). A figura acima mostra o perfil de marcadores de
infecgdo mais comumente encontrados para arbovirus. Na infecgdo primaria, os sintomas podem
aparecer até 6 dias ap6s a inoculagéo do virus pela picada do vetor. A partir deste dia, os antigenos
(particula viral e NS1) permanecem circulantes por cerca de 6 dias, quando comeca a diminuir suas
concentragdes séricas (clearance viral) e ocorre 0 aumento na quantidade de IgM, com pico em torno
do 12° dia e posterior aumento gradual e manutencéo dos niveis de IgG. Em infecgdes secundarias, o
perfil de ocorréncia dos marcadores tende a ser semelhante, porém observa-se um aumento nos titulos
de IgG ja a partir do 6° dia.

Os métodos diretos buscam componentes do virus (virions, proteinas ou material
genético) durante a curta fase de viremia. Através de técnicas de biologia molecular, a
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deteccdo do RNA viral traz grande confiabilidade e, principalmente, especificidade no
diagnéstico durante este periodo. Essa técnica baseia-se na deteccdo do acido nucleico
por sua amplificagdo através da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) por transcricdo
reversa (RT-PCR), podendo, ainda, ser uma analise quantitativa em tempo real (RT-qPCR).
E uma técnica com alta sensibilidade e especificidade que pode pesquisar um ou varios
patégenos (“singleplex’ ou “multiplex’, respectivamente), em diferentes fluidos biolégicos
(OMS, 2009). A metodologia ganhou destaque na epidemia de Zika (2016), principalmente
por seu potencial de diferenciar arbovirus em regiées de cocirculagdo (WAGGONER et
al., 2016). Apesar da grande confiabilidade da técnica, os testes de biologia molecular
demandam um alto custo, infraestrutura e capacitagéo de profissionais. Isso tudo dificulta
sua ampla distribuicdo e implica em obstaculos no manejo de amostras, especialmente nos
paises em desenvolvimento afetados pelas arboviroses (SHUKLA et al., 2016).

A detecgdo de antigenos virais, com destaque para a proteina NS1 também é
uma pratica laboratorial rotineira. Como explicado anteriormente, esta proteina pode
assumir uma localizagdo extracelular que permite sua deteccdo em amostras de sangue
por imunocromatografia e ELISA (ensaio imunoenzimatico, do inglés “Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay’). Os kits comerciais disponiveis para dectecdo de NS1 séo
direcionados para DENV e ZIKV. A sensibilidade é diminuida em infec¢des secundarias
e muitos sdo invalidados em avaliagcdes de controle de qualidade (BORGES et al., 2021;
KERKHOF et al., 2020). Apesar de ser um bom marcador de fase aguda, a variagdo na
sensibilidade do NS1 leva a recomendacgéo de associagdo com a PCR, ja que um teste NS1
negativo ndo descarta a possibilidade de doenca (BRASIL, 2013).

No curso da infeccdo, com o clearance viral indicando o fim da fase de viremia (~6
dias apds o inicio dos sintomas), os anticorpos se tornam os marcadores predominantes
na corrente sanguinea. Os dois isotipos de anticorpos mais pesquisados sdo o IgM e o
IgG (Figura 4). IgM tem seu pico na segunda semana de infeccdo e persiste por 2 a 3
meses. Ja IgG se torna detectavel alguns dias apds a infeccdo e pode se manter por
muito tempo. A identificacdo de anticorpos se da por sua ligagdo as porgdes do virus
reconhecidas pelo sistema imune (epitopos), seguida por uma revelagéo destes complexos
formados (método indireto). Compondo as principais técnicas laboratoriais para deteccéao
destes anticorpos, destacam-se o Enzimoimunoensaio, também conhecido como ELISA
(incluindo um método para captura especifica de IgM (MAC-ELISA), imunofluorescéncia
indireta e imunocromatografia no formato de testes rapidos (RDTs). Existe ainda o teste
de neutralizagdo por reducéo de placa (PRNT), considerado padrdo-ouro dos métodos
soroldgicos, pois é capaz de determinar a fragcdo neutralizante de Acs, mas é uma técnica
que exige muitos custos com infraestrutura e profissionais treinados, além de tempo (3
a 7 dias por amostra). Isso tem favorecido a preferéncia pelos imunoensaios e RDTs
(KERKHOF et al., 2020).

A ampla variedade de testes comerciais disponiveis, com mais de 100 aprovados
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no Brasil (BRASIL, [s. d.]), permite sua execucdo em diversos pontos de atendimento
(POC: “Point-of-care”), superando a restricdo dos testes moleculares. Outra vantagem
dos testes sorolégicos € sua velocidade de execucao, principalmente dos RDTs, ~15 a
30 min. Ja a sensibilidade e especificidade pode variar bastante, de 39 a 100% e de 53 a
100%, respectivamente, dependendo do teste utilizado (KERKHOF et al., 2020). Apesar
das melhorias das plataformas diagnésticas, como o uso de proteinas recombinantes
(HUNSPERGER et al., 2014), as reagdes cruzadas ainda sdo um fator de confusédo no
diagnéstico, principalmente em regibes de cocirculagdo de arbovirus (KERKHOF et al.,
2020). Além disso, a realizagdo de estudos de soroprevaléncia também é afetada, o que
implica diretamente na sorovigilancia e avaliacdo do cenario epidemiolégico, fatores
relacionados ao planejamento de medidas de prevengcé@o e manejo de surtos (FRITZELL
et al., 2018).

Assim, a confiabilidade e precisdo (elevadas nos métodos moleculares) sdo
reduzidas nos testes de anticorpos pelas reagbes cruzadas, fatores determinantes para
a conclusédo e acuracia na notificacao dos casos. Por outro lado, a execucgédo rapida e
menor custo dos métodos soroldgicos sdo uma grande vantagem sobre os métodos diretos
principalmente em paises geograficamente extensos, como o Brasil, que inclusive realizou
mais de 92% dos exames para dengue por sorologia até setembro de 2021 (BRASIL, 2021).
Portanto, existe uma relagéo inversa entre a precisdo e o acesso ao diagnostico laboratorial
das arboviroses (Figura 5), gerando o desequilibrio entre a confiabilidade do rastreamento
diferencial e o contexto de ocorréncia dessas doengas nos paises em desenvolvimento,

suscitando a caréncia de testes especificos e acessiveis.

Figura 5 — Relagao entre precisdo e acesso dos diagnosticos laboratoriais das arboviroses, adaptada
de Kerkhof et al., 2020.

FONTE: Adaptado d (KERKHOF et al., 2020). A figura acima representa a relagédo inversamente
proporcional entre especificidade e oportunidade (ou acesso ao teste) geralmente observada quando
comparados os métodos diretos com os indiretos no diagnostico das arboviroses.

Aimportancia de uma ampla diferenciacéo entre DENV, ZIKV e CHIKV no diagnéstico
laboratorial n&o se restringe ao fator epidemiolédgico e gerencial citado anteriormente, mas
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pode também influenciar no prognéstico do paciente. De fato, ainda ndo ha evidéncias que
suportem ou descartem tratamentos especificos entre essas trés arboviroses, mantendo
0 manejo destas infec¢des relativamente semelhantes e baseado nos sintomas (OPAS,
2017). Por outro lado, a baixa quantidade de evidéncias para melhor explorar essa questao
pode justamente estar sendo prejudicada pela falta de testes especificos e acessiveis para
diferentes contextos de pesquisa. Neste mesmo sentido, infecgdes por DENV geralmente
alertam os profissionais da saude quanto ao risco de evolugéo para um quadro grave ou
mesmo Obito, enquanto ZIKV levanta preocupacbes para a gestacdo das pacientes e
CHIKV para possiveis sequelas crénicas (OPAS, 2017). Assim, um diagnéstico diferencial
para essas trés arboviroses de importancia médica podem n&o somente contribuir no meio

cientifico, mas também desenvolver novas interpretaces sobre essa problematica.

31 REVISOES SISTEMATICAS

A necessidade de compilar achados de pesquisas médicas € uma demanda cada
vez maior, considerando o constante aumento das produgdes cientificas Uma revisdo
sistematica busca responder uma pergunta cientifica, através da identificacéo, avaliacéo
critica e sintese das evidéncias empiricas que atendam aos critérios de elegibilidade pré-
estabelecidos dentro de um método sistematico e explicito (CHANDLER et al., 2019). Este
tipo de estudo utiliza metodologias documentadas em protocolos para minimizar o viés,
assim tomadores de decisdo em saude podem consultar informacgdes de alta qualidade,
acessiveis, relevantes e atualizadas(LASSERSON; THOMAS; HIGGINS, 2019).

Em determinadas condig¢des, € possivel integrar quantitativamente os resultados
extraidos em uma revisdo sistematica utilizando métodos estatisticos, chamada meta-
andlises (MACASKILL et al., 2010). Por tamanho critério em agrupar achados de estudos,
as revisdes sistematicas e meta-analises ocupam papel de destaque perante os demais
estudos na medicina baseada em evidéncias (Figura 6).
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Figura 6 — Piramide hierarquica tradicional dos tipos de estudo na medicina baseada em evidéncias,
adaptada de Haidich, 2010.

FONTE: Adaptado de (HAIDICH, 2010). A figura acima representa a pirdmide hierarquica tradicional

dos tipos de estudos para a medicina baseada em evidéncias, com as revisdes sistematicas e meta-

analises no topo. Mesmo conceitos mais recentes abordam as revisdes sistematicas como um olhar
critico sobre os demais estudos, mantendo seu conceito de alta qualidade.

Como mencionado acima, as revisdes sistematicas seguem protocolos bem
estabelecidos e explicitos, a fim de que seu processo seja reproduzivel suas conclusées
mais confiaveis. Existem varios guidelines, mas as diretrizes processuais se encontram
principalmente nos handbooks da Cochrane (HIGGINS et al., 2022) e as recomendacbes
para divulgagéo na declaracédo PRISMA (“Preferred Reporting Items of Systematic Reviews
and Meta-Analyses”) (PAGE et al., 2021).

A importédncia das revisbes sistematicas fundamenta seu rigor metodoldgico,
que comeca desde seu planejamento, por exemplo, com a protocolizagdo da proposta
tempatica na base PROSPERO, para registrar a exclusividade e responsabilidade dos
autores perante o tema apresentado. E que este tipo de estudo tende a conectar as
evidéncias de pesquisa a pratica clinica impactando nos cuidados em saude do paciente,
seja pela reflexdo dele proprio ou por tomadores de decisdo (gestores, médicos, etc.) que
influenciarédo nas condutas de saude. Silagy et al. (2001), por exemplo, relataram que
dentre recomendagdes nacionais para combate ao tabagismo nos Estados Unidos, Nova
Zelandia, Reino Unido e Canada, foram embasadas em revisoes sistematicas 47%, 56%,
59% e 60% delas, respectivamente (SILAGY; STEAD; LANCASTER, 2001).

3.1 Revisoes sistematicas de acuracia de teste diagnéstico

Em geral, além da tematica de intervencdes, as revisdes sistematicas sdo bastante
usadas na analise da acuracia de testes diagnosticos (ATD). Revisdes sistematicas de
ATD resumem as evidéncias sobre a precisdo de um teste (“index test’) em acusar ou nao
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uma condi¢cdo, podendo ainda avaliar a heterogeneidade entre os estudos e comparar o
desempenho de testes para melhor interpretar os resultados perante a realidade clinica
(LEEFLANG et al., 2013). A importancia dessa tematica levou a formagéo de um grupo
na Colaboracdo Cochrane, em meados dos anos 1990, especificamente para discutir a
forma de condugao destes estudos (The Cochrane Screening and Diagnostic Test Methods
Group), com posteriores publicagbes de diretrizes e artigos conforme as recomendacdes
do grupo (DEEKS; BOSSUYT; GATSONIS, 2009).

Um dos grandes desafios das revisdes sisteméticas de ATD é a heterogeneidade
dos estudos. As variagbes entre estudos primarios envolve diferencas na execugédo do
index test, condug¢édo do teste comparador e, principalmente, na selecdo dos pacientes,
incluindo os aspectos de coleta e processamento das amostras, cegamento do estudo
e validacdo com o padrdo de referéncia (LEEFLANG et al., 2008). Considerando estas
limitacbes que podem ainda impedir a realizagdo de uma meta-analise, & recomendado
que as revisdes de ATD incluam analises de risco de viés adequadas, como a ferramenta
QUADAS-2 (Quality Assessment of Diagnostic Accuracy Studies) (WHITING PENNY et
al., 2011). Além disso, padronizac¢des e esclarecimentos no reporte dos estudos primarios
segundo critérios como o STARD (Standards for Reporting of Diagnostic Accuracy Studies)
(BOSSUYT et al., 2015), criado em 2003 e atualizado em 2015, podem diminuir o viés por
incertezas nas publicacdes e guiar interpretacdes adequadas sobre a heterogeneidade dos
estudos.

Endale et al. (2021) recentemente conduziram uma revisdo sistematica sobre as
reacOes cruzadas em testes sorologicos de alguns Flavivirus. Os autores alertaram para a
maior taxa dessas rea¢des em amostras de pacientes infectados por DENV em comparacgéo
aos outros Flavivirus, e em testes de detecgcé@o de IgG em comparacgéo a IgM. Os autores
recomendam uma combinacéo de testes e encorajam os cientistas a buscarem marcadores
soroldgicos mais precisos para estas infecgdes. Assim, considerando o grande desafio da
diferenciag@o sorolégica de DENV, ZIKV e CHIKV e a lacuna de revisdes sistematicas
sobre esse tema, o desenvolvimento deste compilado de evidéncias cientificas pode guiar
gestores e pesquisadores para estratégias mais propensas a solucionar esse obstaculo
clinico e epidemioldgico.

41 BIOINFORMATICA

A bioinforméatica pode ser dividida em duas vertentes: a classica, ou tradicional, que
envolve questdes relacionadas a sequéncia de nucleotideos e proteinas; e a estrutural,
que utiliza técnicas tridimensionais (3D) em sua execugéo, considerando ndo somente a
composicéo linear de um produto estudado, mas também suas caracteristicas espaciais.
As vantagens oferecidas pela bioinformatica envolvem diversos aspectos, a comecgar por

sua ampla atuaga@o em diferentes areas das ciéncias biolégicas com diferentes estratégias,
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além da otimizacdo de tempo e custos, desde o inicio de processos cientificos e de
desenvolvimento tecnoldgico. A cooperacgéo entre estes diferentes conhecimentos dentro
da bioinformatica amplia a possibilidade de perfis indicados para essa ciéncia (MULDER et
al., 2018). E com esta interagéo entre especialistas distintos que a biologia computacional
vem evoluindo muito nos ultimos anos, impulsionada pela evolugdo das ciéncias da
computacgéo, construindo plataformas mais robustas para os desafios biologicos. Para
exemplificar brevemente este avanco, se compararmos o numero de publicagdes na base
PubMed com o descritor “Computational biology’ nos Ultimos dez anos, observamos um
salto de 10.750 publicagbes em 2010 para 20.018 em 2020, aumento encontrado também
na busca pelo termo livre “bioinformatics” (Figura 7).

Figura 7 - Distribuicédo do numero de publicacdes na base PubMed com o termo livre “bioinformatics”
ou descritor (MeSH) “Computational biology” entre 2001 e 2020.

FONTE: Grafico gerado pelo autor com os dados obtidos das respectivas buscas em <https://pubmed.
ncbi.nim.nih.gov>.Inserir a data da busca.

4.1 Imunoinformatica

O constante desenvolvimento e crescente contribuicdo da bioinforméatica nos
estudos imunolégicos traz grandes avangos para a comunidade cientifica, sendo nomeada
de “imunoinformética”. Entre as abordagens computacionais envolvidas destaca-se a
predicdo de epitopos. Esses sdo porgdes do antigeno reconhecidas pelo sistema imune,
seja por receptores de células B (anticorpos ligados a membrana) ou T (TCR), quando
apresentados pelo complexo principal de histocompatibilidade (MHC) constituindo parte
da imunidade adaptativa (SANCHEZ-TRINCADO; GOMEZ-PEROSANZ; RECHE, 2017).

A compreenséo das interagdes bioquimicas entre o epitopo e os linfocitos permite
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entender o funcionamento das predigées computacionais. Por exemplo, epitopos de células
B s&o expostos ao solvente para serem reconhecidos pelas Igs membranares, séo ricos em
aminoacidos especificos, como os polares, e sdo preferencialmente encontrados em algas
(loops) na estrutura proteica. S&o subdivididos em epitopos lineares e conformacionais,
com o reconhecimento de Acs determinado pela composi¢éo sequencial ou proximidade
espacial dos aminoacidos na proteina, respectivamente (RUBINSTEIN et al., 2008).
Ja para as células T, a predicdo € bem diferente, pois o epitopo passa pelas etapas de
processamento e ligacdo ao MHC antes de ser apresentado ao TCR. Sendo a etapa
de interagdo com as moléculas humanas relacionadas a histocompatibilidade (HLA, do
inglés, “Human Leukocyte Antigen”) a mais critica na apresentacdo destes antigenos.
Com a grande quantidade de polimorfismos desta proteina, as variaveis e intensidade
de processamento dos programas de bioinforméatica aumentam (SANCHEZ-TRINCADO;
GOMEZ-PEROSANZ; RECHE, 2017).

A predicdo de epitopos apresenta uma vantagem econdmica no quantitativo de
informagdes geradas quando comparada aos ensaios laboratoriais equivalentes, como
a cristalografia de raios-X para a determinacdo do complexo antigeno-anticorpo (Ag-Ac)
ou os ensaios de linfoproliferagdo para epitopos de células T. Estes softwares utilizam
Inteligéncia Artificial (IA) baseada em aprendizado de maquina (Machine learning, ML) para
efetuar as predigcOes, geralmente, baseados em modelos supervisionados, onde a maquina
“aprende” um evento baseado nos dados empiricos fornecidos pelo cientista programador
e, depois, calcula a chance deste evento nos testes. Como exemplo destes modelos,
destacam-se as redes neurais artificiais (artificial neural networks, ANN), support vector
machines (SVMs), arvores de decisao (decision trees, DTs) e modelos ocultos de Marcov
(hidden Marcov models,HMM)) (SANCHEZ-TRINCADO; GOMEZ-PEROSANZ; RECHE,
2017).

Apesar dos avancos nos modelos computacionais, a imunoinformatica encontra
obstaculosinerentes aimunologia, como o polimorfismo de HLA, e confiabilidade das analises
baseadas em poucos dados disponiveis, como na predi¢do de epitopos conformacionais
(SANCHEZ-TRINCADO; GOMEZ-PEROSANZ; RECHE, 2017). Assim, 0 uso combinado
das andlises da imunoinformatica com demais estratégias in silico potencializa a aplicacéo
dos resultados obtidos, principalmente no desenvolvimento de diagnésticos e vacinas
(BERGAMASCHI et al., 2019; FADAKA et al., 2021).

Zeng et al. (2018) por exemplo, se deparando com o uso de anticorpos sem estrutura
cristalina resolvida, utilizaram o método de alinhamento local pela ferramenta BLAST
(“Basic local alignment search tool’) para encontrar estruturas 3D semelhantes para serem
usadas como moldes (templates) na modelagem por homologia. A mesma ferramenta de
alinhamento foi utilizada por Fadaka et al. (2021) para identificar regides conservadas do
DENV, buscando desenvolver um candidato a vacina, os autores utilizaram preditores

de epitopos, de alergenicidade e toxicidade, fatores indispensaveis no planejamento de
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produtos imunobiolégicos. Ainda, Honda et al. (2012) selecionaram regiées do DENV para
compor um diagnostico soroldgico a partir de alinhamentos multiplos para determinagéo de
homologia e analise de conservagédo de sequéncias, com o célculo de epitopos realizado
entre estas etapas. Bergamaschi et al. (2019) utilizaram técnicas de dindmica molecular e
calculos energéticos para prever epitopos na proteina E do DENV, uma outra estratégia
também focando no diagnoéstico soroldgico.

O wuso destas predicbes também tem conferido resultados positivos
experimentalmente, Nguyen et al. (2019) observaram 100% de especificidade em um
diagnostico de DENV baseado em epitopos avaliados computacionalmente, corroborando
com Nagar et al. (2020) que relataram 73,33-96,66% de sensibilidade e 82,14-100% de
especificidade também em um diagnéstico de DENV ap6s predicbes de epitopos. Ainda,
com o constante avang¢o dos métodos in silico, novas ferramentas integradas tém surgido
para apontar solugdes diagnosticas, terapéuticas e de imunizagao, inclusive para contextos
pandémicos como observado na COVID-19 (ALHADRAMI et al., 2021; WARD et al., 2021).
Portanto, a disponibilidade das ferramentas computacionais classicas e estruturais, focadas
naimunologia, possibilitam uma combinacgéo de diferentes métodos para o desenvolvimento
e inovagado em produtos imunobiol6gicos, permitindo estratégias racionais que minimizam
erros e otimizam o processo cientifico.

51 CONCLUSOES

Diante das consequéncias das infec¢cdes causadas pelo virus da Dengue, Zika e
Chikungunya, a falta de um diagnéstico sorolégico especifico € um desafio ainda maior
em regides de cocirculagcao, dificil acesso, baixa renda ou todas estas condi¢des. O
desenvolvimento de novas tecnologias acessiveis que permitam o diagnoéstico diferencial
dos arbovirus poderia contribuir com o melhor mapeamento da distribuicdo das infec¢cbes
e sorotipos virais, detecgdo precoce e manejo. Como parte das estratégias de vigilancia,
poderia ainda antecipar ou melhor gerir possiveis surtos em regides endémicas. Como
ferramenta cientifica, poderia suscitar novas interpretagdes para pesquisas conduzidas em
diferentes contextos.

Assim, considerando o potencial de gerar conhecimento, as revisGes sistematicas e
andlises in silico podem ser grandes aliadas na tarefa de encontrar solu¢des para distinguir
os arbovirus de interesse médico em testes sorolégicos. Através destas estratégias de
pesquisa, os compilados de evidéncias cientificas e simulagdes computacionais otimizaria
o0 desenvolvimento de solugbes adequadas por comparar o que existe na literatura e
predizer alternativas plausiveis. Estas duas abordagens séo fortemente recomendadas,
ainda mais por serem mais acessiveis aos diversos contextos de pesquisa, fornecendo
ferramentas poderosas para um grupo ainda maior de especialistas capazes de minimizar
o desafio histérico das reagdes cruzadas nas arboviroses.
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