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RESUMO

O virus Zika foi inicialmente descoberto no Uganda, Africa, e era considerado um
virus inofensivo, conhecido por uma prevaléncia relativamente baixa em regides de Africa e
Asia. Raras complicagdes graves relacionadas com a infecio foram reportadas no passado.
No entanto, o virus Zika é atualmente um dos virus emergentes mais importantes no mundo
e recentemente, tem causado surtos e epidemias, tendo sido associado a graves
malformagoes congénitas e manifestagoes clinicas, incluindo microcefalia e sindrome de
Guillain-Barré. O impacto global destas descobertas na saude publica evidéncia a necessidade
de um teste de diagndstico rapido, mas especifico, que possa ser desenvolvido rapidamente
para distribuicao e uso em regioes epidémicas.

Até agora, o diagndstico da infecao pelo virus Zika depende da técnica Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction, um método rapido, sensivel e especifico para a
detecao do virus na fase inicial da infegao, e da serologia, que representa um desafio devido a

ocorréncia de reagoes cruzadas com outro flavivirus.

PALAVRAS-CHAVE: Virus Zika; flavivirus; Diagnostico Laboratorial; Anticorpos;

Investigacao.

ABSTRACT

Zika virus was initially discovered in Uganda, Africa, and was considered a harmless
virus, known to exist at a relatively low prevalence in parts of Africa and Asia. Serious
complications due to Zika virus infection was rarely reported in the past. However, is
currently one of the most importante emerging viruses in the world and recently has caused
outbreaks and epidemics, and has been associated with severe congenital malformations and
clinical manifestations, including microcephaly and Guillain-Barré syndrome. The overall
public health impact of these findings highlights the need for a rapid but specific diagnostic
test that can be rapidly developed for distribution and use in epidemic regions.

Until now, Zika virus infection diagnosis relies on reverse transcription polymerase
chain reaction, an rapid, sensitive and specific method for detection of virus in the early stage

of infection, and serology, wich is challenging due to cross-reactions with other flaviviruses.

KEYWORDS: Zika virus; flaviviruses; Laboratory diagnosis; Antibodies; Investigation.



ABREVIATURAS

Ag-Ac — Antigénio — Anticorpo

ADN - Acido Desoxirribonucleico

ADNCc — ADN complementar

ARN - Acido Ribonucleico

CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
IFI — Imunofluorescéncia Indireta

Ig — Imunoglobulina

kb — Kilo-bases

MAC-ELISA — IgM Antibody Capture Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
NASBA - Nucleic Acid Sequence Based Amplification

PAM — Protospacer Adjcent Motif

PCR — Polymerase Chain Reaction

PRNT - Plaque-Reduction Neutralization Test

RBS — Ribosome Binding Site

RT-PCR - Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

SGB - Sindrome de Guillain-Barré

SNP - Single Nucleotide Polymorphism

VZIK - Virus Zika
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I. O VIRUS ZIKA

I.1. Histéria e Epidemiologia

O virus Zika (VZIK) foi isolado pela primeira vez a partir de uma amostra de sangue
de um macaco rhesus (Macaca mulatta) durante um estudo do virus da Febre-Amarela, na
floresta Zika, Uganda, em 1947. Em 1948 foi isolado a partir de mosquitos Aedes africanus
também no mesmo local, sugerindo desde entao que o virus pudesse ser transmitido através
de picada de mosquito. Em 1954, o VZIK foi isolado pela primeira vez a partir de uma amostra
sanguinea humana na Nigéria, comeg¢ando-se assim a implicar o seu envolvimento patogénico
em humanos. A partir daqui foram reportados alguns casos em paises Africanos e Asiaticos,
estando a infegao restringida a estas areas, com menos de 20 casos esporadicos reportados
nos primeiros 60 anos apos a sua descoberta. Foi em 2007 que houve a primeira grande
epidemia, na ilha Yap do Estado Federal da Micronésia. A partir daqui, também na Polinésia
Francesa se registou outro grande acontecimento epidémico em outubro de 2013. Desde
entao, o virus rapidamente se espalhou para outros locais e foi em 2015 que se registou no
Brasil a maior epidemia da América Latina com 500,000 a 1,500,000 casos estimados de

infecao".

1.2. Classificacao

O VZIK pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus"”. Esta familia pertence a um
grupo de virus denominado arbovirus, que se caracterizam por serem virus de acido
ribonucleico (ARN) em que na sua maioria dependem de artrépodes para a sua transmissao®®.
As duas maiores linhagens do VZIK sao a Africana e a Asidtica, distinguiveis através da analise
detalhada da sua sequéncia genémica e sao responsaveis por causar a maioria das infe¢des na
Africa e Asia, respetivamente!". Devido 4 rapida propagacio do virus e a sua introdugio no
hemisfério ocidental, houve uma evolugao e uma nova linhagem foi introduzida, a Americana,

que inclui agora cadeias de virus isoladas no Brasil, Porto Rico, Haiti, Guatemala e Suriname®.
1.3. Estrutura do virus

O VZIK é um virus envelopado, de cadeia simples de ARN de polaridade positiva'"**.
Possui um genoma de cerca de | | kilo-bases (kb) codificante de uma poliproteina que é clivada
em trés proteinas estruturais, nomeadamente a proteina da capside (C), pré-membrana (prM)

e envelope (E) e sete proteinas nao-estruturais, NSI, NS2, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e



NS5®*)(Figura 1). Estas proteinas tém fungdes importantes na replicacio e organizagio viral

(Tabela ).

SUTR |1 | | l _ | 3-UTR
M st 24 2B NS3 4A 4B NS5 —_—
AAs 104 93 75 504 352 226 130 617 127 2K 251 903
Viral protease =  Host protease = Furin  Unknown host protease
Figura | — Organizacao do genoma do VZIK. As proteinas estruturais e nao estruturais estao aqui

representadas a cinzento e azul, respetivamente. As setas azuis, pretas e vermelhas representam os
locais de clivagem da protease viral NS2B/NS3, proteases do hospedeiro e da protease furina,
respetivamente(®).

Tabela | — Proteinas chave do virus e as suas fungoes (Adaptado)®.

C Ligacao do ARN para formar a nucleocapside.
prM, M Estabilizagao da particula viral, secregao da proteina E.
E Ligagao do recetor, fusio membranar.
NSI Replicagao viral.
NS2A Sintese de ARN e organizagao da particula viral.
NS2B Complexa com a NS3 e funciona como uma protease serina.
NS3 Complexa com a NS2B e funciona como uma protease serina.
NS4A Replicagao viral.
NS4B Replicagao viral.

Atividade Metiltransferase e Guaniltransferase; Revestimento e sintese

NS5 de ARN; ARN polimerase ARN dependente.

1.4. Transmissao do virus

Tal como outros flavivirus, o VZIK transmite-se maioritariamente através da picada de
mosquitos', que funcionam aqui como vetor, e os primatas niao-humanos e humanos sio
provavelmente os principais reservatérios do virus®. Durante a picada do vetor é injetada

saliva infetada para a corrente sanguinea do hospedeiro, constituindo esta a forma biologica



mais comum de transmissio do virus®. Os principais vetores sio do género Aedes, em
particular Ae. aegypti originario de Africa e também Ae. albopictus, da regido Asiatica®?.

O Ae. aegypti, principal transmissor do VZIK, tem a capacidade de se reproduzir em
pequenas quantidades de agua e é conhecido por ser ativo e agressivo durante o dia e muitas
vezes no interior das habitagdes. O mosquito Ae. aegypti sobrevive durante 2-4 semanas,
contrariamente aos seus ovos que podem sobreviver durante longos periodos de tempo,
especialmente em locais secos, sendo responsaveis pela introdugao de grandes quantidades de
mosquitos no ambiente depois de um inverno frio e seco. Para além da transmissao do VZIK,
o Ae. aegypti é também transmissor de outras infe¢coes tais como Dengue, Febre-Amarela e
Chikungunya®.

Acredita-se que em Africa o VZIK é mantido num ciclo silvatico, envolvendo primatas
nao-humanos como reservatorio. Em zonas onde nao existem estes primatas nao-humanos,
como é o caso dos locais onde ocorreram as epidemias mais recentes, acredita-se que o virus

entra num ciclo urbano, ou seja, humano-mosquito-humano, sugerindo assim que o virus

conseguiu adaptar o seu ciclo a reservatérios humanos®(Figura 2).

e R
v«Z?‘ -~ Vector
Aedes \ i Aedes aegypti

Reservatorio Reservatério €
'Y Humanos
Ciclo silvitico Ciclo urbano

Figura 2 — Representacao esquematica do ciclo silvatico e do ciclo urbano que envolvem a transmissao
do VZIK utilizando o mosquito como vetor(®).

Para além desta via de transmissao, existem estudos que comegam a dar suporte ao
facto de que o virus pode apresentar outros meios de transmissao sem utilizar o mosquito
como vetor, nomeadamente, transmissao vertical, sexual e sanguinea®.

Relativamente a possivel transmissao vertical, ha evidéncias da presenga de ARN viral
no liquido amniotico de gravidas cujos fetos apresentavam anomalias cerebrais, detetadas na
realizagao de ecografias e, para além disso, foram identificados antigénios virais e ARN no
tecido cerebral de criangas que nasceram com microcefalia, e que vieram a morrer pouco
tempo depois do nascimento®.

Uma possivel transmissao sexual esta também a ser estudada, devido a detecao de

particulas virais replicativas € ARN viral em amostras de sémen®.



A hipotese da transmissao através de transfusao sanguinea surgiu da capacidade de
outros arbovirus como o Dengue, serem transmitidos por essa forma. Assim sendo, a
possibilidade de transmissao do VZIK por esta via deve ser tida em consideragao e para
prevenir uma potencial transmissao, € necessaria a implementacao de protocolos em areas

epidémicas que permitam testar amostras de dadores para a presenca de acido nucleico de

VZIK®®),

1.5. Aspetos clinicos e laboratoriais associados a infecdo pelo
virus Zika

Depois de um periodo de incubagao de 3 a 12 dias, os sinais e sintomas da infecao pelo
VZIK iniciam-se pelo aparecimento de dor de cabega, erupgao maculopapular que envolve
principalmente a planta dos pés e maos, febre, mialgia, anorexia, conjuntivite, artralgia, e alguns
sintomas abdominais®.

Relativamente a aspetos clinicos laboratoriais, algumas alteragdoes a nivel sanguineo
como, leucopenia, trombocitopenia, albuminémia e aumento dos niveis de transaminases tém
sido reportadas, bem como a presenca de pigmento bilar na urina®.

Visto que os aspetos clinicos e laboratoriais acima referidos nao sao especificos da
infecao pelo VZIK, nao podem ser utilizados por si s6 para diferenciar a infegao pelo VZIK de
infegcoes causadas por outros arbovirus, como o Dengue e Chikungunya. Aliado a este facto é
comum haver uma co-circulagao de diferentes arbovirus na mesma regiao geografica, o que
dificulta ainda mais um possivel diagnostico da infegao pelo VZIK por meios clinicos e

laboratoriais®.

1.6. Principais complicacdes que tém vindo a ser associadas a

infecao pelo virus Zika

Uma situagao que atualmente representa um grande problema de salide publica é o
facto de sérias complicagoes estarem a ser associadas a infegao pelo VZIK nomeadamente
anomalias congénitas e problemas neurologicos. Até agora, esta infegao era considerada
relativamente benigna, o que fez com que o estudo do virus nao estivesse desenvolvido o
suficiente para se perceber os fatores que conduzem a estas complicagdes no ser humano™.

Esta situagao teve inicio durante a epidemia ocorrida na Polinésia Francesa, onde se
verificou um aumento da incidéncia de Sindrome de Guillain-Barré (SGB), uma patologia auto

imune normalmente desencadeada por infegoes virais ou bacterianas que ocorrem
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aproximadamente 2 a 8 semanas antes do inicio do SGB®. Essa incidéncia foi cerca de 20 vezes
superior a verificada em periodos em que nao ocorria um desenvolvimento epidémico desta
infecao. Uma associagao com esta sindrome foi também reportada na epidemia ocorrida na
Ameérica Latina desde 2015. No Brasil, durante a fase epidémica de VZIK, 62% dos doentes
com SGB apresentaram sintomas consistentes com a infecao pelo VZIK. Em relagiao a
mortalidade associada, é raro haver casos reportados, no entanto ainda nao estda bem
detalhada até ao momento. Os fatores subjacentes a associa¢ao entre o SGB e a infegao pelo
VZIK nao foram ainda determinados. Pensa-se que infegoes sequenciais com arbovirus podem
exacerbar a resposta imunitaria e conduzir ao inicio de um processo imunopatogénico que
tem como alvo principal os nervos periféricos, levando ao desenvolvimento desta neuropatia.
Ainda assim, a maioria dos casos que surgiram associados ao VZIK apresentaram uma duragao
transitoria e a maior parte dos doentes tiveram uma recuperagiao com resultados positivos®.

Outra das sequelas mais inesperadas da infecio pelo VZIK foi a associagao com
anomalias congénitas, em particular microcefalia fetal e em recém-nascidos. A microcefalia
trata-se de uma condicao onde a cabeca € caracteristicamente mais pequena

comparativamente a bebés com o mesmo sexo e idade gestacional®”

. Isto pode resultar em
graves sequelas neurologicas, problemas de movimento e equilibrio e perturbagdes no
desenvolvimento da fala e em caminhar® podendo mesmo em alguns casos, levar a mortes
intrauterinas ou durante o periodo neonatal. A primeira ligacao entre a microcefalia e a infecao
pelo VZIK foi observada em 2015 no Brasil, onde o nimero de criangas com esta anomalia
congénita aumentou 20 vezes depois do inicio da epidemia, com mais de 1200 casos
reportados em 2015. A somar a esta ocorréncia, foi também registada calcificagao cerebral
em fetos e criancas®. Estes acontecimentos realgam a importincia da implementagio de
algumas medidas: diagnosticos precoces, através da monitorizagao de mulheres gravidas com
historial recente de viagens a areas endémicas; uma apertada vigilincia pré e pés natal; a
exclusao de infegOes causadas por outros virus (como toxoplasmose, citomegalovirus e

rubéola) e amniocenteses para investigacao virolédgica se houver suspeita da ocorréncia de

anomalias®.



2. DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA INFECAO
PELO VIiRUS ZIKA

Para um diagnostico definitivo da infecao pelo VZIK, é necessaria uma confirmagao
virologica uma vez que este nao apresenta caracteristicas patognomonicas ou bioquimicas que
permitam distinguir com seguranga uma infecao pelo VZIK de uma infe¢ao provocada por
outros arbovirus. Para além disso, as anomalias congénitas que tém vindo a ser associadas a
infegio também nao permitem a distingdo de outras causas infeciosas, toxicas ou genéticas'”.

O diagnéstico laboratorial pode ser realizado recorrendo a varios métodos: detegao
do virus, acido nucleico viral, antigénios virais e ainda anticorpos anti-VZIK, podendo também
efetuar-se uma combinagao destas formas de diagnostico. A escolha do método a utilizar vai
depender de alguns aspetos, tais como a finalidade para a qual é efetuado o teste (clinica,
estudos epidemiologicos ou desenvolvimento de vacinas), o tipo de instalagoes laboratoriais,
o pessoal especializado disponivel e a altura de colheita da amostra. Quando a amostra é
colhida durante os primeiros dias ap6s o inicio dos sintomas, a detegao viral ou dete¢ao do
acido nucleico podem ser efetuados, por meio de cultura viral ou recorrendo ao método de
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR), respetivamente. Para além disto, a
detecao de antigénios virais também pode ser efetuada por imunohistoquimica. No caso de a
amostra ser colhida alguns dias apds o inicio dos sintomas, ou seja, apos a fase de virémia,
pode recorrer-se ao diagnéstico da infecao pelo VZIK por meio de anticorpos do tipo
imunoglobulina M (IgM) e G (IgG). Estes podem ser detetados com testes serologicos, sendo

o método Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) o mais utilizado"?.

2.1. Cultura Viral

A detecao do VZIK por meio de cultura viral foi ja realizada recorrendo a inoculagao de
amostras de soro possivelmente contaminadas pelo VZIK numa cultura celular, utilizando para
este fim linhagens de células de mosquitos ou de mamiferos®*'%, ou por inoculagio

419 O isolamento viral é restrito a laboratorios

intracerebral em ratos recém-nascidos!
especializados e muitas vezes a sua taxa de sucesso € baixa, podendo os baixos niveis de
virémia explicar essa dificuldade no isolamento'?.

Relativamente as linhas celulares para cultura, mostraram-se mais sensiveis as células Vero,
células de rim de macaco rhesus (LLC-MK2) e de rim de porco (PS-Cl), tendo igualmente

sucesso as células C6/C36 de mosquito®®. Estas sdo utilizadas para fins de investigacio e nao

como um método rotineiro para a detecio do VZIK®.



As amostras de soro foram as primeiras a ser testadas na detegao do virus por meio de
cultura viral® mas um estudo desenvolvido pelo Instituto Oswaldo Cruz detetou a presenca
de VZIK ativo em amostras de saliva e urina, através da observagao de efeito citopatico numa

cultura de células Vero"? (Figura 3).

A B

Figura 3 — Representacao de uma cultura de células Vero nao inoculada (A) e inoculada com amostras
de urina e saliva contendo VZIK (B)(12).

2.2. RT-PCR

A técnica de RT-PCR é bastante util para detecao de acido nucleico viral. Para a sua
realizagao ha que ter em atengao que na grande maioria dos casos de infegao pelo VZIK a
virémia é transitéria e portanto o diagnéstico por este método tem mais sucesso se for feito
dentro de uma semana apés o inicio dos sintomas clinicos®.

A necessidade de haver uma reagao de transcrigao reversa antes da amplificacio por
Polymerase Chain Reaction (PCR) prende-se com o facto de o VZIK apresentar como genoma
uma cadeia simples de ARN, e assim poder haver uma conversio de ARN em 4acido
desoxirribonucleico complementar (ADNc), seguindo-se a reagao de PCR para amplificagao
das sequéncias alvo especificas de ADNc que se pretendem detetar®.

Recorre-se mais frequentemente a realizagao de um PCR em tempo real utilizando uma
sonda fluorescente do tipo TagMan'*>'®. Este tipo de técnica permite uma detecio fiavel dos
produtos gerados durante cada ciclo de PCR, onde sabemos em tempo real que a amostra
esta a amplificar e que estamos perante um resultado positivo. Isto devido a introdugao de um
conjunto primer/sonda (fragmentos de ADN usados para hibridar com uma outra molécula
de ADN)!"? cujo design é baseado na sequéncia alvo que se pretende detetar'¥(Figura 4).

Para que a técnica de PCR se revele eficaz é necessario avaliar alguns parametros
essenciais, tais como: método de extragao do ARN, escolha da transcriptase reversa, escolha
da ADN polimerase e o programa termociclico!”, sendo que a temperatura tem que ser

adaptada as diferentes reagoes que ocorrem durante a técnica.



1. Assay Components and DNA Template

Legend

Figura 4 — Reacdo de PCR em tempo real com detecio dos produtos amplificados por sonda
TagMan(8).

2.2.1. Design do primer e da sonda

Este representa um dos passos mais importantes e que se vai refletir na eficacia da
técnica no diagnostico laboratorial.

Devem ser escolhidos primers e sondas com base em regioes do genoma viral com
elevado grau de conservagio e especificidade!'® e que em contrapartida apresentem um
elevado grau de divergéncia de outros flavivirus®.

Os protocolos que tém vindo a ser desenvolvidos que usam primers e sondas
especificas para o VZIK tém como principais alvos o gene E, M, prM/E e NS5'®. No entanto,
o gene NS5 é o mais escolhido para o design dos primers visto ser uma regiao que apresenta
um elevado grau de conservagao no VZIK enquanto que por exemplo, os genes
correspondentes as proteinas do envelope podem variar dentro do mesmo virus e poder

originar falsos negativos®.

2.2.2.Vantagens da utilizacdao desta técnica no diagnoéstico do

virus Zika

Esta técnica representa uma opgao apelativa para o diagnoéstico da infegao pelo VZIK
tendo em conta que é rapida, sensivel e um método especifico numa fase aguda da infecao"'®.
E assim uma técnica muito util para a detecio em regides onde ha a co-circulagio de outros
arbovirus indistinguiveis do ponto de vista clinico, permitindo um diagnéstico diferencial®'®.
Um aspeto também bastante importante é o facto de se realizar num tubo fechado, o que
reduz o risco de contaminagio'®.

Atualmente existe uma técnica, o Trioplex RT-PCR, que permite detetar

qualitativamente e em simultaneo ARN de trés virus diferentes (Dengue, Chikungunya e Zika),



utilizando como amostras clinicas o soro, liquido cefalorraquidiano, urina ou liquido

amniético".
2.2.3.Resultados e precaucdes na sua interpretacao

A execugao deste teste de diagnostico molecular permite-nos a identificagao do ARN
do virus, que geralmente é detetavel no soro do doente infetado no decorrer da fase aguda

da doenga, durante aproximadamente 7 dias apds o inicio dos sintomas®.

Resultados positivos deste teste significam que a infegao estd presente na sua fase
aguda.

Resultados negativos que daqui possam advir nao podem excluir imediatamente a

possibilidade de infegao. Estes devem ser sempre combinados com observagoes clinicas,
historia do doente e informagao epidemioldgica®. A ocorréncia de falsos negativos nesta
técnica pode resultar de uma ma colheita da amostra, degradagao do ARN viral durante a sua
extragao ou o seu armazenamento, colheita da amostra antes ou depois da fase de virémia,
falha no procedimento da técnica, presenca de inibidores da RT-PCR ou potenciais mutagoes

nas regides alvo do genoma viral®.

2.3. Serologia

O diagnostico seroldgico do VZIK é também um dos pilares para o diagndstico desta
infecio®. Normalmente é efetuado pelo teste de ELISA®), onde podem obter-se os titulos de
IgM e 1gG @, utilizando o Plaque-Reduction Neutralization Test (PRNT) como teste de
confirmagio (seguindo protocolos standard)®.

O maior desafio deste tipo de diagnodstico prende-se com o facto de doentes que tenham
sido previamente expostos a um flavivirus heteroélogo, quer por infecao natural quer por meio
de vacinagao, tenham uma resposta serologica mais vigorosa para a infegao prévia do que para
a infecio corrente®, levantando questdes de reatividade cruzada e portanto problemas a nivel

de diagnostico.

2.3.1. IgM Antibody Capture Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (MAC-ELISA)

O teste MAC-ELISA é utilizado para detegao qualitativa de anticorpos do tipo IgM no
soro humano e deve ser utilizado em amostras colhidas de individuos que, tal como no caso

do RT-PCR, retinam critérios clinicos e/ou critérios epidemioldgicos para o VZIK®).



Os niveis de IgM sao variaveis mas geralmente sao positivos a partir do 4° dia apos o

inicio dos sintomas e permanecem por |2 ou mais semanas®).

2.3.1.1. Fundamento da técnica

Em primeiro lugar é utilizado um anticorpo de captura, Anti-IgM para revestir os pogos
da microplaca, tendo como objetivo a reagao com os anticorpos presentes no soro do doente.
Este passo é seguido, sequencialmente, pela adicao da amostra, a adicao de antigénio viral
especifico do VZIK (cultivado em células Vero) e por fim um anticorpo anti-viral conjugado
com uma enzima, que se vai ligar ao antigénio viral adicionado anteriormente (caso este esteja
presente).

O resultado colorimétrico é gerado pela interagao da enzima com um substrato
cromogénico adicionado a mistura e medido utilizando um aparelho espectrofotométrico.

Para além disto, deve ser incorporado um controlo positivo e um controlo negativo,
sendo eles um anticorpo monoclonal especifico para o VZIK e uma amostra de soro de um
individuo ndo infetado, respetivamente®. Os resultados sio interpretados segundo um
algoritmo de detegao (Figura 5).

Specimen Received

Specimen Diluted

Zika MAC-ELISA Performed

Check Plate Controls

Is Positive Control PN 2 22 No (Repeat Platz)

Yes [Controls Okay)

Specimen is NEGATIVE

Is Specimen PN 2 27 No for Zika virus [gM.
Yes
Is Specimen Background No Specimen
Acceptable? INCONCLUSIVE
L Caleulation Ratio Result
<2
Yes Mean OD of the positive control serum Plate IS NOT
. . reacted with Zika Vero E6_antigen (P) Valid
Positive Control P/N Mean OD of the negative control serum reacted .
s Specimen P/N > 37 Ne Specimen is EQUIVOCAL. with Zika Vero E6 antigen (N) it TS_\'(lhd
<2
. Mean OD of the specimen reacted with Specimen is
Yas i Zika Vero E6 antigen (P) Inconclusive
f“““g"’“"d P”‘fm Mean OD of the specimen reacted with Normal =
[ ;;:c':rf:;]g;:l“lﬂ Vero EG antigen Sample can be
Specimen PRESUMPTIVE See Figure 1) interpreted
POSITIVE for Zika virus [ghl. according to
Testing Algorithm

Figura 5 — Algoritmo de interpretagao do teste MAC-ELISA®).

2.3.1.2. Limitacoes da técnica e interpretagao dos resultados

A maior limitagao desta técnica prende-se com a reatividade cruzada que pode ocorrer
entre anticorpos de diferentes flavivirus, sendo que esta ocorréncia é mais frequente em
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situagoes em que houve um contacto prévio com outros flavivirus. Os testes serologicos para
diagnostico do VZIK tornam-se entao mais dificeis de interpretar em regioces endémicas para
outros flavivirus, tendo como exemplo o caso da epidemia na Polinésia Francesa, onde o
diagnostico serologico nao foi implementado devido a co-circulagao do serotipo | e 3 do virus
Dengue, onde mais de 80% da populagio apresentava anticorpos para este ultimo serotipo®®.

Falsos positivos podem resultar de um historial de infecio por outros flavivirus®.

Posto isto € fundamental que os resultados sejam sempre combinados com observagoes

(25)

clinicas, histéria do doente, informagao epidemiolodgica e outras evidéncias laboratoriais'™ uma

vez que, por exemplo, o risco de reatividade cruzada é menor em emigrantes recentes de
zonas nao endémicas, turistas e criangas, comparativamente a adultos que vivem em zonas

endémicas ou epidémicas®.

Falsos negativos podem ter como causas a colheita da amostra ter sido feita antes da
IgM ter atingido niveis detetaveis (tipicamente cerca de 4 dias apos o inicio dos sintomas) ou
pelo contrario ja nao se apresentar no sangue em niveis que possam ser detetaveis (acontece

cerca de |12 semanas apds o inicio dos sintomas)®.

2.3.2.PRNT

O objetivo do PRNT ¢é identificar anticorpos que tém como fungao neutralizar as
particulas virais e assim prevenir que estas infetem células de uma cultura celular, apresentando
uma resposta protetora® perante a infegio pelo virus.

O que se pretende com a aplicagao deste método no diagndstico do VZIK é confirmar
o diagndstico positivo obtido anteriormente pela técnica de ELISA®, uma vez que os

resultados aqui obtidos sdo mais especificos que os obtidos pelo método de ELISA(.

2.3.2.1. Fundamento da técnica

Numa primeira etapa ha uma interagao Antigénio-Anticorpo (Ag-Ac) pela mistura da
amostra em analise com uma suspensio viral®”, para que assim possa ser avaliada a efetividade
que o sangue tem em neutralizar o virus (pela agio dos anticorpos neutralizantes presentes)®®.
Para ser avaliada a infetividade viral, o préoximo passo € a incubagao desta mistura com linhas
celulares, células essas que sao revestidas por um meio semissolido cuja fungao € restringir a
propagacao do virus. Cada viriao que inicia uma infegao celular produz uma area de infegao
localizada, denominada placa. E o estudo destas placas virais que vai permitir a obtencio de

resultados @,
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Paralelamente a esta reagao, sao introduzidos na técnica controlos positivos e
negativos: a inoculagao do virus na auséncia da amostra de soro representa o controlo positivo
e a utilizagao de soro de individuos nao infetados na auséncia de suspensao viral o controlo

negativo®.

@) & avaliada comparando a

A percentagem de redugao da infecciosidade do virus
quantidade de placas formadas nos pogos que continham a amostra de soro com a quantidade
de placas formadas nos pogos onde apenas foi incorporado o virus (controlo positivo). Para

as amostras serem consideradas positivas, tem que haver uma reducao de pelo menos 50% do

numero de placas (PRNT50)?”.

2.3.2.2. Limitacoes da técnica

A aplicacao deste meio de diagnostico laboratorial representa um trabalho intensivo e
moroso o que faz com que nao seja utilizado em ensaios de vigilincia®”. Para além disso é uma
técnica relativamente cara e que requer a sua aplicagao em laboratorios especializados devido

a manipulagio de virus vivos®®.

2.4. Detecao do virus em amostras sanguineas vs. outras

amostras biologicas

Devido ao facto do VZIK ter sido responsavel por varias epidemias ao longo destes Ultimos
anos, o desenvolvimento de novas formas de diagnostico tornou-se cada vez mais importante
e necessario, nao so6 ao nivel do desenvolvimento de novas técnicas como também ao nivel da
utilizacado de outras amostras bioldgicas alternativas como forma de diagnéstico. Com o
estudo da utilizacdo de outras amostras para além do soro dos doentes infetados pretende-
se avaliar a possibilidade de uma detegao quando o individuo ja nao esta numa fase de virémia
ou quando a baixa quantidade de ARN presente” nio permite o diagnostico, para além de
que sao amostras cuja colheita é feita de forma menos invasiva.

Segundo a determinagio das concentragoes de acido nucleico viral pelo método de RT-
PCR em |7 amostras de soro positivas para VZIK durante a epidemia no estado Yap,

Micronésia em 2007, obtiveram-se resultados que variam entre 930 a 728,800 copias/ml‘'®.
2.4.1.Detecao do virus na saliva

O objetivo da avaliagao do diagnostico do VZIK na saliva foi o facto de durante a

epidemia ocorrida de outubro de 2013 a margo de 2014 na Polinésia Francesa, terem sido
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observados bastantes doentes que apresentavam sintomas que encaixavam com a fase aguda
da infegao pelo virus mas que no entanto apresentavam resultados negativos no teste de RT-
PCR. Posto isto foi investigada a utilizagao de saliva como uma amostra alternativa de detec¢ao
e foram desenvolvidos estudos onde foram testados sangue e saliva e analisados os

resultados®" (Tabela 2).

Tabela 2 — NUmero de resultados positivos e negativos obtidos pela técnica de RT-PCR para amostras
de saliva e sangue (Adaptado)@).

Positivo Negativo
Positivo 52 (28.6%) 16 (8.8%)
Negativo 35 (19.2%) 79 (43.4%)

Perante estes resultados, chegou-se a conclusao de que o uso de amostras de saliva
aumentou a taxa de deteg¢ao molecular do VZIK durante a fase aguda da doenga mas nao
alargou a janela de detegao do ARN®?"). Isto porque o virus foi detetado mais frequentemente
na saliva do que no sangue™®?” e a nivel clinico nao foram registadas diferengas significativas
quer ao nivel do tempo médio de inicio dos sintomas quer ao nivel de ocorréncia dos sintomas
nos doentes com resultados positivos na saliva e no sangue®®.

A saliva torna-se assim uma amostra de particular interesse quando é dificil a colheita
de sangue, especialmente em criangas e recém-nascidos®?".

Apesar destas conclusoes que podem melhorar as alternativas de diagnostico, ha que
ter a ressalva de que a detegao do VZIK pode ser negativa utilizando a saliva como amostra e
ao mesmo tempo ser positiva para a amostra sanguinea, € como esta Ultima é necessaria para
outros testes laboratoriais, a saliva nao se torna propriamente uma amostra substituta do

sangue. Para aumentar a sensibilidade da detecao molecular pode ser feita a colheita destas

duas amostras biologicas em simultineo®".
2.4.2.Detecao do virus na urina

As amostras de urina mostraram resultados fortemente positivos, uma vez que os
resultados obtidos no método RT-PCR variaram entre 0.7 — 220x | 0° copias/ml®?.

As amostras testadas mostraram ser possivel detetar o virus numa fase mais tardia
comparativamente ao sangue (acima do |10° dia apos o inicio dos sintomas). Este aspeto torna
amostras de urina muito Uteis para diagnosticar o VZIK quando s6 se procede a recolha da
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amostra para analise numa fase mais tardia, o que pode ocorrer quando os sinais e sintomas
apresentados pelo doente nao sao associados de imediato a infegao por este virus devido ao

facto de nio serem especificos™.

2.4.3.Detecao do virus no sémen

Para avaliar a presenca de virus no sémen, foram feitas duas colheitas (com uma
diferenca de 3 dias entre cada colheita) de amostras de sémen, urina e sangue, de um doente
referenciado para o diagnostico do VZIK. Este doente apresentou dois periodos com sintomas
que podem ser associados a uma infe¢ao pelo VZIK no entanto as amostras sé foram colhidas
duas semanas apos o ultimo periodo sintomatico, pois s6 aqui € o que o doente procurou
tratamento devido a sinais de hematospermia®.

Procedeu-se entdo a andlise das amostras pela quantificagio do ARN: as amostras de
sangue revelaram um resultado negativo em ambas as colheitas; para a amostra de sémen os
resultados obtidos foram de 2.9x10’ cépias/ml e 1.1x10” cédpias/ml na primeira e segunda
amostras, respetivamente; relativamente a amostra de urina, so foi feita a sua colheita uma
Unica vez e o resultado obtido foi de 3.8x10° copias/mI®*),

Apesar de estes resultados serem referentes a apenas um doente, mostram que €
possivel detetar o ARN do VZIK em amostras de sémen e numa fase mais tardia
comparativamente ao sangue. Assim sendo, a utilizagao desta amostra bioldgica para detegao
do virus e a hipotese da transmissao da infecao por via sexual devem ser alvo de mais

investigagao®.

2.4.4.Detecao do virus no leite materno

Foram efetuados testes em leite materno, nomeadamente cultura viral, através da
inoculagao de células Vero, e RT-PCR. As amostras deram resultados positivos no teste de
RT-PCR, com valores entre 2.9 — 205x10* cépias/ml, mas niao houve sinais de replicacio na
cultura celular®.

O primeiro caso suspeito de transmissao perinatal de VZIK ocorreu em novembro de
2013 na Polinésia Francesa onde o recém-nascido tera apresentado uma erupgao
maculopapular e a mae tera reportado a ocorréncia de um quadro clinico semelhante ao
originado pelo VZIK duas semanas antes. A auséncia de replicagao nas amostras de leite
materno torna a contaminagao por esta via um pouco improvavel mas em contrapartida a
detecdo de ARN de VZIK nesta amostra biologica levanta a questao da possivel transmissao

durante a amamentagio pelo que é um aspeto que deve ser alvo de mais estudos®?.
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3. DESENVOLVIMENTOS RECENTES NAS TECNICAS
DE DIAGNOSTICO

A situacao epidémica de VZIK que se verificou nas varias regioes da América, levou este
agente patogénico até agora “obscuro” para a vanguarda dos cuidados globais de satde. O
facto de haver correlagdes entre a infegao por este virus e o desenvolvimento de microcefalia
fetal e em recém-nascidos aliado a graves problemas neurolégicos, nomeadamente SGB,
resultou numa declaragao de emergéncia pela Organizagao Mundial de Saide e uma chamada
para o desenvolvimento de meios de diagnostico mais rapidos e passiveis de serem utilizados
em campo, uma vez que os métodos ja existentes muitas vezes sao incompativeis com

aplicagao em locais remotos e de baixos recursos, onde sio extremamente necessarios®”.

3.1. ELISA baseado num antigénio recombinante especifico e
Imunofluorescéncia Indireta (IFl) — Arboviral Fever Mosaic 2

test

A técnica de ELISA com base num antigénio recombinante especifico e a técnica IFI
baseada num biochip sao sistemas desenvolvidos recentemente e representam uma evolugao
na especificidade do diagndstico do VZIK. A utilizagdo de um antigénio recombinante
especifico do VZIK no método de ELISA elimina possiveis problemas de reatividade cruzada
entre anticorpos de diferentes flavivirus e a técnica de IFl permite a diferenciagao entre
diferentes flavivirus, nomeadamente os virus Zika, Chikingunya e Dengue™*".

Como estes dois testes se baseiam em diagndstico seroldgico, proporcionam uma
janela de detecao mais longa comparativamente as técnicas que envolvem RT-PCR, tornando-
as particularmente Uteis para a vigilancia da doenca. Podem ser utilizados para diagnosticar
doentes sintomadticos que se encontram numa fase aguda da infecao e para gerir casos

assintomaticos que se enquadram em perfis de risco, particularmente mulheres gravidas®".
ELISA

Utiliza microplacas com varios pogos onde é adsorvida a proteina recombinante do
VZIK, que funciona como antigénio viral. Pelo facto de ser altamente especifica para o virus, a
sua utilizagio elimina o risco de reagio cruzada com anticorpos de outros flavivirus®". Os kits

totalmente automatizados sao adequados para triagens rapidas de um grande numero de
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doentes, tendo assim a capacidade de fornecer uma resposta eficaz perante a rapida

propagacio do virus®".

IF1 = Arboviral Fever Mosaic 2 test

Esta técnica de IFl baseia-se numa tecnologia que recorre a um biochip em forma de
mosaico e que permite a incorpora¢ao, num mesmo campo de reacao, de todos os substratos
antigénicos que se pretendem analisar, proporcionando que anticorpos contra varios agentes

infeciosos possam ser testados®'*? (Figura 6).

“fsw sections

- .._antigen dots

Figura 6 — Tecnologia Biochip e Mosaicos32.

Esses substratos antigénicos siao células infetadas pelos virus Zika, Chikungunya e
Dengue (serotipos | a 4) e os resultados (positivos ou negativos) sao avaliados por
microscopia de fluorescéncia (tendo em conta o principio da técnica, ha emissao de
fluorescéncia se a amostra de soro do doente possuir anticorpos contra o virus). Isto permite
uma diferenciagdo entre estes trés virus transmitidos pela mesma espécie de

mosquitos®"(Figura 7).

DENV 1-4

Figura 7 — Técnica de IFl e respetivo diagnoéstico diferencial dos virus Dengue, Chikungunya e Zika@".

Também esta técnica pode conduzir a uma reatividade cruzada entre anticorpos de

diferentes flavivirus, uma vez que ha proteinas virais comuns aos virus aqui utilizados®".
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3.2. Zika detection on filter paper

Um dos métodos de diagnostico em investigagao possibilita um diagnostico de baixo
custo, rapido e especifico para o VZIK, cuja ligagao de ARN viral amplificado a sensores
sintéticos de ARN permite detetar a presenca de sequéncias de VZIK na amostra. Para além
disto, quando acoplados a um complexo que envolve o gene Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats (CRISPR) e a CRISPR associated protein 9 (Cas9), os sensores
permitem também uma discriminagao entre cadeias de virus que diferem apenas num Unico
nucleétido® (Figura 8).

Outro aspeto bastante importante é a possibilidade de rastrear amostras de sangue,
urina e saliva em campo. Isto deve-se a utilizagio de sistemas liofilizados e a auséncia de
qualquer cultura celular, o que proporciona um ambiente na plataforma de diagnostico que
permite a sua utilizagao fora do laboratorio sem preocupagoes de biosseguranga. A liofilizagao
faz também com que os componentes biomoleculares se mantenham estaveis a temperatura

ambiente, conduzindo a um fécil armazenamento e distribuigio a nivel global ®°,
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Figura 8 - Representagio esquemidtica da plataforma de diagnostico que utiliza sensores

biomoleculares e tecnologia baseada no gene CRISPRG0).

3.2.1.Detecdo de sequéncias especificas do virus Zika

Os sensores biologicos utilizados sao sensores de ARN desenhados de forma a
permitir a detegao de sequéncias especificas de VZIK através de uma reagao colorimétrica.

Este sistema envolve a incorporagao do gene LacZ, e adjacente a ele uma sequéncia de
ARN que vai hibridar com um trigger de ARN (sequéncia especifica do VZIK). Antes de o
sensor ser ativado, a presen¢a de uma estrutura hairpin funciona como repressora do gene,
uma vez que esta a sequestrar o Ribosome Binding Site (RBS) e o codao start. A ligagao do trigger

ao sensor vai desencadear uma alteragao conformacional no hairpin, conduzindo a ativagao do
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gene e a produgao da enzima LacZ. Esta vai desencadear uma reagao colorimétrica através da

reacdo com um substrato presente no meio®”(Figura 9).
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Figura 9 — Representagao esquemdtica do modo de funcionamento dos sensores biomoleculares
utilizados na plataforma de diagnostico(9).

O resultado cromogénico pode ser observado a olho nu mas para a obtengao de
resultados mais rapidos (o que é util numa situacao epidémica) pode ainda ser desenvolvido

um leitor eletrénico para poder quantificar o virus presente na amostra®®.

Com o objetivo de melhorar a sensibilidade do método, foi incorporado um passo de
amplificagao isotérmica do ARN do VZIK antes da reagao com o sensor (Figura 10). Os
reagentes necessarios para esta técnica siao compativeis com o processo de liofilizagao e

podem ser facilmente utilizados em conjunto com o sensor®”.

Zika RNA
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Figura 10 — Nucleic Acid Sequence Based Amplification (NASBA). Inicialmente é utilizado um reverse
primer para sintetizar uma cadeia de ADN complementar a cadeia de ARN do virus. Apos a degradagao
da cadeia de ARN por uma ribonuclease H, um forward primer contendo o promotor T7 liga-se a
cadeia de ADN, formando assim uma dupla cadeia de ADN. Segue-se um processo de transcrigao
mediado por uma T7 ARN polimerase ADN dependente para formar cadeias de ARN
complementares(0.
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3.2.2.Diferenciacao da linhagem do virus Zika

Para além da detecao de cadeias especificas do VZIK, foi também desenvolvido um
sistema que permite diferenciar a linhagem do virus. A equipa de investigagao utilizou um gene

essencial no sistema imunitario bacteriano, CRISPR-cas9®**?

, que possibilita a discriminagao
entre perfis genéticos que diferem em apenas um nucleétido® (Figura 11).

O gene CRISPR é constituido por sequéncias de nucleétidos repetidas e interespagadas
por sequéncias variaveis. Estas Ultimas sao adquiridas quando a bactéria entra em contacto
com ADN exdgeno, de modo a que num posterior contacto haja o seu reconhecimento e a
bactéria possa impedir a replicagio do agente invasor®.

A Cas9 funciona como uma endonuclease®®® e pode ser guiada até locais de
reconhecimento especificos®, Protospacer Adjcent Motif (PAM)®**, quando esta complexada
a uma pequena cadeia de ARN, cadeia essa que resulta da transcrigio do gene CRISPR®?,

Isto pode ser aplicado ao diagnostico diferencial uma vez que apenas as estruturas que
nao sao clivadas por este sistema e permanecem com o trigger de ARN vao ser detetadas pelo

sensor anteriormente descrito®?.

A NASBA-CRISPR Cleavage
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Strain-specific PAM J. 2nd DNA strand synthesis
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LC0D2520 1947 Uganda > 572 different PAM sites
KU312312 2015 Suri A n
KJ776791 2013 French Palyn sa. . 330 mutations (4.907%)
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EU545988 2007 Micronesia (Asian lineage)
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Figura 11 — Clivagem pelo método NASBA-CRISPR que permite a diferenciagao de cadeias com
diferenga em um Unico nucledtido.

(A) Representagio esquematica da genotipagem apds um diagnostico positivo do VZIK. Um “trigger”
de ARN esta acoplado a por¢do de ARN amplificado pelo método NASBA. A presenga ou nao de um
PAM leva a formagido de fragmentos de ARN truncados ou completos, que permitem assim o
diagnostico diferencial.
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(B) A ocorréncia de um Single Nucleotide Polymorphism (SNP) nas cadeias de ARN do virus, leva a que
esta diferenga genética entre as linhagens, embora relativamente pequena, tenha criado muitos locais
PAM especificos de cada estirpe.

(C) Ocorréncia de um SNP entre a linhagem Africana (GenBank KF268950) e Americana (GenBank
KU312312), leva a que deixe de existir um local PAM na primeira linhagem permitindo a clivagem
mediada pela cas-9(0).
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4. CONCLUSAO

A infecao pelo VZIK é uma doenga que estd atualmente envolvida numa grande
investigacao para poder haver um combate eficaz face as epidemias que se tém registado. O
facto de nao ter sido registada a ocorréncia de graves epidemias no passado, fez com que este
virus nao tenha sido alvo de um estudo muito profundo de modo que pudesse haver uma
resposta rapida quer a nivel de diagndstico quer a nivel de tratamento ou prevengao.

Esta grande expansao do virus, que se verificou desde 2007, deixa algumas questoes em
aberto que precisam de ser esclarecidas tais como: possiveis formas de transmissao para além
do mosquito; as consequéncias de complicagoes mais graves que tém vindo a ser associadas
ao virus; a invasao de mosquitos Aedes a regioes geograficas para além de alguns locais
Africanos e Asiaticos e consequentes perspetivas de controlo; e haver uma possivel vacina,
sao alguns dos exemplos.

Um dos aspetos que se destaca relativamente a investigagio do VZIK é a urgente
necessidade de desenvolvimento de novas formas de diagnostico, rapidas e passiveis de serem
utilizadas em campo. As mais utilizadas até entao sao a detegao de acido nucleico viral pelo
método de RT-PCR e o diagnostico seroldgico, tendo este ultimo problemas a nivel de
reatividade cruzada com outros flavivirus. Sao realizadas em amostras de doentes
referenciados e apenas em laboratérios também referenciados, o que é uma situagao que tem
que ser contornada em locais onde ocorrem epidemias e o rapido diagnéstico é requerido.
Estao assim a surgir novos métodos que terao um papel extremamente importante no possivel
controlo da doenga e na identificagao mais precoce de complicagdes que podem advir da

infecao pelo VZIK.
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