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Relatério de Estdgio em Industria Farmacéutica

l. Introducao

O estagio curricular, que faz parte do plano curricular do MICF, ¢ a ligagao que o aluno
consegue ter com a vertente profissional do curso. E indiscutivelmente uma mais-valia para
cimentar os conhecimentos adquiridos, aprender novos e acima de tudo ter contacto com a
realidade profissional. A meu ver é uma parte essencial na aprendizagem nao s6 de saberes
mas também uma aprendizagem pessoal, que nos ajuda a preparar para a entrada no mundo

do trabalho.

A indUstria farmacéutica é uma vertente profissional muito marcada no nosso curso. E
sempre importante experimentar uma saida profissional para o mercado de trabalho,
principalmente numa area farmacéutica tao nobre como a industria. Desde que entrei no
curso, esta sempre foi a area que mais me fascinou. O farmacéutico, na industria
farmacéutica, pode ter muitos papéis, mas acima de tudo deve garantir o seguimento das
boas praticas de fabricagao e distribuigao, as boas praticas laboratoriais, clinicas e de registo
e o bom uso das suas capacidades técnicas e cientificas. Especificamente no CQ, o papel do
farmacéutico passa pela garantia da qualidade, seguranga e eficacia de medicamentos e

produtos de saude.'

Apraz-me poder dizer que realizei um estagio de industria, numa empresa de renome,
conhecida por estar no topo da produgao de produtos genéricos. Este decorreu entre 8

janeiro a 27 margo, com o horario das 8.30h as 17.45h, perfazendo um total de 440h.

O estagio nesta empresa proporcionou-me um contacto com a tecnologia do
medicamento, mais especificamente, no controlo de qualidade deste. A empresa esta divida
em varias unidades consoante os produtos produzidos. O meu estagio decorreu na unidade
4, unidade da producao de cefalosporinas. Tive oportunidade de ficar na area do CQ
microbioldgico, que é uma vertente pouco abordada no nosso curso. E por ser pouco
abordada e porventura também pouco conhecida, sinto que contribuiu bastante para o
enriquecimento dos meus conhecimentos ao nivel cientifico e pratico. Nesta area de

microbiologia era feito o CQ de todas as unidades da industria.

Este relatério tem como objetivo fazer um resumo do meu percurso na industria,
concretizando o que julgo serem os pontos fortes e fracos deste meu estagio, passando
também por referir ameagas e oportunidades encontradas, tudo integrado numa andlise

SWOT (Strengthts, Weaknesses, Opportunities, Threats).
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2. Analise SWOT
2.1 Pontos Fortes

2.1.1 Localizagao

A empresa faz parte de uma cadeia de empresas multinacionais e que opera num dos
concelhos do distrito de Viseu. Como sou residente em Viseu, a proximidade ao local de

estagio foi sem dlvida uma mais-valia, evitando grandes viagens e um cansago acrescido.

2.1.2 Contacto com uma equipa disponivel com diferentes vertentes profissionais

Ao estagiar num laboratério de microbiologia deparei-me com uma equipa versatil,
formada em diversas areas profissionais como Biologia e Biotecnologia. Assim, foi-me
permitido um conhecimento mais vasto da area visto haver conteudos que me eram alheios
e que foram prontamente explicados, facilitando a integracao no laboratério. A integragao
nesta equipa foi facilitada pela pronta ajuda de profissionais que dela fazem parte e que foram
inexcediveis, contribuindo para que a minha aprendizagem e interesse fossem um desafio

superado todos os dias.

2.1.3 Contacto com material de laboratorio

Uma das vantagens 6bvias de estagiar num laboratério em industria é o contacto com o
material e aparelhos de laboratério. Na faculdade, devido ao elevado niumero de alunos por
turma e reduzido numero de aparelhos, nio nos é permitido o manuseamento livre destes.
Neste laboratorio pude contactar, sem reservas, com todo o tipo de material diverso que
faz normalmente parte de um laboratério, alguns dos quais do meu desconhecimento até

entao.

2.1.4 Enriquecimento em conhecimentos nao muito aprofundados

A drea de Microbiologia nao tem uma posigao muito forte no programa curricular,
havendo uma escassez de unidades curriculares que englobem esse tema. Por conseguinte a
parte pratica nao € também uma componente muito trabalhada. Assim, o facto de ter
estagiado neste laboratério abriu-me portas a um conhecimento que estava pouco
aprofundado sobre a Microbiologia, nao sé de temas e procedimentos, mas também de

aparelhos que nunca tinha visto antes, como o Vitek MS e Vitek 2
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2.1.5 PTG que me foram facultados e rotatividade

Na primeira semana de estagio, sao-nos facultados varios PTGs, de forma a nos
podermos familiarizar com os procedimentos e técnicas realizadas no laboratério, servindo
apenas de introdugao basica ao trabalho realizado no laboratério. Durante todo o estagio
podemos requisita-los de forma a tirar duvidas ou verificar detalhes e certas informagoes.
Na duracao do estagio tive a oportunidade de passar por varias bancadas de trabalho, como
a identificacao de microrganismos, leitura de placas de cultura, ensaios de endotoxinas,
ensaios de bioburden entre outros. Posso assim afirmar que tomei conhecimento
generalizado de todos os ensaios realizados no laboratério, o que contribuiu para um bom

plano de estagio.

2.2. Pontos Fracos

2.2.| Curto periodo de estagio

O estagio de industria tem a duragao de 3 meses. A darea de CQ tem 2 laboratorios, o da
fisico-quimica e o da microbiologia. Comecei o meu estagio na Microbiologia com a ideia de,
a meio deste, poder trocar para a FQ. Contudo isto nao aconteceu. Até nos podermos
familiarizar e ter confianga para os realizar, | més e meio nao chega. E portanto, devido a
falta de tempo, tive que optar pela decisao de ficar os 3 meses na micro, isto porque preferi
aprofundar uma area em detrimento de abordar apenas superficialmente as duas. Quando
me sentia mais a vontade nesta area, estava ja a concluir o estagio, pelo que nao pude tomar
conhecimento do que se passava na outra area. Ainda assim, nao me arrependo de ter
optado por ficar nesta area, pois foi gratificante e desafiante para mim a aprendizagem na

microbiologia e que provavelmente nao teria na outra area.

2.2.2. Parcos conhecimentos na area de microbiologia

No percurso curricular na FFUC, tive cadeiras da area da micro, como Microbiologia,
Bacteriologia, Parasitologia e Virologia. Contudo, devido a extensao de conteldos, apenas
abordamos alguns temas superficialmente, contribuindo ao mesmo tempo, para que a parte

pratica também tivesse sido pouco desenvolvida.
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Assim, ao deparar-me com uma area muito especifica da Microbiologia, senti uma certa
falta de preparacao. Realizei e observei diversos procedimentos os quais nunca me tinham
sido apresentados, como ensaio de endotoxinas, ensaios de bioburden e até mesmo de
identificacdo de microrganismos. Os materiais, como meios de cultura liquidos e solidos e
reagentes, eram também grande parte desconhecidos. Isto acabou por tornar mais dificil a

integracao no laboratério, pois levou a uma certa inibicao da minha parte, devido a

inseguranga nos temas abordados.

2.2.3. Algumas atividades desenvolvidas foram apenas de carater observacional

Durante o primeiro més e meio, todo o estagio foi principalmente observacional. Devido
ao volume de trabalho e falta de disponibilidade de recursos humanos, nao houve
oportunidade para eu poder aplicar os conhecimentos na pratica. Acabei portanto por ter
pouca autonomia pois o pouco trabalho que realizasse tinha que ser sob a vigilancia de
alguém. Infelizmente, também devido ao reduzido tempo do estdgio, nunca pude gozar de

uma autonomia plena.

2.3. Oportunidades

2.3.1 Realidade no farmacéutico na indudstria

Penso que o principal objetivo dos estagios é dar-nos uma oportunidade de observar o
papel do farmacéutico no mercado de trabalho e dar-nos a hipotese de nos integrarmos com
profissionais e perceber um pouco mais o que queremos fazer no futuro. A oportunidade de
estagiar num laboratorio € uma oportunidade Unica porque estamos no centro da agao que
é o medicamento e mais concretamente no meu caso, o seu CQ. A posigao do farmacéutico
nao é estatica. Ao invés ela é de constante evolugao de conhecimentos e procedimentos, o
que ajuda a compreender onde nos inserimos e o que podemos fazer no futuro para a

melhorar.
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2.3.2 Constante evolucao de conhecimento

Como ja referi, aprende-se muito num estagio. Obviamente aprendizagem cientifica, pois
nao é apenas decorar e esquecer. Temos que por em pratica muito conhecimento e para
isso temos que o compreender em pleno. Também se aprende a interagir com os outros,
pois trabalha-se em equipa, para um objetivo comum. A comunicagdo é uma parte muito

importante num laboratério e é também um valor que se aprende rapidamente.

Além disso, sinto que a nivel pessoal também aprendemos muito. A responsabilidade de
horarios, prazos, limites acaba por nos ser incutida, de estarmos a fazer algo que sabemos
ter que ser bem feito e que influencia varias pessoas ao inicio pesa, mas, acaba por se tornar
algo que mais tarde fazemos naturalmente. Aqui o desafio constante é de querer fazer bem,

nao sé por nés mas pelos outros também.

2.4. Ameacas

2.4.] Substituicao da mao humana pela maquina

Uma das maiores ameagas ao papel do farmacéutico na indlstria é a substituicao da mao
humana pela maquina. Ao longo do estagio tive a oportunidade de visitar duas areas de
producao, a da unidade 4 (produgao de cefalosporinas) e da unidade 5 (produgao de
penicilinas). O que observei é que cada vez mais a mao humana nao é necessaria, pois ha
robos capacitados para quase todas as atividades (ex. enchimento, embalamento e
armazenamento). Assim, é da nossa responsabilidade aproveitar ao maximo algumas tarefas
que nao podem ser substituidas por maquinas e efetuar uma proficua fiscalizagao das tarefas
dessas maquinas para que nao haja quebras na cadeia e os procedimentos sejam feitos

corretamente.

2.4.2 Falta de necessidade de um farmacéutico na area da microbiologia/CQ

Ha cada vez mais pessoal de diversas areas no CQ de industria. Ao longo do curso somos
preparados para a necessidade e importancia de um farmacéutico no CQ, mas a realidade ¢
que cada vez mais, ha outros profissionais que podem também desempenhar esse papel.
Sendo assim, penso que se avizinham tempos de concorréncia com outros técnicos. O

farmacéutico esta gradualmente a perder o lugar no laboratorio, ocupando mais posi¢oes de



Relatério de Estdgio em Industria Farmacéutica
gabinete. E uma drea cada vez mais competitiva e de dificil acesso. Isso € uma situagao
assustadora para uma recém-licenciada e, portanto, algo em que me sinto ameagada. Assim
cada vez mais vai havendo varias pessoas qualificadas para as mesmas posi¢oes, o que faz
com que nos tenhamos que destacar mais, com a necessidade de qualidades diferenciadoras,

aproveitando ao maximo os nossos fatores criticos de sucesso.

3. Consideracoes Finais

Comecgo por dizer que apesar de ainda ser incerto o que realizarei no futuro da minha
carreira, a utilidade deste estagio € inquestionavel. Posso dizer ainda que cresci muito como
profissional, mas também com individuo. E penso que o estagio é para isso mesmo, pois a

responsabilidade que sentimos aqui é muito superior.

Sendo honesta, o inicio deste estagio requereu grande adaptagao. Nunca tendo
contactado com uma industria, todo o processo me pareceu assustador. Ha uma grande
comogao em volta dos comportamentos adequados dentro de um laboratério. Comegando
pelo facto de ter de trocar de roupa todos os dias, depois mais especificamente na
Microbiologia andar de luvas e mascara e ter uma unica rota de circulagao para evitar
contaminagao. Tudo isto é complicado e complexo ao inicio. Mas devo admitir que ao fim de

alguns dias passa a ser algo muito normal e rotineiro.

Todos os pontos fortes e oportunidades deste estagio permitiram uma aprendizagem, um
explorar de conhecimentos. Estes tornaram o estagio mais compensador a todos os niveis,
abrilhantaram os 3 meses e amenizaram os desafios. Todos os pontos fracos e ameagas,
apesar de nao terem melhorado ou facilitado o estdgio, de certeza que permitiram um
aperfeicoamento pessoal e um melhoramento a nivel profissional, pois € com os erros que

se aprende.

Apesar nao ter extraido apenas pontos positivos deste estagio, considero que retiro dele
uma avaliagao bastante positiva. Sinto que foi um estagio muito compensador, pois por todos
os erros e complicagoes que enfrentava, faziam com que as vitdrias fossem ainda mais

celebradas e especiais.

Tenho a agradecer a todo o pessoal que me acompanhou, que teve paciéncia para as
minhas duvidas incessantes, para os meus erros descuidados, mas que também festejou

comigo os meus pequenos passos neste novo desafio.
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Acabo com uma nota muito importante: é necessario valorizar o papel do farmacéutico
na industria! Ao longo de todo o curso é-nos referenciado como um possivel percurso o
ingresso na industria, mas nao sei se é do conhecimento geral o papel que o farmacéutico
verdadeiramente realiza neste setor. Numa altura em que os desafios sao cada vez maiores,
é da nossa responsabilidade e interesse tentar destacar-nos em varias areas e desenvolver
outras, tentando sempre melhorar o nosso papel na linha do medicamente e na saude do

publico.
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Relatério de Estagio em Farmdcia Comunitdria

l.Introducao

A conclusao do curso de MICF implica a realizagao de um Estagio Curricular (EC) final
em Farmacia Comunitaria (FC). A realizagao deste estagio funciona como método de
consolidagao de conhecimentos adquiridos, pondo em pratica todos os ensinamentos, fruto
das aprendizagens obtidas ao longo dos cinco anos de curso. O objetivo é colocarmo-nos
mais perto do utente, conhecermos a realidade dos seus problemas e partilhar um pouco
dos nossos ensinamentos, pois s6 tendo contacto direto com as situagoes quotidianas nos

podemos tornar profissionais capazes e mais completos.

A FC ¢é o primeiro ponto de contacto do utente em questSes de saude. E na farmacia que
as pessoas podem encontrar uma variedade de medicamentos e produtos de saude de forma
a satisfazer as suas necessidades. Cabe entao aos farmacéuticos demonstrar que possuem
conhecimentos, disponibilidade, que tém confianga e acima de tudo dedicagao e competéncia
profissionais no exercicio da sua atividade de cuidado da salide do utente. * A farmacia, hoje
em dia, é cada vez mais um local de promogao da saide e de habitos e estilos de vida
saudaveis ao invés do que acontecia hum passado recente, em que era apenas um espago de

dispensa de medicamentos.

O farmacéutico em FC é o agente de saude com mais legitimidade para implementar o
uso racional e correto do medicamento e promover a saude publica, porque foi preparado
para tal. E este que deve assegurar que a populacio recebe o maximo do beneficio
terapéutico no seu tratamento com medicagao. O farmacéutico tem uma posi¢ao
privilegiada para promover a saude, ajudar no aconselhamento terapéutico e promover o
bem-estar dos utentes. Para isso € essencial que este esteja no topo das suas capacidades

técnicas e cientificas. *

O meu estagio foi realizado na Farmacia Viriato, localizada em Viseu. Esta conta ja com 62
anos de implantagio e experiéncia nesta cidade, o que lhe permite uma presenca bem
definida na vida dos utentes, fruto de uma experiéncia adquirida e evolugao constantes. O
horario de funcionamento é das 8.30h as 23h de segunda a sabado. O meu estagio realizou-
se de 2 de abril a 9 de julho, perfazendo um total de 661.5h, sob a orientagao da Dra. Sara

Raquel Lirio Sousa Augusto.

Este relatorio vai relatar um pouco da minha experiéncia em FC, abordando os pontos
fortes e fracos encontrados, as oportunidades e as ameagas enfrentadas, fazendo tudo isto

com recurso a uma analise SWOT (Strengthts, Weaknesses, Opportunities, Threats).
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2. Analise SWOT

2.1 Pontos Fortes

2.1.1 Boa Localizagao

A FV situa-se em Viseu, constituindo para mim uma mais-valia como residente nesta
cidade. A farmacia esteve localizada muitos anos perto do monumento histérico do
guerreiro Viriato, tendo mudado as suas instalagoes em 2009 para a localizagao atual. Agora,
com instalagoes mais modernas, estd perto de uma escola, superficie comercial e habitagoes,
o que permite ter uma base de utentes regular. Em dias de feira semanal, é uma farmacia
bem localizada para comerciantes e ponto de passagem, o que permitiu uma abordagem a
utentes que habitualmente nao contactam com unidades locais de salde, podendo servir
para esclarecimento de algumas dulvidas, administrar conselhos e, em alguns casos,
encaminhar para um médico. ° Estid portanto bem localizada, beneficiando ainda de bons

lugares de estacionamento para quem deles precise.

2.1.2 Farmacia com pessoal jovem e dinamico

A farmacia tem uma equipa jovem, muito disponivel e dindmica. A maior parte dos
farmacéuticos e técnicos encontram-se a trabalhar ha menos de 5 anos, o que tornou muito
facil a comunicagao e a percecao do que poderiam ser as minhas maiores dificuldades. Foram
sempre muito tolerantes as minhas ddvidas e estiveram sempre prontos a ajudar-me. Esta
disponibilidade permitiu-me estar a vontade para colocar questoes e pedir opinides, evitando

assim eventuais erros.

2.1.3 Preparagao de manipulados

Na FV, tive a oportunidade de realizar varios manipulados. Um medicamento manipulado
é “qualquer férmula magistral ou preparado oficinal preparado e dispensado sob a
responsabilidade de um farmacéutico”. ® Como sabemos, estes sio alternativas para quando
nao ha medicagao apropriada, especialmente em pediatria e uso veterinario, podendo haver
alteragao na forma farmacéutica ou dosagem. Por exemplo, o caso especifico de criangas
prematuras acontecia muito, pois a medicagao nao estava adequada ao seu peso ou a

maturidade dos seus orgaos.
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Esta farmacia tem uma vasta experiéncia na preparagao de manipulados, o que nao
acontece com outras farmacias que eu conhego. Felizmente a FV dispoe de todas as
condigoes necessarias para a preparagao e manipulagao, seguindo as normas estipuladas nas
Boas Priticas de Medicamentos Manipulados. 7 Esta farmécia chegava a realizar manipulados

, - . o . .
por pedido para outras farmacias ou clinicas veterindrias. A manipulagao, “conjunto de
operagoes de caracter técnico, que englobam a elaboragao da forma farmacéutica, a sua
embalagem e o seu controlo” era realizada por duas colegas que estavam responsaveis por

esta area. &’

No inicio comecei por observar e mais tarde, sob supervisio, comecei eu propria a
preparar manipulados, o que constituiu um desafio enriquecedor para os meus
conhecimentos. Realizei o preenchimento das folhas de registo do manipulado, a rotulagao e

por fim o prego.

2.1.4 Plano de estagio

O meu estagio esteve dividido por etapas. Iniciei na area das Encomendas, onde tratava da
recegao e armazenamento das mesmas. O facto de a FV dispor de um robot, enriqueceu a
minha aprendizagem em termos praticos, ja que me permitiu ter a perce¢ao de como se faz
a ligacao entre a recegao e o atendimento. Nas encomendas, area fundamental por onde
passam todos os medicamentos, ajudou-me bastante a fixar alguns nomes e associa-los aos
PA. Mas esta etapa inicial nao se cingiu a abertura de caixas com medicamentos; é que
durante este tempo fui também observando atendimentos dos meus colegas e a maneira
como eles atendiam e aconselhavam os utentes. O balcao na minha opiniao, constitui o
“teatro de operagoes” da FC. Fruto da minha experiéncia inicial no setor das encomendas,
foi mais facil a integragao nas equipas de atendimento, contribuindo para o entrosamento e
dindmica do trabalho em equipa. Assim, quando finalmente estava sozinha ao balcao, sentia-

me mais confiante e preparada para o atendimento.

2.1.5 Servigos prestados ao utente na farmacia

Cada vez mais as farmacias se querem distinguir e diferenciar, demonstrando que a
farmacia nao serve s6 para dispensar medicamentos. No caso da FV é evidente o esforgo

por poder dar aos utentes uma variedade de servigos como maquilhagem profissional,
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medigoes bioquimicas como triglicerideos (TG), acido urico e glicose, consultas de nutrigao,
medicao da tensao arterial, vacinas e administragao de injetaveis, furacao de orelhas,
massagem, fisioterapia, servico de preparagao semanal da medicagao (PSM). Esta panoplia de
servigos permitiu-me, como estagiaria, estar em contacto com os diferentes aparelhos,
apreender as varias técnicas e familiarizar-me mais com este tipo de atendimento. Notei que
€ nestes momentos mais intimos que o utente expoe, com mais a vontade, as suas duvidas e
problemas. Assim, como desde o inicio observei os colegas a realizar estas consultas,

permitiu-me ter uma melhor perce¢ao do que devo perguntar e aconselhar.

2.1.6 Unica estagiaria na farmacia

A FV tem por habito nao ter mais do que um estagiario ao mesmo tempo. Considero isto
uma mais-valia para mim como estagidria pois pude dispor do maximo de atengao e
dedicagao por parte de todo o pessoal. Assim o meu progresso foi acompanhado por todos,

estando todos os colegas a par das minhas dificuldades e também dos avancos.

2.2 Pontos Fracos

2.2.| Dificuldade em associar os homes dos medicamentos ao P.A.

Como qualquer estudante acabada de sair da faculdade, onde nao lidamos com marcas
comerciais, mas sim com principios ativos, tive uma certa dificuldade em conseguir agilmente
compreender para que situagao servia cada medicamento. Isto tornava-se ainda mais visivel
quando o utente chegava ao balcao e pedia diretamente o nome do medicamento, ou
chegava com a caixa e me pedia para dizer para que servia. Contudo, devo admitir que o
facto de ter iniciado o meu estagio na recegao de encomendas e armazenamento destas
acabou por ajudar, pois apesar dos inimeros produtos de diversos laboratoérios e da sua
heterogeneidade, foi suficiente para ir fixando alguns. Além disso, a maior parte dos médicos

prescritores passam agora por DCI, o que ajuda na superagao desta questao.

2.2.2 Constrangimentos na “filtragem” da linguagem técnica para os utentes

Devido a minha inexperiéncia, na parte inicial do estagio, encontrava-me, por vezes, numa

situagao em que, apesar de eu conhecer os termos técnicos, tinha algumas dificuldades em
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transforma-los em linguagem corrente e percetivel para os utentes, de forma a que estes
entendessem corretamente sem ficarem com qualquer tipo de ddvidas. Felizmente, foram
poucos os casos em que tal sucedeu, ja que, nesses casos fui prontamente ajudada por

colegas que estavam mais perto.

2.3 Oportunidades

2.3.1 Formacgoes

Durante este estagio em FC foi-me concedida a oportunidade de assistir a varias
formacoes. (Anexo |) Estas formagoes foram realizadas dentro e algumas fora do espago da
farmacia, integrada em diversas atividades, o que me permitiu um conhecimento
aprofundado dos produtos e varias abordagens possiveis ao aconselhamento. Devido a
sazonalidade do meu estagio, tive inclusive formagoes sobre protegao solar, o que me
ajudou a realizar aconselhamentos a utentes especificos e detalhados, ao mesmo tempo que

ia aprofundado os conhecimentos sobre essa matéria.

2.3.3 Area dermocosmética muito desenvolvida

A FV aposta muito fortemente na area de dermocosmética. Como apresenta muita
variedade de gamas e marcas, permitiu-me um conhecimento aprofundado de diversos
produtos e a suas indicagoes. Isto enriquece muito o nosso aconselhamento, o que é vital,

pois € algo que nao temos oportunidade de aprender na faculdade.

2.3.4 Farmacia muito dinamica

A FV tem uma equipa constituida por profissionais de salde jovens, cheios de ideias e
interesse na promo¢ao de uma vida saudavel. Isto permitiu-me ajudar na preparagao de
varios eventos, fomentando o meu pensamento criativo, e tentado associar uma boa

promogao da saude com atividades do agrado dos utentes.

Assim, durante a minha estadia nesta farmacia, foram realizadas inUmeras atividades com
vista a ajudar os utentes em diversas areas, como rastreio de insuficiéncia venosa, a semana

da salde numa escola secundaria, tentando sensibilizar desde cedo para o cuidado na saude.
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Na escola secundaria realizei, em colaboragao com outros colegas, palestras sobre temas
como alergias e acne; assim conseguiamos associar o nome da farmacia a um local de
confianga, preocupagao e dedicagao a saude publica. Na Feira de Tons de Primavera, onde
colocamos a disposicao os nossos servicos no ambito da cosmética, nomeadamente
maquilhagem e perfumes, mas também da dietética, solares e produtos de beleza masculinos
(Anexo 1), reunindo portanto eventos que tentaram ligar a farmacia como um local de salde

sem ser s6 a dispensa de medicamentos.

2.4 Ameacas

2.4.1 Falta de confianca dos utentes

Devido ao facto de ser estagiaria, inicialmente era notoria a falta de confianga que
enfrentava quando tentava explicar alguma posologia ou indicagao terapéutica da medicagao,
fruto de, por um lado ser ainda pouco conhecida na farmacia e, por outro, figurar na minha
lapela a condicao de estagidria. Aos poucos, os utentes mais assiduos da farmacia,
comecaram a entender e a familiarizar-se com a minha linguagem, o que levou a que este
problema fosse atenuado, mesmo porque tinha sempre o apoio de um colega nas situagoes

mais dificeis.

2.4.2 Internet e o mau uso de medicamentos

A Internet é sem duvida uma enorme revolugao e um motor de pesquisa inigualavel.
Contudo, também pode ser perigosa, principalmente a nivel de saide. Nao sabemos quem
escreveu o que aparece no nosso ecra, nem a credibilidade do que escreveu. Muitas vezes
em FC, deparamo-nos com situagoes de uso incorreto de medicamentos, ou mesmo de
produtos de saude, que nao sé nao ajudarao no problema, como podem até agrava-lo.
Frequentemente os utentes automedicam-se porque tém ao seu dispor uma vasta
informacio de folhetos e imagens que podem nio ajudar ao combate do problema em si. E
essencial também como profissionais de saide conseguir estabelecer contacto com o utente,
de forma a ele compreender que tem nos farmacéuticos e técnicos pessoal disponivel para

todas as duvidas e problemas que possam surgir, aliado a uma qualidade técnica e cientifica.
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2.4.3 Superficies comerciais que vendem Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica

A venda de Medicamentos Nao Sujeitos a Receita Médica (MNSRM) é uma ameaga direta
a compra de medicamentos na farmacia. Contudo nao fica s6 por ai. Comprar
medicamentos nas superficies comerciais € comprar sem qualquer tipo de aconselhamento. E
como nao ha aconselhamento, é comprado o medicamento errado, tantas vezes
desnecessario, banalizando-se a compra destes. A maior parte das vezes estas compras hao
evitam que o doente recorra a farmacia ou porque o problema nao foi solucionado ou, em
grande parte das vezes, ocasionou efeitos secundarios.”® O papel do farmacéutico, nestes
casos, tem que passar por uma conduta didatica, promovendo o uso racional do
medicamento e aconselhando o doente a optar pela farmacia, onde encontra profissionais

aptos ao esclarecimento devido.

2.4.4 Medicamentos esgotados e falta de aceitagao relativamente a alternativas

Desde que iniciei o estagio, deparei-me com varios medicamentos esgotados, alguns por
dias, outros chegaram mesmo a estar esgotados durante a maior parte do estigio e por
vezes nNao apenas no armazém mas mesmo no laboratério, tornando-se, nao raras vezes,
dificil poder prever a sua disponibilidade. Acaba por ser uma situagao complicada ter que
avisar o utente que o medicamento nao se encontra disponivel, principalmente quando
grande parte das vezes se trata de medicagdo cronica ou medicagado em doentes
polimedicados. Aliado a isto, esta a falta de aceitagao de alternativas a esses medicamentos.
Ha medicamentos que podem ter alternativas, mas isso pode implicar a separagao dos PA,
obrigando a toma de mais comprimidos. Muitas vezes sao doentes polimedicados os menos
recetivos a trocas, colocando o farmacéutico numa posicao delicada, nio podendo

contrariar as escolhas dos doentes.

2.4.5 Receitas manuais

Apesar de atualmente a maior parte das receitas serem eletronicas, ha ainda a circulagao
de receitas manuais, embora estas s6 serem permitidas em situagoes excecionais (faléncia
informatica, inadaptagio do médico prescritor, prescricaio ao domicilio e até 40

receitas/més). '°
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As receitas manuais acarretam uma maior atengao na sua dispensa pois € necessario ver a
validade destas. Esta validade é verificada pela data de prescrigao, nome e numero do utente,
vinhetas do local e do médico prescritor, a especialidade médica, a excegao que justifique o
uso de receita manual, assinatura do médico e além disso é necessario um cuidado especial
para a existéncia de numero de benificidrio e regime especial de comparticipagao. Devido a
todas estas variantes € muito mais provavel a ocorréncia de erros, nao sé de validagao da
receita mas também de interpretagao. Ao longo do meu estagio dispensei muitas receitas
manuais. Reconhego que algumas vezes tive dificuldade em interpretar a letra escrita e o
regime especial de comparticipagao. Apesar da dificuldade, contei sempre com o apoio dos

meus colegas e muito frequentemente confirmava com estes as minhas duvidas.

3. Consideracoes Finais

A area de farmacia comunitaria pressupoe um grande contacto com o utente e com as
suas necessidades e portanto, para além da capacidade técnica, requer que o farmacéutico
seja também um bom ouvinte. Muitas vezes, a paciéncia do profissional ao saber ouvir o que
o utente tem para dizer, quantas vezes assuntos alheios a receita ou prescricio de
medicamentos, pode acalmar o utente que vé no farmacéutico um confidente em quem
possa confiar e resolver situagdes e proporcionar aconselhamentos que a partida se
supunham de dificil resolugao. Este estigio foi de uma utilidade imprescindivel, tendo
contribuido para a minha formagao como profissional de saide, mas também como pessoa.
O estagio serve para a melhor compreensao do papel do farmacéutico numa certa area.
Neste caso, em comunitaria, foi-me possivel presenciar o papel fulcral do farmacéutico, a
confianga em que nos é depositada e a competéncia e exceléncia com que temos que
retribuir. Além de todo o conhecimento técnico que é adquirido e consolidado, ha uma
vertente de comunicagao e trabalho de equipa que é facilmente adquirida. A comunicagao e
entreajuda em farmacia comunitaria é essencial, pois todos os dias ha novos desafios que

requerem especial atengao e ponderagao.

Concluindo, posso dizer que este estagio em FC foi extremamente enriquecedor a varios
niveis, contribuindo para uma realizagao pessoal e profissional indiscutiveis, bem como para a
formacao técnico/pratica/cientifica da minha pessoa como farmacéutica, profissio que me

propus abracar ha alguns anos e que continua a ser a minha realizagao.
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ANEXOS

Anexo |

Figura |- Formagao da Gideon Ritcher sobre “Farmacia e o Aconselhamento a Mulher em

Atendimento”

Figura 2 - Formagao da ISDIN sobre “Fotoprotegao e Ureadin”
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Anexo 1l

REPUBLICA gy
PORTUGUESA >~ —

Semana da Saude
9 de Abril

Escola Secunddria Viriato

10:00 as 18:00

Aparega e esclarega as suas davidas!

DIABETES

?viriato

farmacia

Figura 3 - Presenca numa Acgao de Sensibilizagao no Ambito da Semana da Saide na Escola

Secundaria Viriato em Viseu

Figura 4 - Presenca da Farmacia Viriato na Feira Tons de Primavera
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Figura 5 - Fotografia usada para promover o Rastreio nas Redes Sociais

7v1r1ato

farmacia

FEIRADE

Y farmdacia
MATEUS oficial

Avenida da Bélgica Lote 150 R/C
3510 - 159 VISEU

232 415137 « 967 716 732
geral@viriatofarmacia.pt
www.viriatofarmacia. pt

siga-nos em: o

Figura 6 - Cartaz usado para indicar a presenca da Farmacia Viriato na Feira de Sao Mateus
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Zika: avancos e perspetivas futuras




Lista de Abreviaturas

Ac
ADE
AINEs
CDC

CHIM

CTB
DENV
DNA

EUA

FDA
GAGs
HBC
HS
HSP
IFN

IUGR

JEV
LCR
LNP
ME
NAAT
NK

NHP

Anticorpo

Antibody-dependent enhancement
Anti-inflamatérios nao esteroides
Centers for Disease Control and Prevention

Controlled Human Infection Model (modelos de infegao

humana controlada)

Citotrofoblastos

Dengue Virus (virus da dengue)

Deoxyribonucleic Acid (Acido desoxirribonucleico)

Emergency Use Autorization (Autorizagao para Uso

Emergéncia)

Food and Drug Administration
Glucosaminoglicanos
Hofbauer Cells

Heparan sulfate

Heat shock protein
Interferao

Intrauterine Growth Restrictions (restricoes de crescimento

intrauterino)

Japanese Encephadlitis Virus (virus da encefalite japonesa)
Liquido Cefalorraquidiano

Lipid nanoparticles (nanoparticulas lipidicas)
Microscopia Eletronica

Nucleic Acid Amplification Test (teste de acido nucleico)
Natural killer cells (células Natural Killer)

Non Human Primate (Primatas nao humanos)
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PBMC

PIV

PRT

PS

RE

RNA

RT-PCR

SI

SIT

SGB

SNC

SNP

STB

SZC

TGN

TLR3

Ttav

UTR

WHO

WT

VLP

Peripheral Blood Mononuclear Cell (célula mononuclear de

sangue periférico)
Purified Inactivated Virus (virus inativado purificado)

Pathogen Removal Technology (Tecnologia de Remogao de

Patogéneos)

Phosphatidylserine (fosfatidilserina)

Reticulo Endoplasmatico

Ribonucleic Acid (Acido Ribonucleico)

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

Sistema Imune

Sterile Insect Technique (técnica do inseto estéril)
Sindrome Guillain-Barré

Sistema Nervoso Central

Sistema Nervoso Periférico

Sincitiotrofoblastos

Sindrome Zika Congénito

Trans Golgi Network (rede Trans do Aparelho de Golgi)
TollHike receptor 3

Tetracycline repressible transactivator variant

Untranslated region (regiao nao codificante)

Word Health Organization (Organizagao Mundial de Saude)
Wild Type (tipo selvagem)

Virus-like particles (particulas tipo virus)
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ZIKA: avangos e perspetivas futuras

RESUMO

Zika é uma doenga infeciosa causada pelo virus zika que pertence a familia Flaviviridae. Este
virus é transmitido maioritariamente pela picada de um mosquito, sendo o mosquito Aedes o
vetor primario. Ao contrario dos outros flavivirus, o zika tem a particularidade de poder ser

transmitido por via sexual.

O virus zika permaneceu relativamente desconhecido até 2007, quando ocorreu o
primeiro surto na ilha de Yap, na Micronésia, mas na altura foi associado a uma doenga
suave, uma vez que a maior parte da populagao nao apresentava sintomas. Porém, o
reaparecimento da infecao por este virus e a sua associagao com anomalias neurologicas e
malformagoes no sistema nervoso central (SNC), como microcefalia e Sindrome de Guillain-
Barré (SGB) e suspeitas de microcefalia congénita devido a infecao durante a gravidez,
alertaram as autoridades de salde publica. Em 2016 a World Health Organization (WHO)

declarou zika como uma emergéncia de saude publica.

Desde o recente surto do virus zika ocorrido no Brasil, com o primeiro caso confirmado
em maio de 2015, que se tem investigado incessantemente para desenvolver métodos de
diagnostico sensiveis bem como farmacos e moléculas eficazes além de medidas adequadas
de prevencio e controlo para evitar a propagacao de zika e os seus efeitos. O
desenvolvimento de testes de diagnéstico fiaveis tem-se revelado dificil devido a reatividade
cruzada do virus com outros flavivirus e devido a baixa especificidade destes testes em
pessoas anteriormente expostas a um flavivirus. Os métodos disponiveis neste momento sao
os métodos serologicos e os métodos moleculares, sendo os métodos moleculares baseados
na detecao do RNA viral os mais utilizados para fazer diagnostico na fase aguda. Os métodos

seroldgicos apenas devem ser realizados apos a seroconversao.

As principais medidas de prevengao da infegao por zika incluem o controlo de vetores,
terapéuticas e vacinagao. O controlo de vetores engloba varias medidas fisicas de protegao
individual da picada do mosquito e também medidas quimicas e biologicas com o objetivo de

reduzir a populagao de vetores.

Face a falta de medicamentos aprovados para a prevencgao da infe¢ao, encontra-se em
investigacao a possibilidade de reutilizagao de certos compostos ja existentes para serem
usados como antivirais e o uso de Anticorpos (Ac) monoclonais como potencial terapéutica
para flavivirus. Estes Ac sao muito especificos e apresentam menos imunogenicidade e

toxicidade fora do alvo que as moléculas antivirais.
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Como nao é possivel uma quimioprofilaxia constante e devido a agressividade e
propagacao do virus, é urgente uma vacina segura e eficaz. Devido ao conhecimento da
estrutura do virus e conhecimento dos antigénios alvo e tendo como base o
desenvolvimento de vacinas bem sucedidas para outros flavivirus, foi possivel criar varias

plataformas de vacinas que estao atualmente em ensaios clinicos.

O objetivo desta monografia é observar a evolugao do conhecimento sobre o virus zika,
abordar os varios modos de transmissao e de infegao basica, adquirir novos conhecimentos
sobre os métodos de diagnéstico, assim como perspetivar algumas medidas preventivas em

estudo.

Palavras-chave: Virus zika, mosquito Aedes, microcefalia, Sindrome Guillain-Barré, RT-PCR,

Anticorpos, antivirais, vacina.
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ABSTRACT

Zika is an infectious disease caused by the zika virus that belongs to the Flaviviridae family.
The zika virus is mainly transmitted by a mosquito bite, being the primary vector the
mosquito Aedes. Unlike the other flaviviruses, zika has the particularity of being capable of

sexual transmission.

The virus remained relatively unknown until 2007, when its firs outbreak occurred on the
Yap island, in Micronesia, but at the time it was associated with a mild disease since most of
the population showed no symptoms. However the resurgence of the virus and its
association with neurological abnormalities and central nervous system malformations, such
as microcephaly and Guillain-Barré Syndrome and suspicions of congenital microcephaly due
to infection during pregnancy, alerted the authorities of public health. In 2016, World Health

Organization (WHO) declared zika as a Public Health Emergency.

Since its most recent outbreak in Brazil, with its first confirmed case in May 2015, it has
been unceasingly investigated the development sensitive diagnostic methods as well as drugs
and molecules effective besides suitable measures of prevention and control in order to
avoid the spread of zika and its effects. The development of reliable diagnostic testing has
revealed to be hard work due to cross reactivity of the virus with other flaviviruses and due
to the low specificity of these test in persons previously exposed to a flavivirus. The
currently available assays are serological assays and molecular assays, and the molecular
assays, that detect viral RNA are the most used to make diagnosis in acute phases. The

serological assays should only be used after seroconversion.

The main measures of prevention of zika infection include vector control, therapeutics
and vaccination. Vector control encompasses several physical measures of individual
protection of the mosquito bite and also chemical and biological measures with the goal of

reducing vector population.

In view of the lack of approved medicines for the prevention of infection, it is under
investigation the possibility of the reuse of certain compounds already existing to be used as
antivirals and the use of monoclonal antibodies as potential therapy to flavivirus. These
antibodies are highly specific and show less immunogenicity and toxicity outside the target

than small antiviral molecules.
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As it is not possible permanent prophylaxis and due to the aggressive nature of the virus
and its spread, it is urgent a safe and effective vaccine. The knowledge of the virus structure
and its target antigens, and having as base the development of successful vaccines to other
flavivirus, permitted the creation of several vaccine platforms that are currently in clinical

trials.

The goal for this monograph is to observe the evolution of the knowledge of the zika
virus, approach the several routes of transmission and basic infection, acquire new
awareness about diagnostic methods as well as prospect some prevention measures

currently in study.

Keywords: Zika virus, Aedes mosquitoes, microcephaly, Guillain-Barré Syndrome, RT-PCR,

antiviral drugs, vaccine.
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I. Introducao

Zika é uma doenga transmitida pela picada de um mosquito infetado. O virus zika faz
parte dos arbovirus, que é uma “classificagao biologica de virus baseada na transmissao por
vetores artropodes hematofagos”, pertence a familia Flaviviridae e esta familia estd dividida
em quatro géneros, Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus e Pegivirus, sendo o virus zika um

Flavivirus." > 3

O virus zika foi identificado pela primeira vez no ano de 1947 na floresta zika, no Uganda,
apo6s detecao em macacos sentinela para monitorizagao da febre amarela, e isolado em 1948
em mosquitos Aedes africanus.* Na figura | podemos observar a descri¢io dos varios surtos

ocorridos desde entao nas diversas regioes do mundo.
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Figura |- Regies geogrificas onde o virus zika é endémico e onde causou epidemias (adaptado de GUBLER, D. J., VASILAKIS,

N. and Musso, D. History and Emergence of Zika Virus. J. Infect. Dis. 216, (2017) S860-S867 5)

A anilise filogenética de Zika identificou duas linhagens, a africana e a asiatica, sendo a
asiatica responsavel neste momento pela epidemia; no entanto, é assumido que as duas
linhagens provocam a mesma doenca. ' Apesar da semelhanca entre as duas linhagens, ha
diferengas subtis, nomeadamente na glicolisagdo da proteina E, que apenas ocorre na

linhagem asidtica, que podem ter impacto na viruléncia e tropismo viral. ¢

A recente diminuicao do nimero de casos de zika podera estar associada, por um lado ao
elevado niimero de pessoas infetadas e que adquiriram naturalmente imunidade a doenga, e

7

por outro ao controlo bem sucedido de vetores. ’ E provavel que o virus se continue a
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espalhar; contudo, ¢é dificil de prever se a transmissao continuara endémica ou se passara a
ser episodica, com periodos de inatividade e padroes sazonais de transmissao, como

acontece com arbovirus. *8

Devido as manifestacoes pouco especificas, baixa disponibilidade de testes e erros de
diagnostico motivados pela reatividade cruzada, acaba por ser dificil caraterizar a
epidemiologia da doenca. ’ Segundo dados recentes, cerca de 84 paises foram ja afetados

com o virus.®

2. Estrutura do Virus

Através de microscopia crioeletronica foi possivel estudar a estrutura de ZIKV. ZIKV tem
uma patobiologia uUnica e, apesar de ter uma estrutura similar a outros flavivirus, é
suficientemente diferente para nao se ter a certeza da especificidade dos seus recetores,

transmissio e antigenicidade. '°

O virus zika é um virus de RNA de cadeia simples de polaridade positiva ((+)ssRNA), nao
segmentado e envelopado. O seu genoma de |lkb, é constituido por duas regides nao
codificantes (5’ e 3’). Entre estas duas regioes tém uma Open Reading Frame, que é traduzida
numa poliproteina com cerca de 3419 aminoacidos de comprimento. Esta poliproteina
codifica dez proteinas individuais. A clivagem da poliproteina nas dez proteinas individuais é
realizada por proteases do virus e do hospedeiro. As proteinas estao divididas em dois
grupos, as estruturais e as nao estruturais. As estruturais sao trés, a proteina do envelope
(E), a proteina da capside (C) e a proteina da membrana (M) ou percursora da membrana
(prM), estando todas elas ancoradas na membrana lipidica. As proteinas nao estruturais
desempenham fungdes na viruléncia, replicagao, secregao, patogenicidade e antagonizam a
resposta imunologica do hospedeiro. Estas proteinas nao estruturais sao sete, NSI, NS2A,

NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. ® '© A estrutura do virus estd ilustrada na figura 2.
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Figura 2- Estrutura do RNA genémico do virus zika, localizagao, fungao e local de clivagem das proteinas (adaptado de

SIROHI, D. and KUHN, R. J. Zika Virus Structure, Maturation, and Receptors. J. Infect. Dis. 216, (2017) S935-S944 10)

O virus maduro é um virus pequeno, com cerca de 50nm. '° O virido maduro tem uma
estrutura com simetria icosaédrica, constituida por cerca de 180 copias da proteina E e por

proteinas M integradas no envelope viral. "

Os flavivirides nao sao estaticos nem fechados. As suas glicoproteinas estao em constante
movimento, chamado de “breathing”. Devido a este dinamismo, acabam por se formar

diferentes conformacoes e diferentes panoramicas antigénicas. '°

3. Infecdo por virus Zika

O mosquito infetado ao picar o individuo liberta saliva que contém o virus. Este virus
vai penetrar pela epiderme e derme e entrar nas células da pele através de recetores
celulares. Os queratindcitos (presentes na epiderme) e os fibroblastos e células dendriticas
. ~ ’ s i ’ 12
imaturas (presentes na derme) sao células suscetiveis, permitindo a entrada do virus. “ Para
o virus estabelecer infecao tem que ter acesso a celula hospedeira e esta célula tem que

conter nio sé recetores como também fatores apropriados para a ligagio. '°

A entrada do virus nas células hospedeiras depende do contacto adequado das proteinas
E com o recetor na célula alvo. Estas glicoproteinas sao um determinante importante pois
nao s6 servem como ligando e fator de entrada, como também induzem a fusao entre as

membranas da célula do hospedeiro e o envelope viral. Estudos mostram que a proteina E
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nao se liga diretamente aos recetores celulares no primeiro contacto mas sim com fatores

1011 Esta

de ligagao como glucosaminoglicanos (GAGs) presentes na superficie das células.
ligagdo aumenta a densidade das particulas virais e leva a interagoes de elevada afinidade
entre as proteinas E e os recetores alvo. Assim, glicosaminoglicanos como o heparan sulfate
(HS) servem como fator de ligagao. Um dos fatores promissores ¢ o CD209 ou DC-SIGN,
que é uma molécula dendritica de adesio celular. E uma lectina de tipo C, que é expressa em
macroéfagos e células dendriticas, que sao alvos primarios durante a infegao. Um homodlogo

de DC-SIGN encontrado nas células endoteliais do figado e nodulos linfaticos, chamado de

DC-SIGNR, também pode ser usado pelos flavivirus para entrarem nas celulas. °

Os flavivirus podem mudar drasticamente o seu conteudo de carbohidratos da superficie,
seja devido a presenca ou auséncia de glicosilagao na superficie das proteinas ou pelo estado
de maturagao da particula viral, isto porque o peptideo pr é glicosilado. Por isso a
diversidade de glicanos na superficie do viriao traduz-se no uso de diferentes recetores de

lectinas por diferentes flavivirus. °

Os recetores TIM e TAM sao as moléculas de entrada melhor caraterizadas para o virus
zika. Estes recetores pertencem a duas familias distintas que se ligam a residuos de
fosfatidilserina (PS) presentes na membrana do viriao, e estao envolvidas na detegao de sinais
apoptoticos nas membranas das células apoptoticas, o que desencadeia a fagocitose destas
células moribundas pelo sistema imune. Acredita-se que o flavivirus usa esta detegao
apoptotica para invadir as células alvo. Estes recetores sao Unicos pois ligam aos fosfolipidos
na superficie do viriao em vez de ligar as glicoproteinas da superficie. Os membros da familia
TIM (TIM-1, TIM-3 e TIM-4) ligam aos lipidos diretamente enquanto que os membros da
familia TAM ligam indiretamente aos lipidos, através de ligandos como o Gasé e a proteina S.

A ligagao dos flavivirus a estes recetores foi uma surpresa, porque os estudos indicam que
o que cobre a superficie do viriao sao glicoproteinas e assim os lipidos nao estariam tao
facilmente acessiveis para se poder dar a ligagao. Mas, devido ao dinamismo dos virices, os

lipidos conseguem ser expostos a superficie de modo a que a ligagdo se dé. '°

Varias proteinas parecem ser recetores promissores na entrada do virus, como a
integrina avP3, a HSP70 (heat shock protein), HSP90, claudin-1 (tigh junction protein), e por
isso, sao consideradas assistentes. Até mesmo Ac nao neutralizantes podem ser usados
como recetores substitutos para a entrada viral em células com o recetor Fc. '° A proteina

Musashi-1 é promissora, pois € muito expressa nas células neuronais progenitoras, retina e
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testiculos, sendo também necessaria para o desenvolvimento neuronal e a sua deple¢ao ou
mutagao esta associada a microcefalia. A ligagao desta proteina a regiao 3’ nao traduzida do
genoma, pode impedir a célula de realizar as suas fungoes e levar a um défice no

desenvolvimento neuronal. '°

Foram realizados estudos em cérebros de murganhos bebés, nascidos de maes infetadas,
tendo sido observado que os genes responsaveis pela autofagia e apoptose, como Bmf,
Irgml, Bcl2, Htt, Caspé e Abl estavam sobre-regulados. Além disso, também se detetou a
regulacao positiva do gene de recetores toll-like 3 (TLR3). Este gene esta indiretamente
ligado a apoptose, devido ao seu efeito inibitorio das vias de transdugao de sinal encontradas
nas células neuronais progenitoras. Isto explica o envolvimento de zika na regulacio da

neurogénese e de genes apoptdticos.

3.lInfecao materna

O virus zika pode replicar em trofoblastos, células fetais endoteliais e células de Hofbauer
placentarias (HBCs). Deste modo, a infeao pode estabelecer-se na placenta, causando
lesoes vasculares graves e uma redugao do fluxo sanguineo e dos vasos sanguineos fetais. A
infecdo e morte das células progenitoras neuronais podem inibir a diferenciacao das células
neuronais, o que pode explicar a redugao e malformagao das estruturas cerebrais e

microcefalia. '

Os recetores Tyro3, Axl e Mer (membros da familia TAM das tirosinas cinases) e os TIM-
| que regulam fungdes imunes inatas e adaptativas para a sobrevivéncia da célula,
desempenham um papel na promogao da entrada do virus nas células placentarias. Axl € um
recetor expresso em varios tipos de células presentes na interface materno-fetal, suscetiveis
a infecao por ZIKV. Além do mais, os recetores TAM depois de ativados podem diminuir a
resposta imunitaria inata e inibir os interferoes tipo |, o que pode bloquear os seus efeitos

antivirais."

Se o virus zika replicar em qualquer componente da unidade feto-placentar, a replicagao
ativa manteria e prolongaria a virémia materna e isso pode ser a explicagao para a
positividade prolongada em RT-PCR na gravidez. O virus pode estabelecer infegao tanto no
cérebro fetal como na placenta e, em teoria, movimentar-se de qualquer um destes para o

14

sangue materno.” As vilosidades fetais estao cobertas por uma camada de células
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trofoblasticas, sincitiotrofoblastos e citotrofoblastos (STBs e CTBs). As vilosidades sao
muito vascularizadas por capilares fetais, e dentro dessas vilosidades estio as células de
Hofbauer, que sao macrofagos muitos vacuolizados. Para que possa ocorrer transmissao do
virus, do sangue materno para o feto, o virus tem que atravessar as varias camadas de células
ou entao ser transportado. Dada a localizagdo das células de Hofbauer dentro das
vilosidades, estas células podem servir de reservatorio do virus e dissemina-lo para o sangue

do feto, pois ja foi detetado RNA viral na placa coridnica em gravidezes.

3.2 Modelos Animais da Infecao

Os modelos animais tém um papel extremamente importante na compreensao da infegao,
transmissao e patogénese viral, identificagao de vacinas candidatas e teste de terapéuticas. O
objetivo é desenvolver modelos animais que consigam reproduzir varios aspetos da infecao
humana e a sua doenga. * Um modelo ideal é aquele que equilibra o aspeto cientifico com as
suas limitagdes e os custos. E a informagio combinada de varios modelos que vai permitir
ter o melhor conhecimento da biologia viral. '® E essencial ter um modelo disponivel que
consiga simular a condigdo clinica humana durante a infegao. "

Para estudar a infecao sistémica € muito comum usarem-se modelos de murganhos
imunocomprometidos, que nao expressam a resposta de interferdes (IFN). ¢ Estes modelos
tém sido os mais utilizados no estudo da patogénese do virus zika. Apesar de haver alguns
problemas relativamente a homologia entre os murganhos e humanos na sua patogénese,
estes apresentam bastantes similaridades na genética e desenvolvimento. Os modelos que se
tém usado sao de murganhos Al29 e AG129. Os primeiros nao expressam os recetores de
IFN tipo |, enquanto que AGI29 nao expressa nem os recetores tipo | nem tipo Il. Quando
murganhos com idade até 3 semanas sao infetados, em ambos os modelos ha morte. Em
murganhos de idade adulta infetados com o virus, em ambos os modelos ha presenga de

virémia, perda de peso e doenga. "

Apesar de os murganhos representarem um modelo de zika facil de estudar, ha diferengas
entre murganhos e humanos que fazem com que sejam necessarios outros modelos. Varias
espécies de primatas nao humanos (NHP) sao extremamente semelhantes em muitos
aspetos aos humanos, nomeadamente na sua suscetibilidade para infegao, replicagao viral,

respostas imunologicas e mesmo patogénese da infegao. '°
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4. Replicacido

A replicagao de ZIKV comecga ap6s a ligagao da proteina E aos recetores na membrana do
hospedeiro e a entrada na célula por endocitose, mediada por proteinas formando uma
vesicula endocitica. > O baixo pH do endossoma vai levar a alteragdes conformacionais,
possibilitando a fusao entre o envelope viral e a membrana do endossoma, o que vai libertar
a capside viral para o citoplasma onde ocorre a tradugao de proteinas, replicagio do genoma

e a montagem das particulas virais. "'

O genoma é sintetizado em vesiculas de replicagao induzidas pelo virus que sao derivadas
do reticulo endoplasmético (RE). '° O ZIKV vai replicar nas Replication Factories (RF)
membranosas induzidas pelo virus. O RE de células hepaticas e neuronais progenitoras
humanas infetadas com o virus, mostraram invaginagoes com aberturas, semelhantes a
poros, para o citosol. Usando microscopia eletronica (ME), viu-se que a infegao por ZIKV
causa mudangas drasticas nos microtubulos e filamentos de organizagao, formando

estruturas tipo jaula. '®

As particulas virais imaturas medem aproximadamente 60 nm e nao sao infeciosas. Estas
sao glicosiladas no RE, seguido de um transporte pela rede trans do aparelho de golgi
(TGN), onde os seus glicanos de superficie sao cortados. A particula encontra um ambiente
ligeiramente acidico, que vai ser suficiente para desencadear o rearranjo das prM/E, onde se
vao formar os homodimeros de proteina E. Este rearranjo vai expor o local de clivagem a
proteina furina do hospedeiro para que esta possa atuar na jungao prM e dar-se a clivagem

para a formagao da particula madura. '° (Figura 3)

ACIDIC pH (6.7-5.5) ~euTraL i

Spiky imumarure vin Seooth mature virus

Ndo infeciosa Infeciosa

Figura 3- Maturacdo dos flavivirus (adaptado de SIROHI, D. and KuHN, R. J. Zika Virus Structure, Maturation, and Receptors.

J. Infect. Dis. 216, (2017) $935-5944 '°)
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5. Resposta imunolégica ao virus
5.1 Imunidade inata e imunidade mediada por células

A resposta imunolégica humana a infegdo provocada pelo virus zika nao estd ainda
totalmente caraterizada, contudo a caraterizagao dessa resposta ja foi possivel nos modelos
primatas nao humanos. Observou-se que nestes modelos, apos a infegao, ha um aumento da
ativagao de células dendriticas e uma ativagao precoce e de elevado nivel das células NK
(resposta imune inata). Também se verificou que as células T sao estimuladas durante a
infecao primaria por zika, tendo-se concluido que as células T CD4+ e T CD8+ foram muito

ativadas, facto comprovado pelo marcador precoce da ativacio de células CD69. '

5.2 Imunidade humoral e de outros flavivirus

Pensa-se que os Ac neutralizantes sejam o maior fator de protecao contra a infecao pelo
virus zika. Alias, Ac neutralizantes humanos direcionados para a proteina E ja mostraram ser
protetores contra a infecio por zika em ensaios com murganhos AG129. ¢ Foram analisados
os Ac que ligam a proteina E e verificou-se que o seu Fab liga ao fusion loop muito
conservado. Esta ligagao vai impedir que a proteina E interaja com a membrana da célula alvo
e entre na célula. Um exemplo é um Ac monoclonal humano (C10), isolado de um doente
infetado com DENV (virus dengue), que tem uma atividade neutralizadora potente contra o
ZIKV. Este mostrou ser capaz de ligar as 180 proteinas E, associando o seu Fab as
extremidades do dimero da proteina E, criando um bloqueio intradimeros. Logo, este Ac
neutraliza a infecciosidade do virus por estabelecer uma ligagao cruzada com as proteinas E,
impedindo a entrada do virus para a célula. Outro exemplo é o Ac ZIKV-117, também
isolado de um doente infetado, que mostrou ser muito neutralizante sem reatividade
cruzada. '° Foi também observado em murganhos, que a transferéncia passiva de Ac contra

zika gerava protecio. °

Apesar de os Ac poderem conferir protegao contra a infecao por zika, ha sempre a
possibilidade de antibody-dependent enhancement (ADE), que pode ocorrer devido a
reatividade cruzada e a Ac nao neutralizantes. ADE é um fendmeno imunoloégico em que Ac
nao neutralizantes facilitam a entrada do virus em células com recetores FcyR, como

monocitos ou macrofagos. Ou seja, a imunidade pré-existente a um flavivirus nao sé nao
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protege, como os complexos virus-anticorpo sao endocitados e amplificam a disseminagao
viral. A maior preocupagao ¢ se a imunidade de DENV ou ZIKYV, seja ela natural ou induzida,
cause ADE. Também levanta questoes relativamente a seguranca no desenvolvimento de
vacinas e terapias com Ac, pois os locais mais afetados por zika sao endémicos para outros

flavivirus. "' 1?

Nao ha indicagoes epidemioldgicas que digam que infe¢coes prévias por DENV resultem
em ADE na infecao por zika pois, apesar de ADE ocorrer in vitro, um estudo usando o
modelo animal de primatas nao humanos nao causou ADE. Num outro estudo realizado em
humanos nao houve inclusivé aumento de RNA viral nem aumento da resposta das
citocinas.'® H4 também informagio recente que indica que Ac produzidos contra a dengue,

nao sé protegem para o virus zika como também protegem o feto de lesdes neuroldgicas. ’

Uma maneira de minimizar ADE é desenhando ou investigando Ac que reconhecem mais
epitopos e com agoes neutralizadoras mais potentes. L234A e L235A sao mutagoes duplas
(LALA) no dominio Fc da IgG, e estas tém mostrado anular a ligagao de IgG a FcyR. Assim
Ac com esta variante contra ZIKV mostraram ter poder neutralizante mas sem causar ADE.

Contudo, apesar de eliminarem o risco de ADE, perdem a sua capacidade efetora.''

O aumento precoce da concentragao de Ac de zika detetado no soro (2-3 dias apos
inicio da febre) é causado pela indugao de plasmoblastos que produzem Ac e que aparecem
no sangue periférico transitoriamente apds exposicao ao antigénio. As células B podem
secretar IgM, IgA, IgG, que acabam por ficar indetetaveis apds 20 dias do inicio dos sintomas.
Plasmoblastos de dadores ja expostos a dengue mostram elevados niveis de hipermutagao
somatica, que € um mecanismo de mutagao das células que as torna mais capazes de detetar
elementos invasores. A maioria das respostas de células B na fase aguda foi devido as células
B de memoria. Em dadores naives a dengue, nao se verificou hipermutagao mas sim uma

resposta a infegao classica, nao apresentando grande expansio clonal. *°

Os Ac de fase pos convalescenga neutralizam mais potentemente que os Ac de fase aguda
e além disso ligam melhor aos antigénios de zika e com maior afinidade que os Ac das células
B de memoria e que os Ac derivados de plasmoblastos. A seroconversao de IgM costuma
aparecer por volta de uma semana apds a infecdo, mas pode ocorrer mais cedo. IgM vai
manter-se detetdvel durante cerca de 2 meses. Ja as IgG neutralizantes desenvolvem-se

pouco depois de IgM e podem persistir por anos ou décadas. *°
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6. Manifestacoes clinicas da doenca

As manifestagoes clinicas da doenga sao semelhantes as de outras infe¢coes por arbovirus,
e incluem febre, erupgoes cutaneas, conjuntivite, dores nos musculos e nas articulagoes, mal-
estar ou dor de cabega. Os sintomas surgem 2-3 dias apos a infecao e em cerca de 80% dos
casos a infecao é assintomatica, o que torna dificil a detegao mesmo com vigilancia. A
duracao total da doenca costuma ser de 5-7 dias, havendo casos de resolucao ao fim de 2
dias. Individuos com imunidade comprometida sao mais suscetiveis de desenvolver doengas

graves se forem infetados com o virus.'?

O tratamento para estes sintomas consiste em descanso, fluidos, analgésicos, antipiréticos
e anti-histaminicos para as erupgdes cutineas. E aconselhado que nas primeiras duas
semanas se evitem novas picadas de mosquito de forma a evitar a transmissao secundaria.
No tratamento de sintomas nao se devem utilizar a aspirina e os AINEs, até se ter excluido
o diagnéstico de dengue, devido ao risco de hemorragia que existe nestas doengas. '> ' A
co-infegdo de DENV/ZIKV até agora nao demonstrou ter efeitos sinérgicos nem na
severidade nem na apresentagao clinica de nenhuma das doengas. A morte por zika é rara e

nos casos reportados nio se sabe ao certo a contribuicio da infe¢io para a mortalidade. *'

6.1 Complicac¢des associadas a infecdo por zika

A principal complicagao que predomina no espectro de doencgas neurologicas nos adultos
provocadas por infecao por ZIKV é a Sindrome Guillain-Barré (SGB). SGB é uma doenca
automine neurolégica do sistema nervoso periférico (SNP) que se manifesta
maioritariamente nos axonios motores e resulta numa desmielinizacao inflamatdria,
normalmente desencadeada por um agente infecioso. Manifesta-se por uma paralisia
ascendente com sintomas sensoriais, fraqueza progressiva e simétrica dos membros e
hiporreflexia/arreflexia, tendo como sintoma sensorial mais comum a parestesia. Ha contudo
quem demonstre défices nos nervos craniais ou paralisia facial. ' SGB é mais comum em

homens que mulheres e costuma afetar pessoas entre 30-50 anos de idade. ®

Nao se sabe ainda muito bem o mecanismo para ZIKV-SGB, suspeitando-se que existam
mudangas genéticas virais adaptativas e interagoes imunolégicas com outros flavivirus ou

com fatores do hospedeiro. Contudo, as mudangas genéticas do genoma viral ou a
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substituicao de aminoacidos nas proteinas nao podem explicar a mudanga da neuroviruléncia
dos genotipos asiaticos, desde a doenca suave, que se deu na Micronésia, para o surgimento
de complicagdes neurologicas. Assim a hipotese mais plausivel é a da alteragao
imunomediada, possivel com o perfil de parainfecio, em que o sistema imune ataca os

nervos e danifica a mielina. "’

Outras complicagoes incluem encefalite, meningoencefalite, mielite aguda, encefalopatia e
convulsées. ¢ Uma hipotese para o papel do virus nas malformagdes no SNC é explicada
pelo facto de o virus, durante a replicagao viral, assumir o processo de autofagia. Algumas
proteinas tém papel duplo na autofagia e na estabilidade de centrossomas. Um numero
normal de centrossomas é importante para o desenvolvimento do cérebro e ha estudos que
revelam que um elevado niumero destes resulta em microcefalia. Assim, o facto de o virus
interferir na autofagia levanta a hipotese que ele é responsavel pelo aumento de

centrossomas e por conseguinte levar a microcefalia. >

6.2 Sindrome de zika congénito

A infecao na gravidez pode dar origem a uma sindrome de zika congénito (SZC). Esta
infecao na gravida origina os mesmos sintomas que nas pessoas hao gravidas. O termo SZC
€ usado para designar um conjunto de manifestagoes clinicas e imagiologicas do SNC e

alteracoes oculares e ortopédicas encontradas em criangas com infecao congénita. '*

Como ja foi abordado, ZIKV pode atravessar a placenta e atingir o cérebro do feto, onde
infeta preferencialmente as células neuronais progenitoras, podendo levar a inibicio da
diferenciagao destas células o que explicaria a redugao do cortex, malformagao das
estruturas cerebrais e microcefalia, observados durante a gravidez. O SZC é caraterizado
por varios tragos distintos que se focam no desenvolvimento de anomalias no cérebro,
incluindo microcefalia e calcificagoes, manifestagoes na retina e defeitos nas extremidades,

tais como contraturas congénitas e hipertonia.'*

Processos inflamatorios na placenta podem levar a alteragao da expressao e regulagao de
neuropeptideos e fatores de crescimento e, se estes tiverem um papel importante no
desenvolvimento do cérebro, pode resultar em microcefalia. > A microcefalia é uma
consequéncia de varias anomalias causadas pelo virus e apresenta carateristicas fenotipicas

como redundancia do escalpe, conforme se observa na figura 4, talipe (pé torto),
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artrogripose, oftalmoscopia alterada e alteragdes neurologicas como hipertonia,

espasticidade e hiperreflexia. 2

Esta sindrome de zika congénito pode ser apenas o inicio, pois ainda nao se sabe o
alcance da doenga e as disfungoes que podem mais tarde aparecer. Com o tempo serao
descritas dificuldades no desenvolvimento, aprendizagem e outras consequéncias

desconhecidas provenientes da infecdo intrauterina por zika. "*

Além de SZC, as mulheres gravidas infetadas podem ter abortos espontaneos ou dar a luz
nados mortos. Mesmo quando nao existam anomalias associadas ao cérebro do feto, pode
haver problemas no crescimento e disfungoes na placenta. Estas deficiéncias funcionais
tendem a evoluir de diferentes formas dependendo da reabilitacao e estimulagao. As
anomalias neurolégicas podem também estar presentes em recém-nascidos com perimetro

cefilico normal. "* 2 Em geral, os resultados da ecografia costumam dar o diagnéstico de

|23

microcefalia feta

Figura 4- Imagens de bebés com SZC; a e ¢ apresentam microcefalia severa mostrando ¢ redundancia da pele do escalpe; b
apresenta microcefalia com osso occipital proeminente (adaptado de DA SILVA PONE, M. V., MOURA PONE, S., ARAUJO ZIN, A.,

BARROS MENDES, P. H., SENRA AIBE, M., BARROSO DE AGUIAR, E. and DE OLIVEIRA GOMES DA SILVA, T. Zika virus infection in
children: epidemiology and clinical manifestations. Child’s Nerv. Syst. 34, (2018) 6371 2 )

6.3 Manifestacbes em criancas expostas ao virus

O desenvolvimento de microcefalia pds-natal foi descrito em bebés nascidos com cabegas
normais mas que mais tarde revelaram um atraso no crescimento. Isto sugere que a infegao
se pode manifestar depois do nascimento, devido ao tempo que as células necessitam para

expressar as alteragdes. '*
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As criangas que adquirem a doenga depois do nascimento tém sintomas similares aos dos
adultos. Criangas e adolescentes com idade média de |4 anos, apresentaram febre e
exantema como os sintomas mais comuns, sem qualquer tipo de complicagao neurologica ou

morte associadas. *

7. TRANSMISSAO

A maioria das infegoes por virus zika é transmitida pelo vetor; contudo, com o passar dos

anos, tém sido identificadas outras vias de transmissao alternativas.

7.1 Transmissao por vetor

A maioria das infegoes é transmitida pelo mosquito, sendo o vetor primario da espécie
Aedes. Aedes agypti esta relacionado com quase todos os surtos urbanos, apesar de Ae.
henisilli e Ae. polynesiensis serem vetores conhecidos da Micronésia e Polinésia Francesa
respetivamente. Pensa-se portanto que Ae. agypti seja a espécie mais competente. A
competéncia destes mosquitos varia com a origem geografica, estirpe e modo de infecao. A
aquisicao do virus através do mosquito ocorre depois de uma refeicao de sangue pois o
mosquito fémea necessita de sangue para os ovos e, ao alimentar-se, injeta saliva infetada.
Estudos recentes revelaram que existe uma preocupagdao com o potencial vetor Ae.
albopictus, uma vez que este tende a expandir-se para climas mais temperados, podendo
originar novos surtos; no entanto, como nao vivem em proximidade com os humanos, nao

tém tanta preferéncia por se alimentar destes. "°

7.2 Transmissao sexual

Uma das diferencas principais do virus zika em relagao a outros flavivirus, é a sua
capacidade de ser transmitido sexualmente, nao se sabendo ao certo qual a dose infeciosa
necessaria para a transmissiao se dar. Ainda nao sao conhecidos quais os componentes do
sémen que contém o virus infecioso, pois o RNA viral foi encontrado em sémen de homens
sem espermatocitos, mas os antigénios para o virus tém sido visualizados na cabeca de

espermatocitos.'
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Tém sido desenvolvidos estudos no sentido de determinar a frequéncia e duragao da
libertagao de ZIKV nos fluidos genitais, especialmente sémen. Os homens devem esperar
pelo menos 6 meses apos a exposi¢ao ao virus para ter relagoes sexuais desprotegidas e nas
mulheres, é recomendado pelo menos 8 semanas. De realgar que a transmissao sexual pode
ser feita por contacto oral, vaginal ou anal. "* Nio se sabe ao certo se o risco de transmissao
sexual de homens infetados se compara com o risco de ser infetado pela picada do mosquito
ou se a infecao por via sexual confere risco adicional para a lesao fetal, comparado com a

infecao por vetor.

7.3 Transmissao vertical

Uma vez que o virus ZIKV foi detetado em secregoes vaginais, € possivel que ocorra a
transmissao vertical, tanto por contacto com a mucosa vaginal, com a placenta, com sangue
ou com as secregoes vaginais durante o parto. O RNA viral foi detetado no fluido amniotico
e em tecidos de fetos infetados durante a gravidez. '* Como ja vimos, o virus infeta
numerosos tipos de células primarias da placenta, o que indica a possivel transmissao

durante a gravidez; essa probabilidade de transmissao depende do tempo de gestagio. 2

7.4 Transmissao por transfusao de sangue

O virus zika também pode ser transmitido por produtos derivados de sangue, no entanto
a dose infeciosa para transmissao via transfusio e o efeito dos anticorpos na
transmissibilidade nio é ainda conhecida. '* Para prevenir a transmissio é necessario reduzir
o patogéneo dos produtos de sangue ou identificar os produtos infetados através de rastreio
e remové-los de circulagao. A tecnologia de remogao de patogeneos (PRT) mostrou-se
eficaz a inativar o virus das plaquetas, plasma e eritrécitos, contudo este método s6 pode
ser usado apos aférese. Assim é recomendado niao doar sangue menos de 28 dias apds

viagem a locais endémicos. "

1.5 Transmissao por transplante de tecidos ou 6rgaos

Apesar de ainda nao ser conhecido nenhum caso, a transmissao por transplante de

tecidos ou orgaos é sempre uma preocupacgao, particularmente devido ao largo periodo de
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tempo em que ZIKV se mantém em tecidos reprodutivos e oculares. Outra preocupagao

também advém da falta de métodos para identificar contaminagdes. '

7.6 Transmissao por outras vias

Apesar de ja ter sido detetado RNA viral e particulas infeciosas em leite materno, urina,
saliva, lagrimas, LCR, humor aquoso, fluido conjuntival e esfregagos nasofaringeos, nao é
possivel obter informagao suficiente acerca da associagao destes fluidos a transmissao efetiva

da infegdo por virus zika. *

8. Diagnostico

Para que um ensaio possa ser usado como diagnostico de zika, este tem que se submeter
a uma autorizagao de uso de emergéncia (EUA) pela FDA (Food and Drugs Administration). A
aprovagao do ensaio tem que obedecer a certos critérios tais como prego acessivel,
sensibilidade, especificidade, rapidez, robustez, facilidade de uso e de transporte. * O ideal é
ter métodos de diagnostico que sejam sensiveis e especificos, nao dispendiosos e
sustentaveis. > Esses métodos tém que conseguir discriminar entre uma infecdo primaria e
uma infecio secundaria. ® O diagnéstico nio pode ser baseado apenas na avaliagio clinica,
uma vez que muitos arbovirus tém as mesmas manifestacées clinicas. E usual realizar-se um
hemograma mas, mesmo que este esteja alterado, nada é especifico o suficiente para se

identificar a infecio."”

8.1 Amostras

A escolha da amostra para andlise é critica na detegao do virus. As amostras usadas com
mais frequéncia para a detecao de RNA viral s3o o plasma e o soro. » Uma outra amostra
que é muito utilizada e que permite uma detegao viral mais frequente, onde o RNA viral
persiste por mais tempo que no soro, € a urina. Para manter a estabilidade da urina e evitar
a sua degradagao esta deve ser armazenada a 4°C e deve ser adicionado um estabilizante de

acidos nucleicos, de forma a diminuir o risco de degradagao do RNA e de falsos negativos.
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As orientagoes do CDC indicam que o ideal € testar sempre uma amostra de urina e outra

de soro. > %

O uso de saliva para a detegao de RNA viral também esta a ser avaliado, principalmente
devido a sua facil colheita, especialmente util para neonatos e criangas pequenas. O RNA
pode ser detetado logo no primeiro dia de sintomatologia e até 19 dias apos o inicio dos
sintomas. '> Contudo, ha muitas variacdes no método de colheita e dificuldade no

processamento da amostra, e por isso este método niao é muito usado em rotina. **

8.2 Diagnostico pré-natal

Ainda nao esta disponivel nenhum tipo de diagnéstico pré-natal preciso da infecao fetal
por zika. O uso do cordao umbilical como amostra nao é aconselhado pois pode estar
contaminado com sangue materno. A ecografia consegue detetar anomalias no SNC a partir
das 19 semanas e identificar restricdes no crescimento intrauterino (IUGR) as |8 semanas

de gestacio, criando um espago de tempo razoavel que permite identificar as anomalias.'*

8.3 Diagnostico neuroimagiolégico

A microcefalia pode ser detetada por tomografia computorizada ou ressonancia

magnética.'®

8.4 Isolamento do virus

Para a cultura in vitro do virus podem-se usar linhas celulares de células Vero, de figado de
macacos rhesus, ou células com origem nos mosquitos Aedes. A dificuldade no isolamento
do virus é a manipulagio de amostras com virus infecioso, pois isso requer biocontengao e
infraestruturas proprias para prevenir a sua propagacao para os manipuladores. No final,

pode realizar-se um teste de inibicdo da hemaglutinina para confirmar a presenca do virus. '®
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8.5 Ensaios moleculares

Os métodos moleculares de detegao de RNA viral sio a metodologia mais especifica de
diagnostico (Tabela I). Estes métodos sao os preferidos para testar uma infecao por virus
zika durante a fase aguda da doenca (menos de 7 dias apds inicio sintomas).” Os testes
serolégicos nao sao recomendados durante esta fase aguda pois pode ainda nao ter havido

seroconversio. 2

Tabela |- Ensaios moleculares com autorizagdo EUA para detecao de RNA viral de ZIKV (adaptado de THEEL, E. S. and
HATA, D. ). Diagnostic Testing for Zika Virus: a Postoutbreak Update. J. Clin. Microbiol. 56, (2018) 25)

Nome do Ensaio Molecular Amostra usada Método Alvo(s) Genético(s)
Trioplex rRT-PCR ST, S, LCR, U, FA | RT-PCR (Tagman) Envelope (ZIKV)
Zika Virus RNA Qualitative S,U RT-PCR (Tagman) | Envelope e Membrana
Real-Time RT-PCR
RealStar Zika Virus RT-PCR S,U RT-PCR (Tagman) NSI
Kit
Aptima Zika Virus Assay S,P, U RT-PCR NSI, NS4/NS5
Zika Virus Real-time RT-PCR S,P,U RT-PCR (Tagman) NE
Test
VERSAN Zika RNA 1.0 Assay S,P,U RT-PCR NE
(kPCR) kit
XMAP MultiFLEX TM Zika S,P,U RT-PCR NE
RNA Assay
Sentosa SA ZIKV RT-PCR Test S,P,U RT-PCR NS4A
Zika Virus Detection by RT- S,P,U RT-PCR NE
PCR
RealTime ZIKA ST,S,P, U RT-PCR Pré-Membrana, NS3
Zika ELITe MGB kit U.S S,P RT-PCR NS3
Gene-RADAR Zika rRT-PCR S RT-PCR NE
Cll-ArboViroPlex rRT-PCR S, U RT-PCR JUTR
TaqPath Zika Virus Kitl S,U RT-PCR (Tagman) NE

ST- sangue total; S- soro; LCR-liquido cefalorraquidiano; U-urina; FA- fluido amniético; NE- nao especificado

8.6 Ensaios Serologicos

Tabela 2- Ensaios serolégicos com autorizagdo EUA para detegdao de Ac para ZIKV (adaptado de THEEL, E. S. and HATA, D. J.
Diagnostic Testing for Zika Virus: a Postoutbreak Update. J. Clin. Microbiol. 56, (2018) 25)

Nome do Ensaio Molecular | Amostra Método Antigénios do virus
usada Zika
Zika MAC-ELISA S MAC-ELISA (colorimétrico) Particulas tipo virus

zika recombinantes,
nao infeciosas

ZIKV Detect TM IgM Capture S MAC-ELISA (colorimétrico) Envelope
ELISA
LIAISON XL Zika IgM Assay S Imunoensaio de Captura de IgM NSI
(Quimioluminescéncia)
ADVIA Centaur Zika Test S, P Imunoensaio de Captura de IgM NSI
(Quimioluminescéncia)
DPP Zika IgM Assay System ST,S, P Imunocromatografico NSI

S- soro; P- plasma; ST- sangue total
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A pesquisa de Ac anti-zika do tipo IgM é realizada por ensaios seroldgicos, e a presenga
de IgM ¢ indicativa de infecao recente. A pesquisa destes Ac pode ser util em individuos em
que nao foi detetado o RNA viral, no caso de o periodo de virémia ja ter passado ou em
casos de virémia muito baixa.” Para avaliar a presenga de Ac neutralizantes, o método de
referéncia € o PRNT, que apesar de ser complicado, é o que apresenta maior especificidade.
Este ensaio é muito usado para confirmar resultados de testes seroldgicos. ? Na tabela 2
observam-se os testes serologicos disponiveis. A recomendagao da CDC consiste em
realizar os testes moleculares nos primeiros dias apds o inicio dos sintomas. Se o resultado
de RT-PCR der negativo, ou se a doenga se encontrar em convalescenga, deve ser realizado
um MAC-ELISA para detetar IgM. Se este teste der positivo, presume-se que se trata de uma

infecao por zika, mas esta precisa de ser confirmada por um teste de PRNT. ’

9. Razdes para ocorréncia dos surtos

Para compreender o surto, € importante saber alguns detalhes sobre o vetor. Em
periodos de baixa transmissao o virus € mantido entre NHP e mosquitos florestais. Durante

os surtos, o virus zika é mantido maioritariamente entre humanos e mosquitos Aedes.”®

Aedes aegypti € um vetor muito “domesticado” que vive em associagao com humanos e
locais urbanos. Aedes albopictus é outro vetor muito invasivo com larga distribuicao
geografica. Ambos sao holometabolas (quatro estagios de vida) e os seus ovos eclodem
quando submersos em agua. Estes dois mosquitos vao frequentar os mesmos habitats e
portanto vao competir. Os ovos de Ae. aegypti tém a vantagem de resistir a situagoes de
extrema seca. Este mosquito prefere locais urbanos, gosta de se reproduzir em recipientes
com agua, perto de casas e tem os seus periodos de descanso dentro de habitagoes. O
mosquito fémea alimenta-se varias vezes de humanos, sendo provavel a transmissao em cada
refeicio. O mosquito Ae. albopictus prefere locais mais resguardados e com mais espagos

verdes, alimentando-se preferencialmente de animais domésticos.

Ambos picam
maioritariamente durante o dia e a sua capacidade de transmitir o patogéneo depende do

local e do tempo.

A competéncia do vetor é muito importante pois o mosquito tem que ser suscetivel a
infecao para a poder transmitir. Os mosquitos sao suscetiveis a mudangas climatéricas, pois

sao animais poiquilotérmicos, por isso condicbes como temperatura e precipitagao afetam
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os seus estadios de maturagao. As mudangas antropogénicas aumentam os locais de
.~ 28 . , .e
procriagao e contacto com humanos. © O aquecimento global também pode facilitar a

propagacio de infecdes pois é um fator que afeta diretamente o vetor. *

Ha varias razoes que podem ter levado a rapida propagagao do virus zika. Uma das
hipoteses é a entrada do virus numa populagao imunologicamente naive. Outra hipotese
baseia-se nas altera¢oes feitas pelo homem como desflorestagao, construgao rapida e nao
planeada, ma gestao de residuos, movimento de massas, agricultura intensiva entre outros,
que alteraram os nichos ecolégicos ocupados por estes mosquitos, o que teve impacto na

sua biologia e os aproximou dos humanos. *> ¥

A evolucio adaptativa do virus também é uma hipétese. E possivel que a linhagem asiatica,
responsavel pelo surto mais recente, se possa ter adaptado de forma a gerar niveis de
virémia superiores em humanos, o que leva a uma maior eficiéncia na infecao, transmissao e
propagacio. > Como sabemos, os virus de RNA tém taxas de mutagio superiores e
especula-se que o virus zika tenha sofrido multiplas mutagdes e recombinagdes genéticas,
que tenham conduzido ao aparecimento de novas estirpes com maior capacidade de infetar

humanos.”

10. Medidas de Prevencio

As trés potenciais medidas de prevengao siao o controlo de vetores, terapéuticas e

vacinagao.

10.1 Controlo de Vetores

As medidas de controlo de vetores podem ser divididas em medidas mecanicas,
biologicas, quimicas e de engenharia genética. As medidas preventivas mecanicas sao as mais
faceis e mais econémicas e incluem as medidas de protegao individuais como uso de roupas
claras e compridas impregnadas de repelente, redes mosquiteiras nas janelas e uso de
repelentes. Além disso incluem também a remogao de objetos que possam acumular agua e

manter ruas e edificios limpos de modo a diminuir locais de reprodugio indesejados. ° E
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necessaria vigilancia e monitorizagao de locais como aeroportos, albergues e outras portas

de entrada, para impedir a propaga¢io do mosquito.*
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Figura 5- Estratégias de controlo do vetor para prevenir a transmissio de ZIKV (adaptado de SINGH, R. K., DHAMA, K,
KHANDIA, R., MUNJAL, A., KARTHIK, K., TIWARI, R., CHAKRABORTY, S., MALIK, Y. S. and BUENO-MARI, R. Prevention and control
strategies to counter Zika virus, a special focus on intervention approaches against vector mosquitoes-Current updates.

Front. Microbiol. 9, (2018) )

Como se pode verificar na figura anterior (Figura 5), as medidas de controlo quimicas
passam pela utilizagao de agentes quimicos que atuam no sistema nervoso do mosquito e na
propria larva, levando a erradicagao destes. Para contrariar a resisténcia dos mosquitos e
larvas ao uso de quimicos, podem usar-se reguladores de crescimento que sao larvicidas
eficazes. No que diz respeito as medidas biologicas, elas incluem a utilizagao de animais
(mosquitos, copépodes, peixes e girinos), plantas, bactérias e fungos. A utilizagdo destes
animais tem como objetivo a ingestao das larvas do mosquito, enquanto que as plantas e as
bactérias produzem toxinas extremamente especificas que, ao serem consumidas pelas
larvas, levam a sua morte. Relativamente a utilizagao de fungos, estes vao aderir e germinar
na cuticula do mosquito, o que facilita a sua penetragao e disseminagao pelos varios 6rgaos

do inseto, matando-o. *

As medidas preventivas baseadas na engenharia genética incluem a sterile insect technique

(SIT) e a SIT modificada. A SIT modificada em vez de irradiagao e quimioesterilizagao (usadas
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na SIT), insere um transgene dominante letal (RIDL) na fase embrionaria. Qualquer fémea
que acasale com um macho com o gene RIDL vai produzir descendéncia possuindo uma
copia desse gene. Este gene tem a particularidade de ser letal na espécie feminina. Um
laboratério tentou criar uma versao melhorada deste gene, em que os mosquitos macho que
apresentam este gene apenas sobrevivem em ambiente selvagem mediante uma dieta rica em
tetraciclina. O gene Ttav (tetracycline repressible transactivator variant) € uma variante
melhorada. * Assim, quando a descendéncia nasce, necessitam de tetraciclina para viver, o
que a nao acontecer, leva a sua morte. Todos os mosquitos alterados por estes métodos,
apresentam menor expectativa de vida, fase de pupagao retardada e adultos de menor

tamanho e fraco desempenho. *

10.2 Antivirais

O tratamento profilatico pode diminuir a propaga¢ao do virus, sendo administrado apenas
aos individuos com risco de infecao. O objetivo principal é reduzir a carga viral e os
sintomas e proteger os fetos de sequelas neurolégicas que afetem o desenvolvimento. Além
disso, devido a persisténcia viral no trato reprodutivo masculino que permite a transmissao
sexual, o agente antiviral deve atingir os locais onde o virus estd localizado de forma a

eliminar a replicacio viral e a transmissio sexual. *

Como a infecao normalmente é suave, a populagio prioritaria a submeter a tratamento
sao as mulheres gravidas e os individuos com maior risco de complicagdes neurolodgicas.
Porém, ha mdltiplas questoes éticas no desenvolvimento de terapéuticas para usar durante a
gravidez, pois as gravidas sio um grupo populacional que normalmente esta excluido de
ensaios clinicos. Sendo assim o agente a ser usado deve ser de baixo risco para a mae e para
o feto e, acima de tudo, eficaz em prevenir os efeitos secundarios no feto. Para além disso, o
antiviral deve pratico, nomeadamente no seu armazenamento e transporte, de forma a
facilitar o seu uso em certas regides mais desfavorecidas. ® A avaliagio inicial da eficacia é
feita pela redugao da virémia em doentes sem incluir mulheres gravidas. Para isso tem que se
recrutar individuos com infegdes iniciais por zika, de forma a avaliar a eficacia antiviral destes
compostos. Doentes com infe¢ao tardia nao sao ideais, pois ja estarao com uma virémia
reduzida. Como zika persiste no trato reprodutivo masculino, homens infetados também
podem ser usados nesta fase. Assim que houver provas de sucesso nestes doentes, pode-se

passar para a demonstracio em mulheres gravidas. *
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10.2.1 Moléculas antivirais inibidoras

Ha duas estratégias para o desenvolvimento de moléculas antivirais. A primeira consiste
em encontrar inibidores primarios da infecao por virus zika. A segunda consiste na
reutilizacgao de compostos ja existentes, ou seja, com outras indicacoes terapéuticas.
Recentemente esta a aprofundar-se a reutilizagdo de certos compostos ja existentes que

possam ser (teis para a infecio.’’

Uma molécula ideal é aquela que tem biodisponibilidade oral aliada a boa eficacia e
apresenta uma distribuicao sistémica extensiva, pois zika aparenta infetar varios tecidos e
orgaos. Como o tratamento de mulheres gravidas é o objetivo principal, o farmaco deve ter
seguranga e entrar na categoria de farmacos A/B para a gravidez, nao impedindo o
crescimento do feto. Além disso o composto usado nao deve interferir com a resposta
normal do Sl. Apesar de ser uma ideia aliciante fazer um rastreio a farmacos ja aprovados
pela FDA e encontrar uma nova indicagdo para estes, ha critérios que tém que ser

assegurados, nomeadamente determinar se a concentragio eficaz foi atingida nos doentes. *°

Ha duas categorias de moléculas inibidoras: os andlogos dos nucleésidos/nucleétidos e os
nao analogos dos nucledsidos. Os andlogos dos nucledsidos 7DMA, BCX4430, NITDO008
(andlogos da adenosina) e sofosbuvir (pro-farmaco da uridina) exibiram eficacia moderada in
vivo e in vitro; contudo, nenhum destes foi capaz de prevenir totalmente a doenga nem
reduzir suficientemente a virémia. Uma das vantagens dos analogos dos
nucledsidos/nucledtidos é o seu largo espetro antiviral para virus relacionados, isto devido as

suas regides alvo conservadas das polimerases virais. *

Inibidores da categoria nao analogos dos nucledsidos sao identificados por rastreio
baseados em células usando ensaios de infegao por zika. Foram identificados o antibiotico
lipopeptideo daptomicina, os antiparasitarios niclosamida e ivermictin o farmaco antimalarico
mefloquina, o imunossupressor acido micofendlico, o firmaco para a nausea e vomitos
palonosetron, o inibidor da pan-caspase 3 emricasan e o inibidor da sintese de pirimidina
brequinar. Infelizmente nenhum destes compostos demonstrou eficcia in vivo. ® * De
momento nao ha nenhuma molécula antiviral inibidora em ensaios clinicos. Nao se sabe
ainda se a baixa eficacia destes antivirais se deve a sua baixa poténcia ou ao facto de serem

administrados j4 tarde no percurso da doenga. *°
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10.2.2 Anticorpos com potencial terapéutico para flavivirus

Os anticorpos com potencial terapéutico tém vantagens relativamente as moléculas
inibidoras, pois sao mais especificos. Dessa forma e de maneira a diminuir a teratogenicidade,
para a populagao materna os Ac monoclonais podem-se apresentar como uma opgao mais
viavel relativamente as moléculas antivirais. *> Estes Ac podem atuar por varios mecanismos,
por exemplo ligam diretamente ao antigénio impedindo a ligagdo do patogéneo ou modulam

as fungdes efetoras dependentes de recetores Fc. '

Os Ac terapéuticos também tém alguns impedimentos a sua utilizagao. O primeiro

problema é ADE, em que os Ac nao neutralizantes facilitam a entrada do virus em células
30 ~ /4 . A . . 7 . .

com recetores FcyR. ™ Outra questao € a resisténcia dos flavivirus, pois estes rapidamente

criam resisténcia. O que se pode fazer é usar pelo menos dois Ac em combinagao ou

combina-los com terapéuticas tradicionais. ' O terceiro impedimento é o custo, pois o

manuseamento destes Ac é dispendioso e isso impede o seu uso alargado, particularmente

em paises com dificuldades econdmicas. *°

10.3 Vacinas

As vacinas sao um dispositivo com boa relagao custo-eficacia, que combatem doengas
infeciosas. Estas devem desencadear uma imunidade a longo prazo e tém que ser baratas o

suficiente para ser usadas globalmente, mesmo em paises com baixos recursos. *

10.3.1 Estratégia de Desenvolvimento Clinico

O objetivo final da vacina é estabelecer imunidade em rapazes e raparigas, antes que eles
cheguem a idade fértil, de forma a haver imunidade total para homens e mulheres antes de
uma possivel gravidez. Assim que a vacina surgir, € essencial vacinar primeiro os grupos de
risco e apenas quando estes grupos estiverem imunizados, € que se pode comegar a vacinar
a populagao jovem em geral. O ideal é imunizar as mulheres antes de elas ficarem gravidas,
isto porque ha riscos de SZC e aborto logo no primeiro trimestre de gravidez, e muitas
mulheres nao saberao ao certo que estao gravidas até esse primeiro trimestre. Além disso, a
imunidade conferida pela vacinagao é provavel que leve algumas semanas a atingir o seu pico,

o que deixaria o feto vulneravel a infecio durante uma fase critica do seu desenvolvimento.*
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10.3.2 Design do antigénio e abordagens para a entrega da vacina

A durabilidade da imunidade conferida pela vacina deve ser apropriada para a populagao
alvo. Por exemplo, uma vacina que induza uma imunidade curta é ideal para surtos, viajantes
e mulheres que planeiam engravidar. Ja a vacinagao de adolescentes e criangas necessita de
ser mais duradoura, de forma a serem evitadas multiplas imunizagées. O desenvolvimento de
vacinas de virus atenuados e de vacinas de virus vivos inativados é um método mais lento
devido a grande quantidade de virus que se tem que produzir e ao aumento da seguranga
inerente a um processo que envolve um virus vivo. Igualmente a vacina recombinante com
subunidades de proteinas também requer grande desenvolvimento e, apesar de terem um
bom perfil de seguranga, é incerta a duragao da resposta imune. Nestes casos pode ser
necessaria a adicao de um adjuvante, o que levanta questoes relativamente a seguranga, o

que acaba por significar mais tempo perdido no desenvolvimento. **

As vacinas de virus inteiros mantém uma conformagao mais auténtica da particula viral, e
isto pode induzir Ac neutralizantes de maior qualidade comparando com as vacinas de
subunidades, desde que o processo de inativagao destes virus inteiros nao destrua os
epitopos. Manter a integridade da particula viral é importante para evitar respostas com o
fusion loop, pois este tem mais probabilidade de reatividade cruzada com outros flavivirus, o
que resulta numa menor atividade de protegio. ** Independentemente do tipo de vacina,
todas devem ter uma dose otimizada, um cronograma, uma forma de administragio e a

avaliagio da imunogenicidade, eficicia e seguranga.

10.3.3 Modelos de infecio humana controlada

Os modelos de infegao humana controlada (CHIM) sao modelos em que individuos
voluntarios saudaveis siao infetados com uma dose conhecida do patogeneo de interesse
num ambiente controlado. Estes CHIM dao uma informagao importante na determinagao da
vacina que confere um maior nivel de proteciao e que pode avangar para o desenvolvimento
clinico, permitindo avaliar a eficicia de um candidato a vacina numa fase precoce do
desenvolvimento, identificando vacinas com menor eficacia antes de se iniciarem os ensaios

clinicos. ** ** Como hé recursos humanos e financeiros limitados, estes modelos vio permitir
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aproveitar os recursos disponiveis para aquelas vacinas com mais potencial que

apresentarem um elevado nivel de protecgio. *

Em qualquer ensaio, a prioridade é sempre a seguranga dos participantes. Portanto, neste
modelo nao podem fazer parte as mulheres gravidas e, para diminuir o risco de transmissao
por vetor, realizar os estudos CHIM em ambientes controlados. A demonstragao da eficacia
através de modelos CHIM nao significa que a vacina seja muito eficaz nem garante a sua

licenca. %

10.3.4 Tipos de vacinas

Vacinas de virus inativado purificado

As vacinas de virus inativado purificado (PIV) contém particulas virais inteiras que foram
inativadas, o que significa que nao ha possibilidade de reativagao ou de replicagao. A parte
exterior do virus mantém-se intacta de forma a ser reconhecida pelo sistema imune e
induzir uma resposta imune. Devido a atenuagao, vao ser necessarias mais imunizagoes para
se ter uma protegao a longo prazo, havendo necessidade de um adjuvante. O virus é
inativado por formalina, purificado e formulado com alume para administragao. O uso de

adjuvante acaba por complicar o uso destas vacinas em gravidas. **

As vacinas PIV estao neste momento a ser testadas em varios ensaios de fase |, avaliando
. .. . . . . . . s .y 6

a seguranga e imunogenicidade em individuos naives e individuos ja expostos a flavivirus.
Esta vacina induziu um bom nivel de Ac neutralizantes em participantes humanos saudaveis,

apresentando boa tolerincia e efeitos secundarios moderados a ligeiros. **

Vacinas de virus vivos atenuados

Neste tipo de vacinas o virus foi atenuado usando calor, manipulagao quimica ou genética.
Esta vacina vai induzir as respostas humoral e celular. * A produgao destas vacinas requer um
equilibrio entre a imunogenicidade e a seguranca. Isto pode ser explicado porque uma
atenuagao mais fraca vai criar uma resposta imune forte, mas pode causar virémia e
neuroviruléncia, podendo sempre haver a possibilidade de reativagao viral e infegao. Se o
virus for muito atenuado, ha seguranga mas vai induzir uma resposta fraca. Por estas razoes,

deve evitar-se este tipo de vacinas em mulheres gravidas e individuos imunocomprometidos,
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sendo a populagao alvo adolescentes e criangas que ainda nao atingiram a maturidade

sexual.*®

As vacinas quiméricas sao uma versao das vivas atenuadas mas que usam sequéncias

parciais de outros flavivirus. **

Vacinas de DNA

As vacinas de DNA consistem numa sequéncia modificada de genes selecionados que
codificam para proteinas do virus zika, que vao ser clonados num plasmideo. Esse plasmideo
vai ser injetado, permitindo a maquinaria endogena do hospedeiro produzir as proteinas alvo
antigénicas. * O organismo vai induzir uma resposta imune a estes plasmideos, que inclui Ac
neutralizantes e células T, o que pode contribuir para uma protegao forte e duradoura. Estas

. ~ P ’ . ~ ;. . ~ 37, 38 ~ .
vacinas nao tém a particula viral pelo que nao ha risco de infegao. Estas sao facilmente
produzidas, modificaveis e termoestaveis, o que vai permitir um facil transporte e

armazenamento. *°

Foram testadas varias vacinas em murganhos, e o que se verificou foi que uma unica
imunizacdo com vacinas de DNA que expressam para o gene prM/E induziram um maior
titulo de Ac contra a proteina E do que uma vacina de DNA que codificava apenas para o

gene E. Isto significa que prM é importante na imunogenicidade.

A vacina quimérica candidata VRC5288 expressa o gene prM/E da estirpe da Polinésia que
foi inserido na sequéncia genomica do virus encefalite japonesa (JEV). Um segundo candidato,
VRC5283, expressa a sequéncia prM/E completa otimizada, sem a modificagao de JEV. Esta
dltima ja avangou para ensaios de fase 2, onde se avalia a seguranga, imunogenicidade e
também se estima a dose e a forma de libertagao. Ambas as vacinas apresentam uma boa
resposta humoral e celular contra as proteinas de Zika. Em ensaios com murganhos e NHP,

ambas apresentaram imunogenicidade e VRC5283 preveniu a virémia mais eficazmente. ***

A vacina GLS-5700 consiste numa sequéncia de prM/E isolada de estirpes africana e
asiatica, clonadas no vetor pVaxl com uma sequéncia inicial de IgE para otimizar a
expressao. Foram realizados ensaios e verificou-se uma imunizagao completa em murganhos
A129 e NHP, quando administrada por eletroporagao. Esta vacina ja esta em dois ensaios de

fase | para adultos naives e para adultos ja expostos anteriormente. ***
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Vacinas de RNA

Nas vacinas de RNA, o RNA ¢ sintetizado, modificado e incorporado na vacina. Estas
vacinas contém um Open Reading Frame que codifica o antigénio de interesse. Este mRNA vai
ser traduzido diretamente em proteinas virais, usando a maquinaria celular do hospedeiro.
Ao contrario da vacina de DNA, o mRNA nao necessita de chegar ao nucleo para comegar a
transcrigao, bastando chegar ao citoplasma, nao ocorrendo por isso integracio no genoma

6,

humano. ¢ * Esta plataforma é muito versitil e permite a incorporagio de variadas

sequéncias e muta¢des.®

Recentemente foi estudada uma vacina em que se modificam os nucle6sidos de mRNA, e
esta expressa prM/E da estirpe da Polinésia Francesa estando encapsulada em nanoparticulas
lipidicas (LNP), o que facilita a biolibertagao e a apresentagao. A modificacao nos nucledsidos
serve para minimizar o reconhecimento do sistema imune inato e para melhorar a
estabilidade, resultando numa maior magnitude e duragao da produgao de antigénios da
vacina. Em estudos realizados com macacos rhesus, aqueles que foram vacinados com a
vacina de mRNA encapsulado em nanoparticulas lipidicas, mostraram ficar protegidos. * **
Nesses NHPs, verificou-se que uma sé imunizagao desta vacina induzia niveis de Ac

cinquenta vezes maiores que modelos em que se realizou uma imunizagao de vacina de DNA

e duas vezes maiores que modelos com duas imunizagdes de DNA.*

Vacinas Baseadas em Vetores

Esta ainda em fase de estudo uma nova classe de vacinas baseadas em vetores que
expressam os genes de zika inseridos nestes vetores virais. Um exemplo é o adenovirus de
rhesus do serotipo 52 (RHAd52), que serve como vetor e vai expressar os genes de zika

inseridos. Estas vacinas induzem uma resposta antiviral e sio faceis de manipular.***

Ha uma vacina em estudo que protege contra varias doengas transmitidas por mosquitos,
incluindo zika. Esta vacina ainda em investigagao, denominada de AGS-v, esta a ser
desenvolvida com o objetivo de desencadear uma resposta imune as proteinas da saliva do
mosquito. A vacina contém na sua composi¢ao quatro proteinas que estao presentes nas
glandulas salivares do mosquito, e estas vao induzir Ac na pessoa vacinada e causar uma

espécie de uma reagao alérgica, o que pode prevenir infe¢ao quando a pessoa for picada por

59



ZIKA: avangos e perspetivas futuras

um mosquito que seja portador de alguma doenga. Ha suspeitas de que apos a picada num
individuo vacinado com AGS-v, o mosquito altere o seu comportamento, resultando numa
baixa capacidade de reproducao e morte antecipada. Ou seja, seria uma vacina que nao sé

protegeria das doencas como também ajudaria no controlo dos vetores. *” *®

A resposta ideal para uma terapia efetiva global é uma vacina de baixo custo, adequada
para uso em larga escala, principalmente em paises menos desenvolvidos. Outros topicos
que merecem aten¢ao sao a administragao da vacina, a necessidade de cadeia de frio e o

nimero de doses para a imunizagio. **
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I 1. Consideracoes Finais

Apesar de o virus zika ja ter sido descoberto ha muitos anos, apenas recentemente se
comegou a compreender o seu efeito nos humanos. S6 apos a descoberta da associagao
com problemas congénitos ao nascimento e sindromes neurologicos debilitantes é que se
sentiu a necessidade de juntar esforgos para desenvolver vacinas e controlar a populagao de
vetores. Devido a livre circulagdo de pessoas e materiais, este virus pode-se espalhar para
locais nao endémicos, continuando a sua transmissao em locais onde se encontrem vetores

competentes.

Apesar de varios anos de estudos, ha ainda aspetos pouco claros, como certas
carateristicas dos vetores, da biologia do virus, epidemiologia e patogénese. Além disso, os
mecanismos das sequelas neurologicas nao sao ainda compreendidos na sua totalidade. O
diagnostico continua ainda longe do padrao de qualidade desejado e, apesar de ja haver
testes disponiveis, estes sao em numero limitado e de baixa disponibilidade em locais
endémicos, onde é mais dificil obter as infraestruturas e capacidade. Ha uma necessidade
continua de avaliagao destes métodos moleculares e seroldgicos até que novos métodos

sejam desenvolvidos.

As terapias usando anticorpos bem como varias moléculas antivirais, jd demostraram
eficacia mas ainda nenhuma entrou em desenvolvimento clinico. Isto deve-se a impedimentos
relacionados com a seguranga e custos associados. Relativamente as vacinas, muitas ja se
encontram em fases pré-clinicas e em ensaios clinicos e é esperado que possam ser

comercializadas num curto espago de tempo, de forma a prevenir a infe¢ao por zika.

A medida que se vai compreendendo melhor a patogénese do virus e a sua genética, é
possivel identificar novos alvos para desenvolver compostos e firmacos eficazes além de
vacinas que previnam eficazmente a infecao por ZIKV. Estudos constantes, com a ajuda de
modelos animais, vao também oferecer uma melhor visao e um estimulo para novas
estratégias de prevencio. E essencial a colaboracio entre as varias partes envolvidas,
médicos, pessoal de laboratério e investigadores, de forma a otimizar a detecao e o
tratamento de doentes infetados. Mais importante ainda € a necessidade de vigilancia e

monitorizagao de forma a prevenir novas emergéncias devido a zika no futuro.
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