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Resumo

Resumo

A doenca por virus Ebola ¢ uma doenga infeciosa, na sua maioria fatal, e que ¢
provocada por quase todas as estirpes do virus Ebola. Os primatas ndo humanos e o
Homem sdo os alvos que mais tém sido afetados por este virus, sendo que a transmissao

pode ser realizada através de varias vias, nomeadamente de pessoa para pessoa.

Ao longo da histéria do virus, que remonta de ha cerca de 40 anos, foram varios

os surtos ocorridos, tendo sido mais prevalentes no continente africano.

Apesar de ter surgido em 1976, foi no ano de 2014 que este virus passou a
constituir uma preocupa¢ao a nivel mundial, pela sua disseminagao mais abrangente e

consequente subida drastica nos nimeros de mortalidade até entdo registados.

Os nuimeros de casos e mortes reportados sdo ja os maiores da familia deste
virus, infelizmente muito devido a falta de informag¢do acerca do mesmo,

nomeadamente a sua forma de contéagio.

Desde 2014, os investigadores ndo tém poupado esforgos para descobrir todos os
aspetos relacionados com o virus mas, apesar disso, ndo existe at¢ ao momento

nenhuma vacina nem tratamento aprovado para combater a doenga.

O objetivo desta monografia foi realizar uma revisdao bibliografica acerca do
virus Ebola e da doenca que ele provoca, bem como dos métodos de diagnostico,

tratamento e vacinas.

Para a realizagdo desta pesquisa bibliografica recorreu-se as bases de dados
online PubMed Medline, Up To Date ¢ B-on, bem como aos sites da World Health
Organization e do Centers for Disease Control and Prevention, sendo que se restringiu a
pesquisa entre 2011 e 2016. As palavras-chave utilizadas foram “ebola virus”, “ebola
virus disease”, “ebola vaccine”, “ebola outbreak”, “ebola treatment”, “ebola

transmission”, “ebola pathogenesis”, entre outras.

Palavras-chave: virus Ebola; epidemiologia; patogénese; tratamento e prevencao
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Abstract

Abstract

The Ebola virus disease is an infectious disease, mostly fatal, and which is
caused by nearly all strains of the Ebola virus. Non-human primates and humans are the
targets that have been more affected by this virus, and the transmission can be

performed by various routes, namely from person to person.

Throughout the history of the virus, which dates back some 40 years, occurred

several outbreaks, which were more prevalent in Africa.

Although it originated in 1976, it was in the year 2014 that this virus became a
worldwide concern for its wider dissemination and consequent drastic rise in mortality

figures so far recorded.

The numbers of cases and deaths reported are already the largest of this virus
family, unfortunately much due to lack of information about the same, including its

form of contagion.

Since 2014, researchers have spared no effort to discover all the aspects
related to the virus but, nevertheless, there is so far no vaccine or treatment approved to

fight the disease.

The objective of this monograph was to realize a bibliographical review about
the Ebola virus and the disease it causes, as well as the diagnosis methods, treatment

and vaccines.

In order to carry out this bibliographical research I resorted to PubMed
Medline, Up To Date and B-on online databases, as well as to the websites of the World
Health Organization and of the Centers for Disease Control and Prevention sites, being
that the research was restricted between 2011 and 2016. The keywords used were
“ebola virus”, “ebola virus disease”, “ebola vaccine”, “ebola outbreak™, “ebola

99 ¢

treatment”,

29 <¢

ebola transmission”, “ebola pathogenesis”, among others.

Key-words: Ebola virus; epidemiology; pathogenesis; treatment and prevention
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ChAd3- Chimp Adenovirus type 3
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Glossario

Glossario
Virido- Particula infecciosa de um virus

Diatese hemorragica: Hemorragias devido a defeitos da coagulacdo, das plaquetas e

vasos sanguineos

Prostragao: Abatimento quer a nivel fisico, quer a nivel psicologico, acompanhado por

um estado de total apatia e auséncia de acao
Necropsia: Procedimentos a efetuar a um cadéaver para conhecer a causa da morte
Virémia: Quantidade de virus presente no sangue

TAM- Familia de receptores de multiplos ligandos (ex. hormonas e factores de

crescimento) com actividade de cinase da tirosina
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1. Introducdo

1. Introduciao

Nos finais do século XX foi descoberto um novo virus, o virus Ebola (EBOV) no
continente africano, mais precisamente no Suddo e Republica Democratica do Congo.
(Ohimain, 2015) O virus Ebola (figura 1) representa um dos virus mais perigosos e
mortais que existe a nivel mundial, podendo afetar humanos e determinados animais,

como por exemplo os primatas. (Miao, Li, Zheng, Cohen & Liu, 2015)

Figura 1- Fotografia de um virus Ebola visualizado por microscopia electrénica de transmissdo. Esta
imagem foi conseguida em 1976 pelo Doutor Frederic Murphy através da observagdo da amostra de um

paciente. (Retirado de (Centers for Disease Control and Prevention, 2014a))

Este virus é o responsavel pela doenga por virus Ebola (EVD), que se caracteriza
principalmente por febre hemorragica, com possiveis coagulopatias e choque séptico e
cuja taxa de mortalidade varia entre os 25% e os 90%, dependendo da espécie em causa.

(Meyers, Frawley, Goss & Kang, 2015)

Desde a altura em que o virus foi encontrado, foram registados varios surtos da
doenca, sendo estes na sua grande maioria restritos a regioes rurais no centro e oriente
de Africa. (Ohimain, 2015) Contudo, sem que nada o fizesse prever, ocorreu em 2013
um novo caso na Guiné (Onwuakor, 2014), e a partir do surto ai gerado, o virus
comegou a espalhar-se numa escala sem precedentes, abrangendo populagdes fora do

local de origem do surto, como aconteceu por exemplo na Libéria e Serra Leoa,
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constituindo deste modo uma preocupagdo crescente € um problema a nivel global
(Centers for Disease Control and Prevention, 2016a), uma vez que comecaram a surgir

casos importados na Europa, Estados Unidos e Reino Unido. (CDC, 2016b)

O EBOV e o virus Marburg, sio membros da ordem Mononegavirales e da familia
Filoviridae (Berrueta, 2015), e causam febres hemorragicas. (Weyer, Grobbelaar &
Blumberg, 2015) Ainda pertencente a esta familia € o género Cuevavirus (Internacional
Committee on Taxonomy of Viruses, 2016), que foi descoberto recentemente em 2002;

as informagoes acerca deste virus ainda sdo escassas. (Maruyama et al., 2013)

O género Ebolavirus tem cinco espécies, cujos nomes foram atribuidos de
acordo com o local onde foram originalmente encontrados: o Ebolavirus Zaire
(ZEBOV), atualmente designado virus Ebola, o Ebolavirus Suddo, o Ebolavirus Tai
Forest (antes denominado Costa do Marfim), o Ebolavirus Reston e, por fim, o
Ebolavirus Bundibugyo. (ICTV, 2016; Hill-Batorski, Halfmann, Neumann & Kawaoka,
2013)

A sua capacidade de produzir doenca e desta ser ou ndo fatal varia ndo s6 em
func¢do da espécie mas também em funcao do hospedeiro afetado (humanos ou animais).

(Weyer et al., 2015)

Os virus mais patogénicos em humanos sio o Ebola Zaire, com taxas de
mortalidade que podem chegar aos 90%, ¢ o Ebola Suddo, com taxas de mortalidade a
rondar os 50%. (Martines, Ng, Greer, Rollin & Zaki, 2015; Hill-Batorski et al., 2013) Ja
o Ebola Bundibugyo apresenta uma taxa de mortalidade de 25% a 30%. (Weyer et al.,
2015) As infegdes provocadas pelo virus Reston parecem ser assintomaticas em
humanos, ao contrario do que ocorre nos primatas nao humanos e porcos. (Martines et
al., 2015) No caso do virus Tai Forest, pensa-se que tenha infetado apenas uma pessoa,
mas apesar de parecer nao ser mortal em humanos revelou ser mortifero em

chimpanzés. (Weyer et al., 2015)

A elevada prevaléncia da doenca por virus Ebola nos tultimos anos e a sua
elevada taxa de mortalidade fez com que se tornasse um importante problema de saude

publica a nivel global.
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1. Introducdo

O objetivo desta dissertagdo foi rever e atualizar todas as informacdes relativas
ao virus bem como a sua transmissdo, epidemiologia, manifestagdes clinicas, métodos
de diagndsticos, tratamentos e medidas de prevengao. Para este efeito foram consultadas
as bases de dados online PubMed Medline, Up To Date ¢ B-on, sendo que restringi essa
pesquisa entre 2011 e 2016. Foram também consultados os sites da Organizagao
Mundial de Saude (OMS), do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos
Estados Unidos, do National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID) e da
Diregao-Geral de Saude (DGS), Portugal. As palavras-chave utilizadas foram “ebola
virus”, “ebola virus disease”, “ebola vaccine”, “ebola outbreak”, “ebola treatment”,

29 <¢ 29 <¢

“ebola transmission”, “ebola pathogenesis”, “ebola review”, entre outras.
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2. Estrutura do virus Ebola

Os filovirus sdo particulas virais pleiomorficas, ou seja, podem apresentar-se em
diferentes formas, desde uma estrutura fina e alongada, até filamentos ramificados, ou
filamentos mais curtos, podendo adotar formas em “U”, em “6” ou até mesmo em

circulo (Figura 1). (CDC, 2014b)

O virus Ebola possui um didmetro uniforme, de cerca de 80 nm aproximadamente, e
tem um comprimento maximo de 970 nm. (Galdn-Huerta, Soto, Estilla, Cruz &
Jiménez, 2014) Este virus caracteriza-se por ter envelope lipidico (Adu-Gyamfi et al.,
2014), e por ter um genoma com cerca de 19 000 pares de bases, que é composto por
acido ribonucleico (RNA) de cadeia simples, ndo segmentado e de polaridade negativa

(ssRNA(-)). (Martines et al., 2015)

O genoma codifica para sete proteinas que sdo, da extremidade 3’ para a 5’ do
genoma, a nucleoproteina (NP), duas proteinas virais (VP) VP35 e VP40, a
glicoproteina de superficie do invélucro (GP), as VP30 e VP24, e a RNA polimerase
RNA dependente (L), sendo todas as VPs consideradas proteinas estruturais (Figura
2A). (Olival & Hayman, 2014; Menéndez, Simon & Barberan, 2014; Ohimain, 2015)
Apesar do invélucro do virus ser estrutural, sabe-se que o gene da GP codifica para duas
formas da glicoproteina viral que sdo soluveis e ndo sdo estruturais (Hunt, Lennemann
& Maury, 2012), e sdo elas a glicoproteina secretéria (SGP), que é expressa através da
edi¢do do RNA, e uma glicoproteina secretada soluvel mais pequena (ssGP), produto
também resultante da edigdo transcripcional do gene da GP. (Mehedi et al., 2011; Choi

& Croyle, 2013; Olival & Hayman, 2014) (Figura 2A)

/ Clivagem pela enzima furina

Genoma ssRNA(-) GP1 GP2
3-0H—] NP Hvp35{ vp40 HsGP q—{vp3ova24H L —5'
GP

ssGP&
Edicdo do mRNA
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VP24

pe

Nucleoprotein

Nucleocapsid Proteins

Polymerase (L) Protein

Nucleogroteina (N)

Polimerase (L)

Figura 2- A. Representagio simplificada da estrutura do genoma do virus Ebola. Sdo indicadas as
posi¢des relativas das 7 proteinas expressas pelo genoma, da extremidade 3° para 5°. E também possivel a
visualizagdo das duas subunidades da GP, que s@o originadas através da clivagem da glicoproteina do

virus pela enzima furina. Nesta figura estdo ainda presentes o sGP, que ¢ um produto resultante da
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transcri¢do do gene da GP, bem como o ssGP, que é também produto do gene da GP. A pré-sGP, que é
uma proteina percursora, ao sofrer o processo de protedlise (provocado por uma furina), vai produzir a
sGP. (Adaptado de (ExPASy, 2015)) B. Representagdo da estrutura interna do virus Ebola. Nesta figura ¢
possivel ver com mais pormenor a disposi¢cdo ¢ morfologia dos componentes do virido. (Adaptado de
(Goodsell D., 2014)) C. Ilustragio da estrutura da particula do virus Ebola e respetivos constituintes
principais. Esta imagem descreve visualmente, de uma forma simplificada, os componentes essenciais

que existem na particula viral do Ebola. (Adaptado de (ExPASy, 2014a))

Em termos estruturais, o virus € composto por 3 proteinas: o invélucro viral, a

matriz e a nucleocapside. (Passi, Sharma, Dutta, Dudeja & Sharma, 2015)

O involucro € proveniente da membrana citoplasmatica das células infetadas dos
seus hospedeiros, aquando da saida do virus por gemulagdo. (Passi et al., 2015) Este
involucro ¢ a membrana externa lipidica que envolve a particula viral, mais
precisamente a sua nucleocapside (Figura 2B). (Dziubanska, Derewenda, Ellena, Engel
& Derewenda, 2014) A nucleocépside helicoidal esta localizada no centro do virido e
para além de ser constituida pela nucleoproteina NP que envolve o genoma ssRNA(-),
tem também na sua composicao a RNA polimerase e as proteinais virais VP35 e VP30.
(Passi et al., 2015) Este complexo composto pela enzima RNA polimerase e pelas
proteinas VP30 e VP35 ¢ o designado complexo ribonucleoproteico (RNP) (Figura 2B).
(Ohimain, 2015)

A NP ¢ a proteina mais abundante da nucleocépside e das células infetadas por este
virus. (Dziubanska et al., 2014) A regido C-terminal da NP ¢ diferente das restantes
proteinas que se conhecem, entre os residuos 641 e 739. (Dziubanska et al., 2014) Esta
regido podera ser relevante no que toca as interacdes proteina-proteina ao nivel da
nucleocapside e poderd ser um determinante antigénico importante, podendo
eventualmente ser usado para detetar e diagnosticar o virus Ebola com eficacia.

(Dziubanska et al., 2014)

A matriz ¢ uma estrutura que da estabilidade a particula viral e encontra-se
posicionada entre o involucro e a nucleocapside. (Passi et al., 2015) A matriz ¢
constituida pela proteina VP40, que apresenta dois dominios diferentes, o N-terminal
(NTD) e o C-terminal (CTD) (Figura 2B e 2C). (Adu-Gyamfi et al., 2014) Para além da

sua proteina principal VP40, a matriz ¢ ainda constituida pela VP24, sendo esta proteina
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2. Estrutura do virus Ebola

da matriz considerada uma proteina secundaria, uma vez que se encontra presente em

pequenas quantidades no virus. (Ohimain, 2015; Srivastava, Jain, Dubey, Bhatnagar &

Ahmad, 2015)

O invdlucro viral é constituido pelas glicoproteinas GP1 e GP2 (ligadas de modo
covalente por pontes dissulfito), que resultam da clivagem de uma poliproteina GP que
ocorre no aparelho de Golgi através da enzima furina. (Hunt et al., 2012) O invélucro
nas particulas virais maduras tem uma estrutura trimérica (Figura 2B e 2C). A GPI ¢
uma proteina extracelular, ao passo que a GP2 ¢ uma proteina transmembranar que se
encontra ancorada @ membrana. (Ohimain, 2015) A GP1 na sua conformagdo trimérica
esta envolvida na ligag¢do ao receptor celular, enquanto a GP2 € responsavel pela fusdo
virus-célula indispensavel a entrada do virus na célula alvo. (Miao et al., 2015;

Ohimain, 2015)

A GP1 ¢ constituida pelo péptido sinal (SP), pelo dominio de ligacdo ao recetor
(RBD), e por mais 2 dominios que sdo bastante glicosilados, a glycan cap [com
oligossacaridos ligados nas asparaginas (N) nos motivos NXT/S], (Hofmann-Winkler,
Kaup & P6hlmann, 2012) que na estrutura nativa protege o RBD, ¢ o dominio tipo
mucina (mucin-like domain, MLD) (com oligossacaridos ligados em asparaginas e em
O, ou seja, em moléculas de oxigénio existentes nos aminoacidos) (Figura 3).
(Lennemann et al., 2014) Todos este dominios, com exce¢do do MLD, sdo importantes
na expressdo e fungdo da GP antes do processo de fusdo e na estrutura nativa trimérica
da proteina encontram-se localizados no centro. (Lennemann et al., 2014) Por sua vez, a
GP2, possui um loop de fusdo (IFL) na sua extremidade amina a que se seguem as
regides heptad repeat (HR) 1 e HR 2 (que sdo glicosilados em N), bem como um
dominio transmembranar (TM). (Lennemann, Walkner, Berkebile, Patel & Maury,

2015) (Figura 3)

GP1 GP2
S S
1 lsa 201 309 501 HR1 | ™™ g6
SP RBD Glycan MLD T IFL HR2
Cap

Clivagem pela furina

Nicleo da GP1

Figura 3- Representagdo das 2 subunidades da GP do virus, com as respetivas regides. Na GP1 encontra-
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se 0 RBD, bem como o dominio glycan cap ¢ mucin-like. Na GP2 encontra-se o fusion loop, HR 1 e2 ¢ o
dominio TM. Nesta figura encontra-se ainda representado o local de clivagem da GP utilizado pela
enzima furina, bem como podem ser observados os locais de glicosilagio em N (Y). (Adaptado de

(Lennemann et al., 2014))

2.1. Ciclo replicativo do virus

O ciclo de vida do virus Ebola comega com a sua ligagdo & membrana das célula
alvo através da GP1, com a ajuda de diversos fatores celulares que sdo expressos na
superficie das células hospedeiras. (Passi et al., 2015) Entre estes fatores celulares
encontram-se o dominio imunoglobulina e mucina das células T, que € o recetor celular
viral (TIM-1), e proteinas como as lectinas (DC-SIGN, DC-SIGNR, LSECtin, ASPGR-
1 e h(MGL), que séo fatores de fixagdo e que contribuem para a entrada do virus Ebola.
(Dahlmann et al., 2015; Hoffmann, Herndndez, Berger, Marzi & P6hlmann, 2016) Para
além disso, existem ainda outras proteinas de superficie, como a integrina a5p1 e a
familia de recetores tirosina cinases (TAM), que sdo fatores de sinalizagdao, bem como
existem ainda fatores presentes nos endossomas e lisossomas das células hospedeiras,
que sdo as catepsinas B e L, que sdo proteases de cisteina, e a proteina transportadora de
colesterol Niemann-Pick C1 (NPC1), que ¢ considerado um recetor de fusdo.

(Hofmann-Winkler et al., 2012; Kuroda et al., 2015; Hoffmann et al., 2016)

A GPI1 ¢ a estrutura fulcral do virido para que possa ocorrer a ligacao do virus a
membrana das células hospedeiras, como por exemplo, nos macrofagos, monocitos,
células dendriticas, células epiteliais e endoteliais, onde sdo expressos os fatores e
recetores celulares apropriados. (Passi et al., 2015; Galan-Huerta et al., 2014) A GP1,
que se encontra na superficie do involucro liga-se inicialmente aos fatores de fixagdo
das células hospedeiras que facilitam a sua entrada, como as lectinas e a TIM-1 (Figura
4). (Kuroda et al., 2015) Os fatores de fixagdo existem na membrana citoplasmatica das
células alvo do virus e, como o proprio nome indica, possibilitam a ligacao do virus a
superficie das células, através de interagdes inespecificas estabelecidas com a GP1 do

virido. (Hofmann-Winkler et al., 2012)

Sabe-se que a presenca de lectinas nas células, nomeadamente a L-SIGN, DC-

SIGN e hMGL promove um aumento da entrada do virus (Hunt et al., 2012), uma vez
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que a elas se ligam os agucares que se encontram nas subunidade 1 da glicoproteina.
(Dahlmann et al., 2015) E ainda de salientar que a expressdo das lectinas hMGL e DC-
SIGN foi detetada nos macrdéfagos e células dendriticas, bem como a ASGPR-1 nas
células hepaticas e as LSECtin e DC-SIGNR foram encontradas nas células endoteliais
do figado e nddulos linfaticos, sendo que todas estas células sdo alvo do virus Ebola.

(Hofmann-Winkler et al., 2012)

A entrada do virus nas células parece também depender do recetor TIM-1
(Figura 4). (Dahlmann et al., 2015; Hoffmann et al., 2016) Este recetor esta presente nas
células epiteliais mucosas da conjuntiva, que constituiu uma porta de entrada do virus
Ebola, bem como noutras células epiteliais. (Hofmann-Winkler et al., 2012)
Geralmente, a TIM-1 ¢ também encontrada expressa em células nomeadamente do
figado, rim e linfocitos T ativados, que sdo alvos do virus Ebola. (Hofmann-Winkler et

al., 2012)

Apesar de ter sido ja demonstrado que este recetor estabelece ligagdes com a
GP1, pensa-se que sdo as interagdes diretas estabelecidas entre o TIM-1 e a
fosfatidilserina (PtdSer) que constituem uma ajuda importante na entrada do virus no
hospedeiro. (Dahlmann et al., 2015; Kuroda et al., 2015) Estas interagdes ocorrem na
superficie do involucro do virido, uma vez que a fosfatidilserina se encontra presente na
sua membrana e fica exposta na superficie quando as células sofrem apoptose, sendo
que a TIM-1 participa na clearance destas células. (Hofmann-Winkler et al., 2012;
Dahlmann et al., 2015) E gracas a estas intera¢des que ¢ desencadeada a transdugio de
um sinal nas células, que vai posteriormente induzir o processo de macropinocitose.

(Hofmann-Winkler et al., 2012; Lennemann et al., 2014)

Enquanto a subunidade GP1 esta encarregue da interagdo com os recetores e
fatores celulares (Lennemann et al., 2014), através do dominio RBD (Hofmann-Winkler
et al., 2012), a subunidade GP2 participa no processo de fusdo do invélucro do virus
com a membrana da célula hospedeira (Miao et al., 2015), sendo este processo mediado
através da producdo de uma estrutura constituida por 6 hélices alfa, que resulta da
juncao das regides HR1 e HR2. (Lennemann et al., 2015) Esta estrutura termoestavel
aproxima a membrana do virus e das células alvo, favorecendo deste modo o processo
de fusdo entre o virus e a membrana do endossoma tardio, o que permite a

descapsidacdo, ou seja, a libertacdo da capside no citoplasma (Figura 4). (Hofmann-
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Winkler et al., 2012)
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Figura 4- Entrada do virus Ebola na célula hospedeira. Esta figura mostra a ligagéo e entrada do virus

Ebola na membrana hospedeira, com a contribui¢iio dos fatores ai presentes. A particula viral é captada
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para dentro dos endossomas precoces através do mecanismo de macropinocitose, sendo que
posteriormente a GP sofre o processo de clivagem nos endossomas tardios. De seguida é realizado o
processo de fusdo da membrana do virus e da célula hospedeira, o qual tem a ajuda da NPC1. (Adaptado

de (Hunt et al., 2012))

Em relagdo aos fatores de sinalizacdo das células hospedeiras, estes servem
essencialmente para ativar as cascatas de sinalizagcdo celular, levando deste modo a
internalizacdo do virus no hospedeiro através do processo de macropinocitose.

(Hofmann-Winkler et al., 2012)

Através do processo de macropinocitose, na qual a familia TIM-1 e TAM
participam, as particulas virais entram nas células, para endossomas precoces, onde sao
depois transportadas para o interior dos endossomas tardios (Figura 4). (Hunt et al.,

2012; Dahlmann et al., 2015; Bornholdt et al., 2016)

Com respeito as proteinas da familia TAM, particularmente Tyro 3, Axl e Mer,
estdo envolvidas na libertacao de citocinas, adesdo, sobrevivéncia e proliferagao celular.
(Hofmann-Winkler et al., 2012) A macropinocitose ¢ 0 mecanismo maioritariamente
utilizado pelos filovirus no processo de entrada nas células e depende de sinais celulares
emitidos por elementos da familia de recetores de tirosina cinase da familia TAM.
(Hofmann-Winkler et al., 2012; Dahlmann et al., 2015) Pensa-se que ndo sejam
estabelecidas ligacdes entre a GP1 e qualquer outro recetor desta familia, cingindo-se

apenas a emissao de sinais. (Dahlmann et al., 2015)

ApOs a captacao das particulas do virus, e ja dentro dos endossomas tardios, €
entdo necessario que as proteases de cisteina procedam a clivagem da GP1, para que o
processo de fusdo possa ocorrer. (Miao et al., 2015) E nesta etapa que envolve as
proteases, que participam as integrinas, consideradas fatores de sinalizagdo. (Hofmann-
Winkler et al., 2012) As integrinas sao proteinas de adesdo que promovem a entrada do
virus mas de uma forma mais indireta, isto porque, a integrina o531 regula a expressao
das formas de cadeia dupla das catepsinas B e L, sem as quais ndo seria possivel
exercerem a sua atividade no processo de clivagem da glicoproteina do involucro viral,
o qual € necessario para a posterior fusdo da membrana viral e da célula hospedeira.

(Hofmann-Winkler et al., 2012)
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No entanto, esta fusdo s6 € possivel se se verificar um pH 4cido dentro dos
endossomas (Markosyan et al., 2016), pois € gragas a acidificacdo endossomal que as

catepsinas vao ficar ativadas (Figura 4). (Marzi, Reinheckel & Feldmann, 2012)

A glicoproteina do virus necessita entdo de um processamento proteolitico para
ficar apta ao processo de fusdo da membrana, pelo que a clivagem ¢ realizada por parte
das catepsinas lisossomais B e L, sendo que durante este processo de clivagem foi
demonstrado que o local de ligagao ao receptor da GP1 fica exposto. (Hofmann-Winkler

et al., 2012)

As catepsinas L e B removem a glycan cap e o dominio mucin-like da
subunidade GP1 (Herbert et al., 2015), que sdo regides muito glicosiladas, sendo assim
capazes de dar a NPC1 acesso ao local de ligacao ao recetor. (Linden et al., 2016)
Enquanto a GP1 sofre o processo de clivagem, esta permanece ligada a subunidade GP2
e so depois de acabado esse processo, € que se liga entdo a proteina NPC1. (Markosyan
et al., 2016) Gracgas a esta exposi¢ao da RBD, a NPC1 consegue ligar-se a GP1, sendo
estas interagdes necessarias para ativar o processo de fusdo do virus nas células
hospedeiras, o qual ¢ mediado pela GP2. (Adu-Gyamfi et al., 2014; Dahlmann et al.,
2015; Linden et al., 2016)

Relativamente a esta proteina transmembranar NPC1, sabe-se que se encontra
situada nas membranas dos lisossomas e endossomas e que estd presente em todos os
tecidos do Homem, mas principalmente no figado, onde atinge a sua maior expressao.
(Hofmann-Winkler et al., 2012; Herbert et al., 2015) A expressdo desta proteina auxilia
bastante na entrada do virus em células alvo como os macrofagos e na sua posterior
infecdo, que sdo um dos principais alvos do virus Ebola, bem como contribui de uma
forma extremamente importante no processo de fusdo da membrana do virido, através
das ligagOes estabelecidas com a GP1, sendo esta proteina considerada um receptor
essencial na entrada no virus Ebola. (Hofmann-Winkler et al., 2012; Dahlmann et al.,

2015)

A NPCI1 ¢ de tal modo importante que foi verificada resisténcia a infegdo
provocada pelo virus nos casos em que esta ndo estava presente nas células ou nos casos
em que ndo lhe foi permitida exercer a sua funcdo devidamente. (Lai, Ng & Cheng,

2014)
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Nio obstante, pensa-se que também a TIM-1 seja necessaria a fusdo da
membrana viral com a membrana endossomal da célula hospedeira, uma vez que foi
detetada a sua presenga nos endossomas, onde ocorrem interagdes entre a TIM-1 e a
proteina NPC1, depois da entrada das particulas virais nas células (Figura 4 e 5).

(Kuroda et al., 2015)

A figura 5 ilustra de uma maneira mais elucidativa de que forma a NPCI,

juntamente com a TIM-1 participam neste processo de entrada do virus Ebola nas

células.
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Figura 5- Papel da NPC1 e da TIM-1 na entrada do virido. No passo 1, a Tim-1 liga-se a fosfatidilserina
no invoélucro viral; no passo 2, ocorre a clivagem da GP, e no passo 3, ocorrem interagdes entre a NPC1 e

a TIM-1 e da-se a fusdo da membrana. (Adaptado de (Kuroda et al., 2015))

Em suma, a entrada do virus Ebola nas céulas alvo é extremamente complexa e
exige a ligagdo das glicoproteinas do invélucro a multiplos receptores e co-receptores
celulares num processo que envolve, primeiro, macropinocitose, depois endocitose e,
finalmente, fusdo do invélucro com a membrana do endossoma, com a consequente

libertagdo da nucleocapside para o citoplasma celular.

Também os canais de célcio endossomais das células do hospedeiro parecem ser
bastante importantes pois pensa-se estarem envolvidos do transporte endossomal das
particulas virais desde a sua entrada até o sitio onde ocorre a fusdo. (Messaoudi,

Amarasinghe & Basler, 2015)
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No citosol, local onde as proteinas virais e 4cido ribonucleico que compdem a
nucleocapside foram libertados apds a ligagdo e fusdo do virus com a membrana das
células do hospedeiro, ocorre entdo a replicacdo e transcrigdo do virus e também a
inibicao pelas VP35 e VP24 da resposta desencadeada pelo sistema imunitario (Figura

6). (Laietal., 2014)

No citoplasma, o genoma viral ¢ utilizado como molde para replicagdo e
transcricdo, sendo produzidas copias dos antigenomas de cadeia de RNA positiva
(Figura 6). (Passi et al., 2015) Estes antigenomas sdo depois utilizados como moldes
para gerar novos genomas virais (RNA de polaridade negativa). (Passi et al., 2015) No
processo de transcri¢ao participa a RNA polimerase, a VP30, que ¢ absolutamente
essencial para dar inicio a transcri¢cdo, e a VP35, todos elas contidas no complexo
ribonucleoproteico RNP, que se encontra na nucleocapside, bem como a NP ¢ a VP24,

(Biedenkopf, Lier & Becker, 2016)

Segundo alguns estudos, para a VP30 ser capaz de acionar a transcrigdo, ela
precisa de ser desfosforilada, mas parece que a fosforilagdo transitéria desta proteina
também ¢ necessaria ao virus. (Biedenkopf et al., 2016) A VP30 ¢ fosforilada em seis
residuos de serina N-proximais e na treonina 143 e 146, sendo que para despoletar a
transcricdo do virus, apenas € necessario que a serina que se encontra na posicao 29

sofra fosforilagdo. (Biedenkopf et al., 2016)

Para que a replicacio do genoma viral ocorra, sdo igualmente necessarias as
proteinas requeridas para a transcrigdo, a exce¢ao da VP30. (Messaoudi et al., 2015)
Além disso, a replicagdo do genoma e a transcri¢cdo parecem ser ainda mediados pela

proteina de matriz VP40, embora o mecanismo ndo seja claro. (Lai et al., 2014)

A traducdo do mRNA viral leva a sintese das proteinas virais. (Mihlberger,
2007) Depois da tradugdo e replicacdo terem acontecido, ocorre a formacao da
nucleocapside, da matriz e do involucro na face interna da membrana citoplasmatica
para formar particulas virais maduras e depois, a saida da superficie da membrana,
ocorre a montagem das particulas virais por gemulagdo do involucro viral, sendo estas

particulas libertadas (Figura 6). (Passi et al., 2015)

A proteina da matriz VP40 desempenha véarias fungdes, entre elas conferir

estabilidade ao virus. (Adu-Gyamfi et al., 2014) Para além disso, esta proteina participa
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no processo de gemulagdo do virus, bem como estad encarregue pela montagem e
libertagdo das particulas virais, tal como a outra proteina da matriz, a VP24. (Ohimain,
2015) A VP40 ¢ de tal forma importante que se ndo estiver presente, a formagdo das
particulas do virus ndo consegue ser realizada, uma vez que o transporte da
nucleoproteina para a membrana plasmatica ndo é efetuado de uma forma eficaz. (Adu-
Gyamfi et al., 2014) Sabe-se também que esta proteina é capaz de produzir particulas
bastante parecidas com as do virus (VLPs), em células humanas, mesmo que todas as

restantes proteinas ndo se encontrem presentes. (Adu-Gyamfi et al., 2014)
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Figura 6- Ciclo de replicagio do virus Ebola. Esta figura ilustra de forma completa todos os processos
sofridos pelo virus. Depois da fixa¢do, entrada ¢ fusdo do virus na célula hospedeira, ocorre entdo a
transcrigdo, tradugdo ¢ replicagdo do virus, seguida de gemulagdo, sendo que uma vez libertado o virido,
inicia-se todo o processo novamente. Nesta figura observa-se a presen¢a do recetor TIM-1 na membrana
celular do hospedeiro, ligando-se & GP1 do virus, facilitando deste modo a sua entrada. Além disso,
através da emissdo de sinais do recetor TIM-1, bem como da familia TAM, como ja foi referido, é

induzido o processo de macropinocitose, levando a entrada do virido para as vesiculas endossomais.
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Nestas vesiculas, ¢ observada uma interagdo entre a TIM-1 e a NPCI1, que depois do processamento
proteolitico efetuado pelas catepsinas B e L, permite a fusdo da membrana viral com a membrana do
hospedeiro, havendo a libertagdo da capside no citoplasma. Para a transcrigdo do genoma viral sdo
requeridas a RNA polimerase, a NP, a VP30, VP35, VP24 e a VP40, sendo necessarias as mesmas
proteinas para a replicacdo, a excecdo da VP30. No fim de todas as proteinas do virus estarem formadas e
presentes na face interna da membrana, ocorre a montagem das particulas virais por gemulacdo do
involucro viral, sendo libertadas. Este processo de gemulacdo realizado através do complexo de triagem
endossomal requerido para o transporte (ESCRT). Relativamente ao sistema imunitario, ¢ ainda possivel
visualizar a inibi¢do por parte das VP35 e VP24 da resposta desencadeada pelo sistema imunitario, bem
como a secre¢do da sGP a partir das células infetadas, que serve de decoy, diminuindo a resposta

imunitaria adquirida. (Adaptado de (ExPASy, 2014b))
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A distribui¢do da doenca por virus Ebola nio foi sempre constante ao longo dos

anos, tendo ocorrido através de surtos esporadicos, sobretudo em Africa. (CDC, 2016¢)

Foi junto ao rio Ebola, na aldeia de Yambuku, situada na Republica Democratica do
Congo (antigo Zaire) que, em 1976, se registou o primeiro surto da doenga por virus
Ebola (Ebola Zaire). (Meyers et al., 2015) Nesse ano foram registados no Zaire 318

casos, 280 dos quais resultaram em morte. (CDC, 2016a)

Este virus foi entdo identificado no Instituto de Medicina Tropical de Amberes,
situado na Bélgica (Menéndez et al., 2014), através da analise de uma amostra de

sangue recolhida de uma enfermeira atingida pelo surto no Zaire. (Passi et al., 2015)

Ao que parece, simultaneamente ao surto no Zaire, foi também registado um outro
surto, provocado pelo virus Ebola Sudao, em Nzara, uma cidade localizada no Sudao.

(CDC, 2016a)

O virus Suddao comegou por contagiar pessoas que se encontravam a trabalhar numa
fabrica de processamento de algoddo e assim que um dos trabalhadores foi
hospitalizado por apresentar manifestacdes clinicas, iniciou-se uma transmissao tal, que
em apenas um més, aproximadamente 73 trabalhadores hospitalares contrairam a
doenca, sendo que para 41 dessas pessoas, a doenca se revelou fatal. (Shears &

O’Dempsey, 2015)

Quando este surto foi dado como extinto, foram contabilizadas 284 infe¢des, das

quais 151 resultaram em morte. (Shears & O’Dempsey, 2015)

Apesar dos surtos no Sudao e no Zaire, em 1976, o virus ndo se propagou para fora
do centro de Africa. Ao longo do tempo, foram surgindo surtos esporadicos da doenca,
(Ohimain, 2015) apenas cerca de 20, mas a semelhanca do que aconteceu nos primeiros
surtos, o virus ficou maioritariamente contido em pequenas areas do continente
africano, mais precisamente, (Ohimain, 2015) em locais campestres do centro e oriente,
como ilustra a imagem que se segue, que permite ter uma ideia mais geografica da

ocorréncia dos surtos (Figura 7).
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Surtos do virus Ebola por espécies e tamanho , 1976 - 2014

Espécies Nimero de Casos
@ Zaire ebolavirus o 1-10 N
@ Sudan ebolavirus O 11-100 w%ﬂ .
. 2 0 245 490 980 Milhas
@ Tai Forest ebolavirus O 101-300 ! T T S N S |

@ Bundibugyo ebolavirus () Mais de 300 casos relatados

Figura 7- Representa¢io geografica do niimero de casos da EVD em Africa, de acordo com a espécie e

respetivo local de ocorréncia, até¢ 2014. (Adaptado de (CDC, 2014c))

Contudo, ainda em 1976, foi verificado em Inglaterra um caso devido a uma
contaminagdo acidental em laboratério (pelo virus Ebola Sudio) e, em 1989, ocorreu

uma morte na Russia, também devido a uma contamina¢do em laboratorio (pelo virus

Ebola Zaire). (CDC, 2016a)

Para além destes casos excecionais registados fora de Africa, em 1989, foi
encontrada uma outra espécie do virus Ebola, o virus Ebola Reston. (Passi et al., 2015)

Esta nova espécie foi encontrada em Reston, uma regido que pertence ao estado norte
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americano da Virginia, e na Pensilvania, em macacos contaminados com o virus que
tinham vindo das Filipinas. (Passi et al., 2015) Posteriormente, o virus Ebola Reston foi
ainda responsavel por varios outros surtos fora de Africa, nomeadamente na cidade de
Alice, no Texas e em Italia. (Passi et al., 2015) Mais tarde, em 2008, voltou a registar-se
um surto nas Filipinas, em que desta vez o virus foi encontrado em porcos. (Passi et al.,
2015) Em nenhum destes surtos ha registos de morte, como se pode observar na tabela

1.

Tabela 1- Surtos provocados pelo virus Ebola Reston (Adaptado de (Passi et al., 2015))

Ano Localizagdo N° de Casos Reportados Comprovados* ‘
1989 Virginia, Texas, Pensilvinia 0 ‘
1990 Virginia e Texas 4
1989-1990 Filipinas 3
1992 Italy ’ 0
1990 Alice, TX 0
1996 Filipinas 0
Nov 2008 Filipinas ’ 6
Total 13

*Humanos com evidéncia serolégica de infecgdo, mas sem doenga clinica

"Associado a criagdo de suinos

Em 1994, foi descoberta a estirpe Tai Forest do virus Ebola. (Weyer et al., 2015)
O surto tera tido inicio na selva, nesse mesmo ano, em chimpanzés africanos (Passi et
al., 2015), tendo posteriormente sido contraido por uma senhora suica no seu local de
trabalho, mais precisamente no parque nacional Tai, situado na Costa do Marfim.
(Weyer et al., 2015) Este contagio ocorreu enquanto a trabalhadora do parque realizava
uma necrépsia a um chimpanz¢é morto que tinha sido alvo de uma infe¢do por parte do

virus. (Passi et al., 2015)

A analise de alguns chimpanzés deveu-se ao fato de, nessa altura, estar a ocorrer
um numero bastante elevado de mortes entre os chimpanzés e ndo se saber ao certo qual

seria o motivo para tal acontecimento. (Weyer et al., 2015)
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Até ao momento, este foi o Gnico caso registado de uma pessoa infetada com o
virus Ebola Tai Forest e, portanto, pensa-se que esta estirpe ndo represente uma ameaca

a vida humana, uma vez que a pessoa recuperou da infecdo. (Weyer et al., 2015)

No ano de 2007, foi descoberta uma quinta estirpe do virus Ebola, o virus Ebola
Bundibugiyo, um virus menos mortal do que o Zaire e o Suddo. (Shears & O’Dempsey,
2015) Esta descoberta foi feita num surto ocorrido em Uganda, no qual foram

reportados 147 casos. (Shears & O’Dempsey, 2015)

Na tabela que se segue, encontra-se um resumo dos surtos ocorridos em Africa,
que mostra o nimero de casos reportados, taxa de mortalidade e também em que

circunstancias gerais se deram os referidos surtos. (Tabela 2)

Tabela 2- Registo pormenorizado dos surtos ocorridos em Africa entre 1976 e 2012/2013 (Adaptado de
(Shears & O’Dempsey, 2015))

Ano Pais Espécie Casos reportados ™ (%) Situagdo *
1976 Suddo Sudiao 284 53 2
1976 Zaire (DRC) Laire 318 88 2
1979 Sudido Sudio 34 65 3
1994 Gabdo Zaire 52 60 1
1994 Cote d'Ivoire Tai Forest 1 0 1
1995 DRC Zaire 315 81 2
1996 (1) Gabdo Zaire 37 57 1
1996 (if) Gabdo Zaire 60 74 1
20002001 Uganda Suddo 425 53 2
2001-2002 Gabdo Zaire 65 82 1
20012002 Republic of the Congo Zaire 57 75 1
20022003 Republic of the Congo Zaire 143 89 1
2003 Republic of the Congo Zaire 35 83 1
2004 Sudiao Sudido 17 41 3
2005 Republic of the Congo Zaire 12 80 1
2007 DRC Zaire 264 n 1,3
2007-2008 Uganda Bundibugyo 149 25 3
20082009 DRC Zaire 32 47 1
2012 Uganda Sudido 1" 36 3
2012 DRC Bundibugyo 36 36 1,3
2012-2013 Uganda Sudio 6 50 3

TM, taxa de mortalidade; DRC, Republica Democratica do Congo.
* Situagéio epidemiolégica: (1) floresta/drea remota; (2) Centro hospitalar, com disseminagio; (3) Comunidade e
hospital

Em 2013, a histéria do virus Ebola viria a levar uma tragica mudanga, assolando o

continente africano e ceifando milhares de vidas, um pouco por toda a parte.

O primeiro caso deste surto aconteceu numa aldeia da Guiné, em Dezembro de

2013, num menino de apenas 2 anos, sendo apenas o comeco de um cendrio mais grave.
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(Onwuakor, 2014) A partir dai a doenga espalhou-se paras os paises vizinhos,
nomeadamente para a Libéria e Serra Leoa, seguida da Nigéria, Senegal e
posteriormente, para o Mali. (Ohimain, 2015) E de salientar que este surto apenas foi

anunciado oficialmente em 2014. (Ohimain, 2015)

Em Setembro de 2014, um paciente vindo da Serra Leoa com a doenga por virus
Ebola foi enviado para Espanha, onde acabou por morrer e contaminar a enfermeira que
o tratava. (Parra, Salmerén & Velasco, 2014) Este foi o primeiro caso fora de portas
africanas mas ndo viria a ser o ultimo. Apesar de tudo, em Espanha nido foram
registados mais casos e nenhuma das pessoas que estabeleceu contacto com a

enfermeira foi infetado. (Parra et al., 2014)

No Reino Unido foi também observado um caso importado, bem como em Italia
mas, felizmente, ndo se verificou expansdo da doenca. (CDC, 2016b) Nos Estados
Unidos foram 4 os casos confirmados da doeng¢a (CDC, 2016b), sendo que a fonte
inicial de transmissdo foi um caso importado. (Dire¢cdo-Geral da Saude, 2014a) A tabela

3 reflete a realidade vivida no epicentro do surto.

Tabela 3- Registo do niimero de casos e mortes confirmadas nos principais locais afetados pelo surto do

virus Ebola de 2014 (Adaptado de (CDC, 2016b))

Total de Casos (suspeitos, Casos Confirmados Total de

Pais proviveis e confirmados) em Laboratério mortes
Guiné 3814 3358 2544
Serra 14124 8706 3956
Leoa

Libéria 10478 3163 4810
Total 28616 15227 11310

Nesse mesmo ano, ocorreu também um surto na Republica Democratica do Congo,

com um registo de 66 pessoas infetadas e 49 mortes. (CDC, 2016a)
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Em Agosto de 2014, a Organizagdo Mundial de Satde reconheceu oficialmente o
perigo e gravidade desta epidemia provocada pelo Ebola Zaire e considerou-a uma

emergéncia de saude publica a nivel global. (Ohimain, 2015)

Nao se sabe ao certo o numero de casos resultantes do surto do virus Ebola no oeste
de Africa (provocado pelo ebolavirus Zaire), mas pensa-se que sejam mais de vinte e

sete mil os casos reportados, dos quais pelo menos onze mil foram fatais (CDC, 2016a)

Felizmente, a situacdo mais recentemente acabou por estabilizar, tendo a
Organizacdo Mundial de Satde declarado oficialmente o fim da transmissdo do virus
Ebola em Junho deste ano, na Guiné e na Libéria. (World Health Organization, 2016a)
Esta declaracdao ja tinha sido feita em Dezembro de 2015 na Guiné, e em Maio e
Setembro de 2015 na Libéria, bem como em Janeiro deste ano mas acabaram sempre
por surgir novos casos posteriormente. (CDC, 2016b) Na Serra Leoa, a segunda
declaracao surgiu em Margo de 2016, sendo que a primeira tinha ocorrido em

Novembro de 2015. (CDC, 2016b)

Para a Guiné e Libéria seguiu-se um periodo de 90 dias pautado por uma forte
vigilancia, de forma a assegurar que o aparecimento de novos casos era detetado antes

do virus ser transmitido para outras pessoas. WHO (2016a)

Parece assim chegar ao fim esta “peste negra” do século XXI, dando inicio a uma
nova etapa com atencdo redobrada e precaucdes e medidas de segurangas mais

apertadas.
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4. Transmissio

Ao que tudo indica, o virus necessita dos hospedeiros para se poder replicar e

consequentemente sobreviver. (Passi et al., 2015)

O virus pode ser transmitido de pessoa para pessoa quando alguém sem a doenga
entra em contacto direto com os fluidos corporais de uma pessoa que esteja infetada e ja
com sintomas. (Centers for Disease Control and Prevention, 2015a) Esta transmissio
pode ocorrer mesmo que a pessoa que constitui o foco da infe¢do esteja ja morta, como
aconteceu em muitos surtos, durante os rituais funebres (Bray & Chertow, 2016),
porque o virus, ap6s a morte, pode permanecer ativo nos fluidos corporais ainda durante

algum tempo. (CDC, 2015b) (Figura 8)

wA
Ecologia e transmissio do virus Ebola \
A doenga do virus Ebola é uma doenga zoonética (envolve animais e seres humanos) ‘
Transmissio animal-animal Spillover Transmissio de humano para
Evidéncias sugerem que os O fenémeno “spillover” ocorre humano
morcegos sdo os reservatorios quando um animal (morcego, Uma vez infetado o primeiro
hospedeiros do virus Ebola. macaco, antilope) ou humano ¢ ~ humano, a transmissdo do virus
Os morcegos com o virus infectado com o virus Eboll de um humano para outro Wdc
. podem transmiti-lo a outros através do contato com o oeorrer a;“.’:’ do contato :om °
oo reservatorio de origem. Este sangue ¢ lluidos corporais de
anm!ms, €Omo macacos ¢ & contacto de OCOl'gl’el' através pessoas doentes ou que morreram
cabritos (antilopes), bem como | po . daEVD.
B a seres humanos. - dacagaoudapreparagioda |
< 3 s carne do animal para comer.
Profissional de saide
desprotegido ]
1L . .Co;mlo desprotegido
& _’ - com sangue ¢ fluidos |
{ corporais
MUNTE B

Figura 8- Ciclo transmissivo do virus Ebola. Nesta figura estdo representadas as vias de transmissio entre

animais, entre pessoas desprotegidas e entre pessoas e animais. (Adaptado de (CDC, 2016d))
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Por fluidos corporais entendem-se sangue, vomitos, saliva, fezes, suor, sémen e
urina, sendo que o virus ¢ capaz de entrar através de membranas mucosas que nao
estejam devidamente protegidas como o nariz, olhos e boca ou através de lesdes na pele,
tais como cortes, feridas abertas e escoriagcdes. (CDC, 2015b) Ao que parece, o virus
pode ainda existir nos fluidos vaginais, humor aquoso, leite materno e lagrimas, sendo
que o sangue, as fezes e os vomitos sdo considerados o maior foco de infecdo em
relacdo aos fluidos corporais. (Bray & Chertow, 2016) No entanto, ficou estabelecido
que ndo ¢ apenas um contacto casual com alguém doente que ¢ capaz de provocar

infecao noutra pessoa. (CDC, s.d.)

Felizmente, parece ndo existir transmissao da doenca pela dgua ou ar (CDC,
2015a), por tosse ou espirros. (CDC, 2015b) Contudo, apesar de ndo existirem casos
reportados de transmissdo aérea, tem de haver um cuidado redobrado de protegdo das
mucosas pois no caso de alguém estar proximo de uma pessoa doente, € essa pessoa
doente espirrar ou tossir, podem dai advir goticulas que poderdo conseguir entrar nas
mucosas da outra pessoa. (Passi et al., 2015) Até porque, num estudo realizado em
roedores e primatas ndo humanos, foi verificado que o virus torna-se bastante infecioso

para estes animais se for transmitido por aerossois. (Bray & Chertow, 2016)

Um outro dado bastante preocupante ¢ que o virus tem a capacidade de
conseguir manter-se em determinados fluidos corporais e ndo ser encontrada a sua
presenga no sangue. (Bray & Chertow, 2016) Por exemplo, existem véarios relatos,
nomeadamente de um caso de um senhor que ainda apresentava o virus no sémen cerca
de 199 dias depois de terem comegado a surgir os primeiros sintomas da doenca e,
mesmo depois dos seus testes sanguineos terem sido negativos em relacao a presenca do
virus, mais precisamente passados 5 meses, houve transmissao a uma parceira sexual.
(Bray & Chertow, 2016) Portanto, a transmissdo do virus Ebola através de relagdes

sexuais ou outro contacto com o sémen ¢ uma possibilidade. (CDC, 2015a)

Por este motivo, € muito importanto que em caso de haver relagcdes sexuais com
sobreviventes da doenga, estas devam ser protegidas (CDC, 2015b), uma vez que o
virus pode permanecer neste fluido por tempo desconhecido. (CDC, 2015a) Alias, o que
¢ recomendado ¢ que deve existir prote¢do durante um ano desde as primeiras
manifestagdes clinicas ou entdo até os testes de detecdo do virus no sémen apresentarem

resultados negativos duas vezes. (WHO, 2016b)
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Além das pessoas infetadas representarem um perigo de contaminagdo para as
outras, também os objetos constituem um perigo de contaminacao acidental se ndo
existirem as devidas protecdes. (Rewar & Mirdha, 2014) Isto porque o virus € capaz de
permanecer em objetos que contenham fluidos corporais infetados, seja em vestuario,
roupa de cama (DGS, 2014b), seja em material médico como seringas e agulhas, ou até
mesmo em superficies secas como macanetas ou bancadas, onde por exemplo, neste
caso ¢ capaz de permanecer algumas horas. (CDC, 2015b) Contudo, se o virus estiver a
temperatura ambiente, ele ¢ capaz de se manter nos fluidos corporais durante varios

dias. (CDC, 2015b)

Ao que parece, quando a transmissdo da doenca ¢ feita através das injecoes, a

probabilidade de morte ¢ maior. (Galan-Huerta et al., 2014)

Apesar disso, este modo de transmissao por objetos contaminados parece ocorrer
com pouca frequéncia (Passi et al., 2015), ao contrario da transmissdo de pessoa para

pessoa, que parece ser a principal via para adquirir a doenga. (Rewar & Mirdha, 2014)

Uma outra via de transmitir a doenga ¢ através do contacto direto com os fluidos
corporais de animais que tenham a doenca, estejam eles vivos ou mortos. (DGS, 2014b)
Apesar de ndo existir transmissao através dos alimentos em geral, o Homem pode ficar
infetado, principalmente em Africa, por exemplo através da caga e preparagio/contacto
com carne de animais doentes para comer. (Bray & Chertow, 2016) (Figura 8) Entre os
animais que podem ser infetados pelo virus estdo os macacos, gorilas, chimpanzés,

antilopes florestais e porcos-espinhos. (WHO, 2016b) (Figura 8)

Até agora ndo existem quaisquer provas de que a transmissao da doenga possa

ser realizada por insetos, nomeadamente pelos mosquitos. (Rewar & Mirdha, 2014)

4.1. Origem (Reservatorios naturais)

Até ao momento, pensa-se que o reservatorio natural do virus, onde este se aloja
sem causar sintomas, ¢ o morcego frugivoro da familia Pteropodidae. (WHO, 2016b)
(Figura 8) Entre as espécies da familia em que o virus ja foi identificado encontram-se a
Epomops franqueti, Hypsignathus monstrosus e Myonycteris torquata. (Passi et al.,

2015) Ao que parece, ¢ através do contacto com os morcegos € seus fluidos que os
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outros animais ficam infetados (CDC, 2016d), nomeadamente pela ingestdo de
alimentos contaminados com saliva dos morcegos, como por exemplo a fruta. (DGS,

2014a)

Além disso, pensa-se também que o primeiro contagio em humanos ocorra pelo
contacto com os animais doentes, sejam eles primatas ou morcegos, sendo este

fenomeno designado por spillover. (CDC, 2015a)

4.2. Fatores de risco

Segundo o estudo que foi realizado durante o ultimo grande surto, o qual teve a
participacao de pelo menos 4500 pessoas, ficou demonstrado que os fatores que levaram
a uma maior probabilidade de morte foram a idade, mais precisamente as pessoas que
apresentavam mais de 45 anos, o estado de coma ou inconsciéncia e também o

sangramento nasal. (Menéndez et al., 2014)

Para além disso, os grupos de risco, que como o proprio nome indica, estdo mais
suscetiveis ao virus, sdo as mulheres que se encontram gravidas, os idosos € também as
criangas, particularmente aquelas que t€ém uma idade ainda inferior a 5 anos. (Menéndez
et al., 2014) As gravidas sdo mais suscetiveis no sentido de terem uma maior
probabilidade de desenvolverem complicagdes graves e morrerem, mas o risco de

contrair a doenca € o mesmo que nas restantes pesssoas. (CDC, 2016e)

No entanto, uma mulher que contraia o virus e recupere, pode posteriormente
engravidar, sem que isso comprometa a saide do filho, uma vez que neste caso nao
existe qualquer transmissdo do virus e, portanto, ndo constitui um fator de risco para o
filho. (World Health Organization, 2015a) Os filhos destas mulheres s6 apresentam um
fator de risco caso as suas maes tenham estado em contacto com pessoas ou animais
com a doenga ou tenham contraido a doenca ja gravidas ou entdo caso tenham

sobrevivido a doenca ja em estado de gestacdo. (WHO, 2015a)

No geral, quem se encontre em locais considerados de risco de transmissdo da
doenca tem naturalmente uma maior probabilidade de ser contagiado, bem como as
pessoas que estdo em contacto proximo com pessoas infetadas ou que morreram da

doenga, como por exemplo os profissionais de saude, se nao estiverem devidamente
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protegidos com o equipamento de prote¢do pessoal (PPE), e também quem tenha tido

um contacto préximo com animais ou objetos infetados tem uma possibilidade superior

de ser infetado. (Rewar & Mirdha, 2014)

Relativamente aos profissionais de satde, de acordo com o tipo de exposi¢do a
que sdo submetidos, o risco de serem infetados pode ser avaliado em muito baixo,
baixo, intermédio, alto ou, na pior das situagdes, risco maximo. (Jacobs et al., 2015)

(Figura 9)

Tipo de exposigio potencial ao virus Ebola
I
Contato dircto com fluidos Lesa
Contato préximo (<Im) com um  corporais de um paciente com obi mmm:‘g:::: :u. 0::::
paciente com doenga provocada doenga provocada pelo virus ,ellu Jda idade de
pelo virus FEbola sem wusar Fbola ou com ambientes mwwm Ebola
equipamento de protegdo pessoal visivelmente contaminado com
fluidos corporais
v | v _L| .
Contacto - | 0 paci ) Contaminagio . N0 | Agulha utilizada| S1™
A paciente tem
direto Sim diarreia, 2“ da pele lesada i‘m recentemente?
com o vémitos ou ou membranas e
paciente? hemorragias? mucosas”?
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esteve em era oca?
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infetadas?
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Figura 9- Avaliagdo do risco dos profissionais de satide contrairem a doenga em detrimento do tipo de

exposi¢do a que estiveram sujeitos. (Adaptado de (Jacobs et al., 2015))
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5. Patogénese

Com excecdo de alguns dados obtidos durante o recente surto ocorrido no oeste
africano, quase todos os dados de patogénese da infecgio por virus Ebola foram obtidos
em modelo animal (rato, porquinho da India e primatas nio humanos). (Bray &
Chertow, 2016) O virus tem a capacidade de suprimir a resposta do sistema imunitario,
nomeadamente através das suas proteinas VP24 e VP35, bem como através da sGP, que
¢ secretada pelo virus a partir das células infetadas (Figura 10). (Hunt et al., 2012;
Menéndez et al.,, 2014) Por outro lado, o virus consegue replicar-se nas células
dendriticas, comprometendo a sua funcao de responsabilidade primaria para o inicio da
resposta imune adaptativa. (Bray & Chertow, 2016) Para além de infetar as células
dendriticas, que deixam de conseguir ativar os linfécitos T naive para a defesa do
organismo, o virus infeta também os macréfagos e monoécitos, onde se replica,
conseguindo desta forma disseminar-se, resultando muitas vezes na morte para o
hospedeiro. (Choi & Croyle, 2013; Meyers et al., 2015) Uma vez infetados os
macrofagos, o virus induz a libertacdo de citocinas e quimiocinas em larga escala,
provocando uma resposta inflamatoria generalizada, levando a disturbios ao nivel da
coagulacdo e ao aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos, que pode conduzir
nomeadamente a grandes hemorragias (Figura 10). (Choi & Croyle, 2013; Meyers et al.,
2015)

Além de se ir replicando nas células envolvidas na resposta imunitaria
mencionadas anteriormente, o virus pode provoca também lesdes em varios 6érgaos, uma
vez que vai infetando outros tipos de células onde se encontram os recetores de que
precisa, como ¢ o caso dos hepatocitos, levando a danos nesses tecidos e
consequentemente a falha hepatica (Figura 10). (Choi & Croyle, 2013; Galan-Huerta et
al., 2014; Meyers et al., 2015)

5.1. Invasio e disseminacio do virus no organismo hospedeiro

Na infegao pelo virus Ebola, este tem como alvos preferenciais os macrofagos,
as células dendriticas e os monocitos, sendo que dirige-se também a 6rgdos como o
figado e as glandulas supra-renais, fibroblastos, células epiteliais e endoteliais, que sdao

tidos como alvos secundarios. (Galan-Huerta et al., 2014)
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Uma vez que os macrofagos, mondcitos e cé€lulas dendriticas sdo os primeiros
alvos do virus no inicio da infe¢do, sdo portanto muito importantes na sua
disseminagdo, ja que ¢ a partir dai que ele se comega a propagar para os nddulos
linfaticos e para 6rgdos como o figado e bago, através do sistema linfatico e sangue,
respetivamente, sendo depois a infegdo propagada para outros tecidos através dos

macrofagos, monocitos e células dendriticas infetados. (Galan-Huerta et al., 2014)

O virus € capaz de se propagar rapidamente e de uma forma global pois o seu
ataque repentino as células alvo em combinagdo com a infe¢do que consegue provocar
nas cé¢lulas dendriticas leva a um comprometimento das respostas do sistema imunitario

por parte do organismo atingido. (Passi et al., 2015)

Uma vez infetadas as células sentinela do sistema imunitario, como o0s
macrofagos e as células dendriticas, o virus replica-se e causa a sua necrose, 0 que

permite a libertacdao das novas particulas virais. (Bray & Chertow, 2016)

Conforme a infe¢do vai avangando, aumenta a probabilidade de ocorrer uma
disfungdo e perda da integridade vascular, uma vez que o virus acaba também por
infetar as células endoteliais, células estas que cobrem o interior dos vasos sanguineos.

(Passi et al., 2015)

Os neutrofilos, parte integrante do sistema imunitirio, sdo também infetados
pelo virus, pelo que ndo conseguem impedir o avango do virus. (Passi et al., 2015)
Além disso, sdo ainda utilizados como meio de transporte para chegar aos pulmdes, ao

bago, ao figado e aos ganglios linfaticos. (Passi et al., 2015)

Relativamente a sGP, sabe-se que esta envolvida na fuga do virus a resposta do
sistema imunitario, uma vez que ha uma secrecao abundante da sGP a partir das células
infetadas, que serve de decoy, estabelecendo ligagdes com os anticorpos neutralizantes,
impedindo deste modo que os anticorpos se liguem a GP1 do virido e que sejam capazes
de neutralizar a infeciosidade viral (Figura 10). (Hunt et al., 2012; Choi & Croyle, 2013;
Lai et al., 2014; Menéndez et al., 2014) Isto porque a GP1 constitui o primeiro alvo dos
anticorpos no inicio da infe¢do, uma vez que ¢ a Unica proteina que se encontra na
superficie do involucro viral. (Hofmann-Winkler et al., 2012) Sabe-se também que a

sGP estara envolvida na desregulagdo endotelial vascular, uma vez que provoca lesdes
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nas células endoteliais, o que conduz ao aumento da permeabilidade e disturbios na

coagulagdo. (Menéndez et al., 2014)

Além disto, sabe-se também que os radicais oligossacaridicos conservados que
se encontram na subunidade GPI1, conseguem ocultar os epitopos neutralizantes,

impedindo assim a neutralizagao do virus pelos anticorpos. (Lennemann et al., 2014)

Devido as lesdes que o virus provoca no figado, ha também uma redugao dos
niveis da proteina C no plasma, o que pode também contribuir para as coagulopatias que
ocorrem nas fases avangadas da doenga, uma vez que esta proteina inibe a coagulagdo.

(Bray & Chertow, 2016)

Relativamente a hipotensao e perda de s6dio que tém sido observadas na maioria
dos casos da doencga, pensa-se que resultem da infecdo da glandula suprarrenal pelo
virus Ebola, uma vez que o cortex adrenal estd envolvido na regulagdo da pressio
sanguinea e ao ser infetado, leva a uma deficiente secrecdo dos esteroides,
nomeadamente da aldosterona (Figura 10). (Feldmann & Geisbert, 2011; Galan-Huerta
etal., 2014)

Em relagdo as proteinas virais VP24 e VP35, sabe-se que sdo muito importantes,
pois conseguem auxiliar o virus a escapar a resposta inata produzida pelo sistema
imunitario do individuo infetado, uma vez que interferem na atividade do interferdo o e

B do tipo 1. (Menéndez et al., 2014; Srivastava et al., 2015)

A VP24 impede a transdugdo de sinal por parte da cinase Janus, inibe também o
JAK-STAT, que ¢ um ativador da cascata de sinalizagdo da transcri¢ao (Hill-Batorski et
al., 2013), bem como bloqueia também a heterodimerizagao da tirosina cinase 2 (TKY-
2). (Menéndez et al., 2014) Ainda acerca da VP24, sabe-se que esta envolvida na
inibicilo da MAP cinase p38. (Choi & Croyle, 2013) Além disso, foi também
demonstrado que a VP24 inibe a sinalizagdo do interferao do hospedeiro, uma vez que
compete com a STATI pela ligacdo a carioferina alfa 1 (KPNA1), impedindo assim a
acumulagdo nuclear do STATI. (Srivastava et al., 2015) Ao inibir a sinalizacdo do
interferdo, a VP24 impede deste modo que as defesas contra o virus Ebola sejam
ativadas através da sinalizagdo celular externa. (Menéndez et al., 2014; Srivastava et al.,

2015)
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Ja a VP35, por sua vez, inibe a atividade do interferdo pois consegue impedir
que os factores reguladores do interferao (IRF-3 e IRF-7) sejam ativados, que sdo
fatores de transcricdo essenciais para induzir a sua expressdo. (Choi & Croyle, 2013;
Menéndez et al., 2014) Em relag¢do a atividade do interferdo, a VP35 consegue ainda
impedir que a PKR, uma proteina cinase que depende do dsRNA, seja ativada, proteina
esta que o interferdo precisa para a sua sintese. (Choi & Croyle, 2013; Menéndez et al.,

2014)

5.2. Resposta do sistema imunitario

Existem pessoas que contraem a doenga € morrem sem sequer apresentarem
anticorpos contra o virus, mistério que parece ter sido desvendado em estudos in vitro
que demonstraram que as cé€lulas infetadas nao sdao capazes de sofrer maturacao e, por
1Ss0 mesmo, nao conseguem apresentar antigénios aos linfocitos T naive. (Bray &
Chertow, 2016) As células dendriticas que sdo infetadas pelo virus Ebola perdem a
capacidade de ativar os linfocitos T naive, ndo conseguindo deste modo combater a

infecao que ¢ provocada. (Choi & Croyle, 2013)

A imunidade adaptativa também fica fragilizada com a perda dos linfocitos,
sendo que estes sofrem apoptose, que se pensa até ao momento poder ser provocada por
diversos fatores, entre os quais a producao de 6xido nitrico que possui propriedades pro-
apoptoticas, podendo também ser devido ao receptor Fas, um recetor que se encontra na
superficie das células e que leva a sua apoptose ou devido ao ligante indutor de
apoptose que estd relacionado com o fator de necrose tumoral (TRAIL), ou ainda
devido a interagdes estabelecidas entre os linfocitos e as proteinas do virus Ebola, como
¢ o caso da GP. (Feldmann & Geisbert., 2011; Menéndez et al., 2014; Bray & Chertow,
2016) Apesar de haver uma enorme perda e apoptose dos linfocitos, tal como ja referi,

estes parecem permanecer nao infetados pelo virus. (Feldmann & Geisbert., 2011)

Na tentativa de responder a presenca do virus no organismo, este desencadeia
uma resposta inflamatéria no quadro da resposta imune contra o virus, o que na
verdade, acaba por provocar um desequilibrio, conduzindo deste modo a um quadro de
hemorragias, choque sético e multipla falha de 6rgdos, uma vez que esta resposta tende

a ser excessiva e desregulada. (Menéndez et al., 2014) Portanto, a resposta inflamatoria

45



Doenca causada pelo virus Ebola: epidemiologia, patogénese, tratamento e prevengdo

excessiva tem um forte contributo para a morte do hospedeiro, ao invés de uma resposta
bem doseada, que poderia levar a uma paragem da propagacao da doenga e consequente

restabelecimento da mesma. (Galdn-Huerta et al., 2014)

A resposta inflamatéria sistémica descontrolada ¢ despoletada em parte pela
infecdo dos macréfagos pelo virus, que leva a libertacio de mediadores pro-
inflamatoérios. (Bray & Chertow, 2016) Os produtos de degradacao provenientes das

células que sofreram necrose sdo também capazes de o fazer. (Bray & Chertow, 2016)

Entre os mediadores inflamatorios que sdo induzidos encontram-se por exemplo
o interferdo, a interleucina 2, 6, 8, 10, a MPC-1 (proteina quimiotatica dos monocitos) e
a IP-10 (proteina indutivel do interferdao gama) (Galdn-Huerta et al., 2014), bem como
oxido nitrico, a interleucina 1, 15, 16, a proteina MIF (fator inibitério da migracao de
macrofagos), a MIP-1 (proteina inflamatoria dos macrofagos) alfa e beta, e o M-CSF
(fator estimulador de coldnias de macrofagos), ocorrendo simultaneamente a produgao
do fator de necrose tumoral alfa, que estd envolvido na inducdo de febre e danos

hepaticos (Figura 10). (Menéndez et al., 2014; Marzi et al., 2012)

O fator de necrose tumoral alfa, assim como a interleucina 1 beta, a MPC-1, a
interleucina 6 e o 6xido nitrico sdo todas substancias que os macrdéfagos infetados sao

capazes de sintetizar. (Bray & Chertow, 2016)

Foi demonstrado que tanto em humanos como em primatas, existe um acréscimo
dos niveis de oxido nitrico no sangue, o que parece ser umas das causas de morte.
(Feldmann & Geisbert, 2011) Este aumento dos niveis de 6xido nitrico que ocorre no
sangue aquando da doenga estd, ao que tudo indica, relacionado também com a
hipotensdo que grande parte das pessoas que sofre da doenca apresenta. (Feldmann &
Geisbert, 2011) Isto porque, para além do 6xido nitrico ser responsavel pela diminuicao
da pressdo sanguinea, tem igualmente de se ter em conta que este ¢ produzido em
excesso pelos macrofagos, o que agrava ainda mais a situacdo dos doentes. (Feldmann

& Geisbert., 2011)

Para além disto, o excesso de 6xido nitrico ¢ ainda apontado como podendo
estar envolvido no choque caracteristico da doenca, uma vez que pode contribuir para a
apoptose dos linfocitos, para os danos provocados nos tecidos e também para a perda da

integridade dos vasos sanguineos (Figura 10). (Feldmann & Geisbert, 2011)
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Alias, tanto o 6xido nitrico como o fator de necrose tumoral alfa, para além de
outros mediadores, sdo apontados como causadores da vasodilatacdo e permeabilidade

dos vasos sanguineos. (Menéndez et al., 2014)

A resposta inflamatoria sistémica desencadeada pelo organismo hospedeiro que
parece levar a deficiéncias ao nivel da coagulacdo deve-se também ao facto de, para
além dos macrofagos infetados pelo virus por si s6 ja produzirem um fator tecidual
(tromboplastina), que ¢ o fator III de coagulagdo, que esta envolvido no
desenvolvimento da coagulagdo intravascular disseminada, parece que também as
citocinas pro-inflamatorias sdo responsaveis por impulsionar este processo realizado
pelos macrofagos. (Bray & Chertow, 2016; Kumar, Aster & Abbas, 2016) Portanto o
excesso de tromboplastina ira levar a uma maior probabilidade de ocorrer determinados
disturbios na coagulacao, como hemorragias e erup¢des maculopapulares (Figura 10).

(Choi & Croyle, 2013)
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Nédulos linféticos: A infegio
dos macrofagos ¢ células
dendriticas leva & redugio

de linfécitos e supressiio do

2% sistema imunitirio do

hospedeiro
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Figura 10- Invasdo e dissemina¢io do virus Ebola. Esta figura tem presente as vias de transmissio
pessoa-pessoa, animal-animal e animal-pessoa. O virus consegue entrar através de lesdes na pele,
iniciando-se deste modo a transmiss@o. Os macréfagos sdo infetados e induzem mediadores inflamatdrios
como quimiocinas, MCP-1, MIPs, TNF-a., 6xido nitrico, entre outros. As células dendriticas sdo também
infetadas, comprometendo o sistema imunitario. Desta infecdo resultam fenémenos como a apoptose de
linfécitos, perda da integridade vascular, coagulopatias, rash e disseminag@o do virus para os 6rgaos.

(Adaptado de (Feldmann & Geisbert, 2011))

Em relagdo aos sobreviventes da doenga, pensa-se que estes produzam
anticorpos que podem persistir no organismo num periodo minimo de 10 anos mas
existem muitas coisas ainda por esclarecer nomeadamente se estas pessoas se tornam
imunes ao virus ou se podem por exemplo contrair também a doenga no caso de serem
contagiadas com uma espécie distinta daquela que as contagiou no primeiro episodio da

doenca. (CDC, 2015¢)
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6. Manifestacoes clinicas

As manifestacoes clinicas da doenga surgem apds um periodo de incubagao, que
consiste no virus permanecer no organismo num estado de laténcia, sem que sejam

verificados quaisquer sintomas.

Em relacdo aos animais, o periodo de incubacdo pode ir até aos 16 dias, sendo
que em experiéncias realizadas em primatas verificou-se que estes deixaram de ser
assintomaticos passados 3 a 5 dias, e estudos realizados em porcos induzidos com o
virus mostraram que estes se tornaram febris apds 4 dias. (Spickler, 2014) Nos
humanos, o periodo de incubagdo pode ir desde o segundo dia de contagio até ao
vigésimo primeiro, sendo que os sintomas se revelam maioritariamente entre o quarto e
o décimo dia. (Tseng & Chan, 2015) No entanto, parece que no ultimo grande surto que
ocorreu entre 2014, a maioria dos infetados manifestou os sintomas apenas ao fim de

aproximadamente 11 dias. (Galdn-Huerta et al., 2014)

Pensa-se que durante o periodo de incubacdo ndo ha perigo de transmissao da
infecdo, o que sO ocorrerd na altura em que surgem os sintomas da doenca. (Meyers et

al., 2015)

Os sinais e sintomas que surgem na doenca por virus Ebola antes de aparecerem
as hemorragias sdo semelhantes a outras doengas, pelo que se podem confundir e
associar erradamente por exemplo com a febre de Lassa, febre tifoide, colera (Martines
et al., 2015), malaria ou dengue e com outras febres tropicais. (Passi et al., 2015) Para
além dos sintomas iniciais serem similares a outras doengas endémicas, existe ainda a
agravante dos doentes infetados poderem ser contaminados por outros agentes
infeciosos, 0o que torna ainda mais dificil a tarefa de diagnosticar a doenga por virus

Ebola. (Martines et al., 2015)

ApOs a exposicao ao virus e saida do periodo de incubagdo, comegam entdo a
surgir os primeiros sinais e sintomas da doenca. A doenca inicia-se de uma forma
bastante repentina, que ¢ acompanhada por febre alta, mau estar, arrepios e mialgia, que
sdo geralmente sintomas de gripe, ndo sendo deste modo indicativos de uma infecao
pelo virus Ebola. (Tseng & Chan, 2015) (Figura 11) Estes primeiros sintomas surgem

geralmente nos trés dias iniciais das manifestagdes. (Menéndez et al, 2014)
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Figura 11- Sintomas precoces ¢ tardios geralmente apresentados por pessoas infetadas com o virus Ebola.

Os primeiros sintomas sdo mais inespecificos, sendo que os sintomas posteriores envolvem ja todo o

organismo. (Adaptado de (Cardy, P., 2014))

Nestes sintomas iniciais, podem também eventualmente surgir faringites
(Meyers et al., 2015), bem como fadiga, astenia e dores nas articulagdes. (Passi et al.,

2015) (Figura 11)

De seguida, os sintomas acabam por inevitavelmente comecar a abranger o
organismo um pouco por toda a parte, deixando o individuo num estado de prostragao.
(Feldmann & Geisbert, 2011) Dao-se, por exemplo, alteragdes a nivel gastrointestinal,
como dores no abdomen, diarreia, nauseas, vomitos, levando a perda de apetite e
consequentemente a uma possivel anorexia. (Martines et al., 2015) (Figura 11) Os
vomitos tendem a acontecer com uma regularidade bastante alta e a consisténcia da

diarreia tende a ser mais liquida (Menéndez et al., 2014), podendo a pessoa infetada
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chegar a perder diariamente um volume de até¢ dez litros. (Bray & Chertow, 2015) A
duracdo destes sintomas ndo costuma exceder os sete dias. (Menéndez et al., 2014) A
enorme perda de liquidos que os doentes sofrem através dos vomitos e diarreia, pode
muito provavelmente contribuir para a desidratagdo, desequilibrio eletrolitico,

hipotensao, e levar ao choque que ocorre posteriormente. (Bray & Chertow, 2015)

O sistema neuroldgico também nao fica de fora, verificando-se cefaleias,
confusdo, podendo até inclusivamente o individuo ficar em coma mais tarde. (Tseng &

Chan, 2015)

Por entre os sistemas que o virus atinge encontram-se também o sistema
respiratorio, provocando no doente desde dores no peito e dispneia até tosse e

corrimento nasal. (Galan-Huerta et al., 2014)

O sistema vascular ¢ igualmente afetado, ocorrendo hiperemia conjuntival,

hipotensao postural e edema. (Tseng & Chan, 2015)

Na fase aguda da doenca, a nivel ocular, as pessoas infetadas também podem
sofrer de visdo turva, fotofobia e cegueira, sintomas que caracterizam a uveite. (Bray &

Chertow, 2015)

As dores de garganta, solugos e dificuldade em engolir e respirar parecem ser

sintomas nao tao frequentes. (Passi et al., 2015)

Foram também descobertas alteracdes a nivel do palato mole, mais

precisamente, uma descoloragao em tons de vermelho escuro. (Bray & Chertow, 2015)

No surto que atingiu o oeste do continente africano e que teve inicio no final de
2013, os sintomas iniciais que foram predominantemente registados foram a febre, em
primeiro lugar, atingindo um valor de 87%, seguido de astenia com 76%, vomitos com
67%, diarreia com 65%, anorexia com 64%, cefaleias com 53%, dores abdominais com
44% e, por fim, dores musculares e articulares com 39%. (Menéndez et al., 2014)
Segundo os dados disponiveis, foi também registada bradicardia. (Bray & Chertow,

2015)
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As hemorragias comegam a surgir na fase do culminar da doenca (Feldmann &
Geisbert, 2011), tendo sido observados sangramentos sem explicagao em cerca de 18%

das pessoas afetadas pelo surto do oeste africano. (Menéndez et al., 2014)

Apesar da doenga ser anteriormente denominada de febre hemorragica, a
ocorréncia de hemorragias situa-se abaixo dos 50%, podendo estas ter gravidades
diferentes, dai a doenca ter adquirido mais recentemente o nome de doenca por virus

Ebola. (Martines et al., 2015)

A medida que a doenca vai evoluindo, vai havendo perda da integridade dos
vasos sanguineos com aumento da sua permeabilidade, bem como vazamentos de
sangue, uma vez que o virus vai atacando as células endoteliais microvasculares. (Passi
et al., 2015) No entanto, nos primeiros surtos nao foram descritas lesdes vasculares em
humanos e também foram desvalorizadas nos primatas, at¢ porque num estudo realizado
em macacos, a infe¢ao das células endoteliais verificou-se maioritariamente no fim da
doenca e apenas de uma forma esporadica (Feldmann & Geisbert, 2011), ndo tendo sido
considerada um fator determinante para a ocorréncia da diatese hemorragica. (Geisbert

et al., 2003)

Englobadas nas hemorragias que podem ocorrer estdo entdo as petéquias,
equimoses, hematomas, principalmente em torno dos sitios onde foram realizadas
pungdes venosas, € foram detetadas também hemorragias viscerais. (Galan-Huerta et al.,
2014) Pode igualmente existir sangramento ao nivel das mucosas, aparecendo sangue

nas gengivas, nariz, trato gastrointestinal e geniturindrio. (Passi et al., 2015) (Figura 11)

Em cerca de 50% das pessoas (Passi et al., 2015), existem também erupcoes
maculopapulares, que surgem 5 a 7 dias apos a doenga se comegar a manifestar, sendo
que se vao difundindo, e podem escamar. (Tseng & Chan, 2015) Estas erupcoes
maculopapulares atingem habitualmente zonas como o rosto, o pescogo, o tronco € os
bracos, sendo um pouco dificeis de observar quando se trata de pessoas com peles muito

escuras. (Bray & Chertow, 2015) (Figura 11)

A dor abdominal que as pessoas infetadas podem sentir pode estar relacionada
com um aumento dos niveis normais de amilase no sangue, que pode advir de uma

pancreatite. (Feldmann & Geisbert, 2011)
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Normalmente passados dez dias, os doentes podem também apresentar
alteragoes do estado de consciéncia, rigidez do pescogo e convulsdes, sintomas

indicativos de uma meningoencefalite. (Bray & Chertow, 2015)

As hemorragias graves geralmente apenas ocorrem no ultimo estadio da doenga.
(Bray & Chertow, 2015) Os doentes podem apresentar sangue ao tossir ou vomitar e
ainda sofrer uma coagulagdo intravascular disseminada, devido aos danos hepaticos

sofridos conjuntamente com a elevada presenca de virus no sangue. (Passi et al., 2015)

Para além da enorme perda de sangue sofrida, também a falha de varios 6rgaos
tem um papel preponderante na morte das pessoas, um desfecho que pode ocorrer em
cerca de até 90% dos casos. (Passi et al., 2015) Pensa-se que a perda de sodio relatada
possa também ser resultado das lesdes sofridas nas glandulas supra-renais. (Menéndez

etal., 2014)

A fase final da doenga estio portanto associados inimeros episodios, entre os
quais se encontram as convulsdes ja referidas, alteracdoes graves ao nivel do
metabolismo (Feldmann & Geisbert, 2011), (Meyers et al., 2015) hemorragias graves,
encefalopatia, coagulacdo intravascular disseminada, e ainda, choque hipovolémico e
faléncia de um sistema diversificado de orgaos (Tseng & Chan, 2015), nomeadamente
com insuficiéncia renal e danos ao nivel do figado. (Martines et al., 2015) Em relagdo
ao figado, parecem existir varios graus de necrose neste orgdo mas a gravidade das
lesdes verificadas ndo € critica ao ponto de justificar a causa da morte provocada pelo

virus. (Galan-Huerta et al., 2014)

Uma vez adquirida, esta ¢ uma das doencas mais mortais que existe. (Passi et al.,
2015) No caso dos surtos registados no ano de 2014 por exemplo, a taxa de mortalidade
ultrapassou os 70%. (Menéndez et al., 2014) Nos casos que resultam em morte, 0s
hospedeiros infetados apresentam cedo os sinais e sintomas e¢ o fim da doenga ocorre

geralmente entre o sexto e décimo sexto dia ap6s a infe¢do. (Tseng & Chan, 2015)

Apesar de ser fatal para a maioria, existem relatos de casos de familiares de
pessoas infetadas que apenas ficaram assintomaticas, num surto que ocorreu em 2000,
no Gabao. (Bray & Chertow, 2015) Nao se sabe porque a doenga leva a uma auséncia
de sintomas em alguns casos raros e porque ¢ que leva a maioria dos hospedeiros

infetados a um estado de satide grave mas pensa-se que o motivo para isto acontecer
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resida numa interacdo, provavelmente bastante complexa, entre o virus € o organismo

onde este se encontra hospedado. (Meyers et al., 2015)

Nas situagdes em que os individuos sobreviveram, estes permaneceram febris ao
longo de alguns dias mas ao fim de 6 a 11 dias, altura em que foi observada uma
resposta humoral por parte do organismo, através dos anticorpos, apresentaram uma
recuperacdo. (Feldmann & Geisbert, 2011) Foi mesmo demonstrado que uma
percentagem de 40% revela melhorias mais ou menos a partir dos dez dias e que
praticamente todos os que conseguem ultrapassar o décimo terceiro dia da infe¢do, sao

capazes de resistir a doenga. (Menéndez et al., 2014)

No caso das mulheres infetadas que estejam gravidas, estas t€ém uma maior
probabilidade de sofrer um aborto espontaneo e existem dados que também parecem
indicar que as criangas, cujas maes foram infetadas, tém uma grande probabilidade de
morrer, talvez devido ao leite fornecido pelas gravidas aquando da amamentagao, ou até
mesmo pelo contacto, transmitindo-lhes deste modo o virus. (Feldmann & Geisbert,

2011)

Relativamente aos animais, leitdes em que o virus Ebola foi introduzido
experimentalmente, apresentaram febre, tendo depois tido também dispneia, anorexia e
letargia, enquanto que, leitdes mais novos apresentaram sinais mais ligeiros a nivel
respiratorio. (Spickler, 2014) J4 em relacdo aos morcegos que foram infetados, ndo

apresentaram quaisquer manifestagdes clinicas. (Spickler, 2014)

6.1. Dados laboratoriais

As pessoas com a doenga por virus Ebola parecem apresentar um conjunto de
dados laboratoriais em comum. Entre eles, encontra-se a leucopenia, uma descida dos
valores considerados de referéncia dos globulos brancos, devido a uma linfopénia, que ¢

acompanhada de seguida por uma neutrofilia. (Galan-Huerta et al., 2014)

Ainda a nivel hematologico, podem também ser observados no sangue
linfécitos atipicos e trombocitopénia, sendo que por norma ¢ entre o sexto e o oitavo dia
da doenga que os niveis das plaquetas assumem os valores mais baixos. (Bray &

Chertow, 2015) As pessoas infetadas podem também apresentar anemia, contudo ha
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dados laboratoriais de outros pacientes cujos hematocritos se encontravam aumentados,
ndao havendo deste modo uma consisténcia dos casos em relacdo a percentagem de
ocupacdo dos glébulos vermelhos no sangue. (Bray & Chertow, 2015) Além disso,
foram também verificado um aumento dos produtos de degradacao da fibrina bem como
houve um aumento do tempo de protrombina e do tempo de tromboplastina parcial, o

que indica disturbios na coagulagdo, podendo levar por exemplo a coagulagdo

intravascular disseminada. (Bray & Chertow, 2015)

Ao nivel do figado, foi registada uma elevacao das transaminases, sendo que a
aspartato aminotransferase estava mais alta do que a alanina aminotransferase. (Tseng

& Chan, 2015)

A nivel renal, ha evidéncia de proteiniria e de aumento dos niveis de

creatinina no sangue. (Meyers et al., 2015)

6.2. Periodo de convalescéncia

Apesar dos sobreviventes geralmente comecgarem a apresentar melhorias
significativas ao longo da segunda semana, o periodo de recuperagdo ¢ no entanto

acompanhado por vérias sintomas. (Bray & Chertow, 2015)

A recuperacao apds duas semanas pode incluir diversas complicagdes, sendo as
artralgias, zumbidos, pericardite, orquite e parotidite supurativa alguns dos exemplos.
(Meyers et al., 2015) E ainda de salientar que as artralgias foram observadas em cerca

de 50 a 75% das pessoas que resistiram a doenca. (WHO, 2016c¢)

No periodo de convalescéncia, que pode chegar a ter uma duracdo superior a
dois anos, as pessoas podem ainda apresentar mielite, uveite, psicoses, ou hepatite
recorrente, sintomas tardios trazidos pela doenga por virus Ebola. (Menéndez et al.,

2014)

Para além destas, existem ainda muitas outras sequelas deixadas nos
sobreviventes. A nivel ocular foram registadas por exemplo dor, vermelhidao, secura e

fotossensibilidade. (WHO, 2016c¢)
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Adicionalmente, mais de 25% dos sobreviventes perderam parte da sua audicao,

e outros ficaram com dores abdominais. (WHO, 2016c¢)

Acerca das sequelas a nivel neurolégico, segundo a WHO (2016¢), “dor de
cabeca, deterioragdo da memoria, neuropatia periférica e tremor parecem ser comuns
apos a recuperacao da EVD. Sequelas menos comuns incluem miopatia, convulsdes e

parkinsonismo”. (p.14)

A nivel sexual, hi relatos regulares de disfung¢do eréctil, bem como de
amenorreia, metrorragia/menorragia, dor pélvica, testicular e ainda dispareunia. (WHO,

2016¢)

Foram ainda descritas insonias, fraqueza, fadiga, dificuldade em ganhar peso,
uma vez que a doenca provoca um grande emagrecimento, sendo também reportada
uma descamacao extensa da pele e queda de cabelo, podendo estar associadas a necrose
que o virus Ebola induz nas glandulas sudoriparas que infeta, bem como noutras

estruturas dérmicas. (Bray & Chertow, 2015)

Pensa-se que enquanto os sobreviventes estiverem no periodo de
convalescéncia, o virus continue nos fluidos corporais, como a urina ou o sémen. (Bray

& Chertow, 2015)
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7. Diagnostico e métodos de detecio do virus

Quanto mais cedo for diagnosticada a doenga, mais cedo se consegue intervir e
mais probabilidades existem para a restringir e tentar travar o seu contagio e portanto,
os testes devem oferecer resultados num curto espago de tempo e com o maximo de
precisdo possivel. (Meyers et al., 2015) No entanto, antes de ser feito qualquer teste de
diagndstico, tem de ser avaliado o caso, nomeadamente os sintomas, a historia de
exposi¢do, se esteve ou viajou para alguma das zonas afetadas, para ver se existe
realmente necessidade ou ndo de serem realizados testes de detecdo. (Feldmann &

Geisbert, 2011)

A figura 12 mostra um exemplo de um algoritmo a seguir nestas situagdes,

sendo que neste caso o algoritmo é baseado no surto de 2014 que afetou

maioritariamente a Guiné, Serra Leoa e Libéria. (Galan-Huerta et al., 2014)
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Figura 12- Procedimento de avalia¢do clinica de um paciente (Adaptado de (Galan-Huerta et al., 2014))
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As pessoas que estiveram em contacto direto com outros doentes infetados,
devem também elas ser vigiadas nos 21 dias seguintes a esse contacto € no caso de
aparecimento de sintomas relacionados com o virus, devem ser isoladas e também

submetidas a testes. (CDC, 2016f)

Exames como um hemograma completo ou exames especificos acerca dos
valores das enzimas hepaticas, da creatinina, pH, entre outros, podem indiciar a doenga,
mas os testes laboratoriais que sao utilizados para confirmar o diagnostico sdo outros.

(Passi et al., 2015)

Os testes laboratoriais utilizados no diagndstico confirmam a doenca através da
detecao do virus ou entdo através da detecdo da resposta imunitaria desencadeada pelo

hospedeiro. (Feldmann & Geisbert, 2011)

Entre os métodos de diagnostico que podem ser utilizados encontram-se por
exemplo a microscopia electronica, a imunohistoquimica (Martines et al., 2015), a
reacdo da transcriptase reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e
o isolamento do virus numa cultura de células, sendo que todos eles servem para detetar
o virus. (Meyers et al.,, 2015) O RT-PCR deteta mais propriamente o RNA viral,
enquanto a imunohistoquimica permite detetar os antigénios do virus. (Martines et al.,

2015)

A microscopia electronica tem sido muito util, nomeadamente na identificagao
de novas espécies de virus, como foi o caso do virus Ebola Zaire e do virus Ebola

Reston. (Martines et al., 2015)

Englobados nos métodos de diagnostico estdo ainda os testes seroldgicos, nos
quais esta incluido o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA), o qual permite a
detecao de anticorpos IgG e IgM produzidos pelo hospedeiro contra a infegdo
provocada pelo virus. (Galan-Huerta et al., 2014) Por outro lado, quando o objetivo ¢

detetar antigénios virais, o teste ELISA também pode ser utilizado. (Passi et al., 2015)

O virus apenas se consegue encontrar nas amostras de sangue infetado depois de
comegarem a ocorrer as manifestagcdes clinicas da doenga, e principalmente a partir da

chegada mais acentuada da febre. (Martines et al., 2015) Geralmente entre o terceiro e o
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sétimo dia, consegue detetar-se o antigénio, mas este periodo pode ir até ao décimo

sexto dia. (Martines et al., 2015)

Relativamente aos anticorpos, sabe-se que a IgM ¢ a imunoglobulina que
aparece e desaparece mais cedo, sendo que esta pode ser detetada apenas dois dias
depois das primeiras manifestagdes clinicas e permanecer no organismo entre 30 a 168
dias depois da doenga. (Martines et al., 2015) Ja a IgG costuma aparecer so passados 6 a

18 dias e pode continuar durante 3 a 5 anos. (Martines et al., 2015)

Geralmente se a doenga esta ainda num estadio inicial s3o usados testes como o
ELISA (para antigénios ou para os anticorpos mais precoces), 0 RT-PCR e o isolamento
do virus de uma cultura de tecidos, uma vez que nestas alturas os testes demonstram ter

a eficacia que € necessaria. (Passi et al., 2015) (Tabela 4)

Tabela 4- Métodos de deteg¢do usados de acordo com o tempo de infe¢do (Adaptado de (CDC, 2015d))
Tempo de infegdo Testes de diagnéstico disponiveis

Poucos dias ap6s o inicio dos sintomas  -Teste ELISA para antigénios virais
-Teste ELISA para [gM
-PCR
-Isolagdo do virus
No decurso da doenga ou apds a recuperagdo  Detegdo de anticorpos IgM e IgG
Em pacientes falecidos -Imunohistoquimica

-PCR
-Isolagdo do virus

O RT-PCR ¢ um método que permite detetar o virus no sangue entre o terceiro e
décimo dia apds o inicio das manifestagdes clinicas, sendo que também ja foi detetado
em certas secregdes corporais varios meses depois de ter ocorrido a infegdo. (Martines

et al., 2015)

Pelo contrario, se a pessoa se encontra ja num estadio terminal da doenca ou
conseguiu recuperar, sdo entdo usados os testes seroldgicos, que envolvem tanto a IgM

como a IgG. (Passi et al., 2015) (Tabela 4)

Em relagdo a imunohistoquimica, apenas se pode recorrer a este método quando

a pessoa ja morreu, pelo que o seu uso € bastante limitativo. (Meyers et al., 2015)

59



Doenca causada pelo virus Ebola: epidemiologia, patogénese, tratamento e preven¢do

Quanto ao isolamento viral, pode também ele ser utilizado nesta altura. (Meyers et al.,

2015) (Tabela 4)

Os métodos mais utilizados t€m sido o RT-PCR e o ELISA para um diagnostico

menos demorado. (Martines et al., 2015)

No entanto existem estudos em que se verificou que o RT-PCR apresenta uma
maior precisdo e especificidade do que a detecdo de antigénios ou do anticorpo IgM

pelo ensaio ELISA, pelo que acaba por ser o método mais usado (Meyeres et al., 2015)

Um teste de RT-PCR que dé um resultado negativo e que tenha utilizado uma
amostra de sangue de uma pessoa cujos sintomas ja se tenham estabelecido ha pelo
menos 3 dias, ¢ logo indicativo de exclusio do diagnéstico da doenca por virus Ebola.

(Bray & Chertow, 2015)

Devido & sua patogenicidade, o nivel de biosseguranca atribuido ao virus Ebola
foi de 4, o nivel mais elevado. (Rewar & Mirdha, 2014) Segundo as normas, os testes de
diagnodstico devem portanto ser feitos em laboratorios indicados especificamente para o
efeito, uma vez que, como ja foi referido, o virus esté classificado no nivel maximo, em

termos de biosseguranga laboratorial. (Martines et al., 2015)

No caso de Portugal, apenas o Instituto Nacional de Satde Ricardo Jorge esta

autorizado a realizar testes de diagnostico. (Orientagdo DGS, 2015a)

Quando se trata de febres hemorragicas virais, o diagnéstico laboratorial deve
ser realizado, por norma, em centros de referéncia nacionais e internacionais, sendo que
em caso de suspeita, estes centros devem ser contactados imediatamente para prestarem
aconselhamento sobre a amostragem, bem como sobre a preparacao da amostra € seu

respetivo transporte. (Feldmann & Geisbert, 2011)

Por exemplo, nos Estados Unidos, em caso de existir a suspeita de uma pessoa
infetada, deve contactar-se o Center For Diseases Control and Prevention e também o
departamento de satide mais proximo, seja local ou estatal, para que estes informem
acerca de quais os procedimentos a ter na recolha e transporte das amostras até ao
laboratorio de referéncia, onde sdo entdo realizados os testes de diagndstico. (Meyers et

al., 2015)
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Portanto, antes de se realizarem os testes de diagndstico existem determinados
procedimentos relativos a recolha e transporte das amostras que tém de ser seguidos.
Em relagdo a recolha, existem orientacdes que explicam detalhadamente que esta deve
ser realizada em tubos de plastico com EDTA no seu interior e que a quantidade minima
de sangue sdao 4 mL. (Meyers et al., 2015) O seu respetivo armazenamento € transporte
deve ser feito em bolsas que mantenham a temperatura estavel, entre os 2 € os 8 graus,
para que a amostra esteja nas condigdes necessarias para ser utilizada posteriormente,

por exemplo no teste do RT-PCR. (Meyers et al., 2015)

No entanto, para os testes de detecdo de antigénios em que se usa a
imunohistoquimica, o transporte das amostras das bidpsias que estdo fixadas em
formaldeido ndao requer condigdes especificas de armazenamento e transporte nem
quaisquer cuidados na recolha, uma vez que nao existe perigo de transmissdo. (Martines

etal., 2015)

E também de salientar que foram aprovados sete testes de diagndstico in vitro

para poderem ser utilizados em situa¢des de emergéncia e sao eles:

- OraQuick® Ebola Rapid Antigen Test Kit (Cadaveric Oral fluid and Whole Blood);
- RealStar”® Filovirus Screen RT-PCR Kit 1.0;

- Antigen Rapid Test Kit, ReEBOV™;

- Liferiver™ Ebola Virus (EBOV) Real Time RT-PCR Kit;

- Xpert” Ebola Test;

- FilmArray  Biothreat-E;

- SD Q Line Ebola Zaire Ag. (WHO, 2016d)

O teste OraQuick ¢ um ensaio imunocromatografico que consiste na detecao da
presenca do antigénio VP40 do virus no sangue e cujo resultado tem de ser

posteriormente confirmado por testes de acidos nucleicos que tenham sido previamente
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autorizados, como por exemplo, o RT-PCR. (WHO, 2016¢) A detecio do virus Ebola
Zaire também ¢ possivel pela recolha de fluido oral de pessoas mortas, sendo que deve
igualmente existir confirmagao dos resultados. (WHO, 2016¢) No entanto, ¢ de salientar
que caso o resultado do teste OraQuick seja negativo, ndo significa obrigatoriamente

que o individuo ndo possui a doenga por virus Ebola. (WHO, 2016¢)

Por sua vez, o teste RealStar serve-se do RT-PCR para conseguir detetar a
presenca de RNA viral no plasma e deteta tanto as 5 espécies do virus Ebola como o

virus Marburg. (World Health Organization, 2014)

O teste ReEBOV, segue os mesmos principios do teste OraQuick, sendo que
podem ser utilizadas amostras de sangue, soro ou plasma e os resultados tém também de

ser confirmados. (WHO, 2015b)

O teste Liferiver, a semelhanga do RealStar, baseia-se no RT-PCR, e serve para
detetar todas as espécies do virus Ebola, com excec¢ao do virus Ebola Reston, no soro,

plasma e sangue. (WHO, 2015¢)

Relativamente ao teste Xpert, este usa também o RT-PCR e deteta a presenca do

RNA viral (Ebola Zaire). (WHO, 2016f)

O teste FilmArray consiste da dete¢io do RNA do virus Ebola Zaire através da

analise ao sangue ou a urina (nao diluida) e sangue. (WHO, 2015d)

7.1. Desinfecao

Para que a amostra nao seja infeciosa, pode também ser feita previamente a
inativacao do virus, tornando assim possivel a manipulagdo do material de uma forma

segura, mesmo estando fora do laboratdrio de contengdo. (Galan-Huerta et al., 2014)

No caso de se proceder a testes que envolvam detetar a presenca de anticorpos
ou antigénios, pode inativar-se o virus por exemplo através de radiacdo gama
proveniente de uma fonte de cobalto-60 ou entdo a inativagdo também pode ocorrer

através do calor. (Feldmann & Geisbert, 2011) Quando se trata de testes que envolvam
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a detecdo de acidos nucleicos, a amostra pode ser inativada através de uma substancia

designada isotiocianato de guanidina. (Feldmann & Geisbert, 2011)

O virus Ebola apresenta ainda sensibilidade a agentes quimicos como o
hipoclorito de sodio, de célcio, glutaraldeido, formaldeido, propiolactona f, 4cido
acético a 3% e acido peracético, metanol, etanol a 70% e éter. (Spickler, 2014) A
inativacdo pode também ser efetuada através de agentes fisicos, que para além da
radiacdo gama, incluem também a radiacao ultravioleta, aquecimento a temperatura de

60 graus durante uma hora ou ainda fervura durante 5 minutos. (DGS; 2014b)

Pelo contrario, a inativagdao do virus ndo pode ser realizada através de refrigeracdo ou

congela¢do. (Rewar & Mirdha, 2014)
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8. Tratamento

Até ao momento, ndo estd disponivel qualquer tratamento para a doenga por
virus Ebola, sendo que apenas sdo realizadas medidas de suporte as pessoas que
contrairam a infecdo e tratamento dos sintomas que se vao manifestando ao longo do

tempo. (WHO, 2016b)

As medidas de suporte passam fundamentalmente por hidratar o doente, através
da administracdo de fluidos, seja por via oral ou intravenosa, e de eletrolitos, passando
também pela manutencdo dos niveis de oxigénio e da pressdo arterial, bem como pelo
tratamento de outras infe¢des que eventualmente possam surgir. (CDC, 2015¢) E de
salientar que apesar de serem medidas relativamente simples, estas podem desempenhar
um papel muito importante pois podem diminuir bastante a probabilidade de morte

destas pessoas se a intervencao for realizada com a devida antecedéncia. (CDC, 2015c¢)

Apesar de ndo existir nenhum tratamento até¢ a data, a investigagdo ndo tem
estado estagnada. Varias terapéuticas foram ja testadas, embora algumas se tenham
revelado ineficazes e os testes a outras nao tenham conseguido ficar devidamente
concluidos, mas héd no entanto terapéuticas ainda a ser consideradas para se iniciarem

ensaios clinicos. (WHO, 2015¢)

Um dos medicamentos testados foi o favipiravir, que tem a capacidade de
conseguir impedir que alguns virus que sao compostos por RNA se repliquem, através
do bloqueio da atividade da enzima RNA polimerase. (Lai et al., 2014) Este
medicamento foi testado em ensaios pré-clinicos, onde mostrou até alguma eficacia em

ratos e primatas ndo humanos. (WHO, 2015¢)

Infelizmente, quando se avangou para os ensaios clinicos em humanos na Guiné
para estabelecer a sua seguranga e eficacia, que ocorreram entre Dezembro de 2014 e
Abril de 2015, concluiu-se que este medicamento nao ¢ tdo benéfico como se pretendia,
principalmente em pessoas com uma virémia muito alta, tendo ocorrido 60 mortes,
numa amostra de 111 pessoas. (Sissoko et al., 2016) De qualquer das formas, este
estudo ndo permitiu tirar conclusdes esclarecedoras acerca da sua eficacia, pelo que

mais estudos seriam necessarios. (Sissoko et al., 2016)
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Outro medicamento testado foi o Zmapp, que ¢ um medicamento que contém
uma mistura de 3 anticorpos monoclonais que advém das plantas de tabaco, sendo o seu
principal objetivo impedir o avango do virus. (Mapp Biopharmaceutical, 2015) O
Zmapp ¢ um medicamento que tem como alvo a GP1, sendo capaz de inibir as ligacdes
que o virus estabelece com a célula hospedeira, impedindo deste modo a proliferagao
viral. (Vuillet-a-Ciles, Rogez & Buxeraud, 2015; (National Institute of Allergy and

Infectious Diseases, 2015)

Nos ensaios pré-clinicos ja tinha revelado ser promissor, uma vez que conseguiu
fazer com que nos casos em que o medicamento tinha sido dado até¢ 5 dias depois de

contrairem a infecdo, todos os macacos rhesus recuperassem. (Qiu et al., 2014)

O Zmapp chegou mesmo a ser usado em humanos, mesmo antes de ser
comprovada a sua eficacia e seguranca em ensaios clinicos, devido a situagdes de

emergéncia. (NIAID, 2015)

No entanto, quando em 2015 o Zmapp foi submetido a esses ensaios clinicos
em 72 pessoas na Libéria, Serra Leoa, Guiné e Estados Unidos (National Institute of
Allergy and Infectious Diseases, 2016), os resultados apresentados por este
medicamento parecem nao ter sido suficientes, tendo sido considerados inconclusivos.
(WHO, 2016g) Isto porque era necessario o ensaio ser composto por uma amostra de
doentes muito maior, cerca de 200, o que nao foi de todo possivel uma vez que a
epidemia comegou a estagnar. (NIAID, 2016) Além disso, apesar do Zmapp ter sido
bem tolerado, os ensaios tinham como objetivo verificar se este tratamento juntamente
com as medidas de suporte basicas iria diminuir o nimero de mortes entre os doentes
em comparacdo com as medidas de suporte sozinhas e os resultados revelaram que a
diferenca das taxas de mortalidade entre as duas situacdes era pouco significativa,
apesar desta taxa ter sido menor no grupo de pacientes qu recebeu o Zmapp. (NIAID,

2016)

Também foi tentada a utilizagao de transfusdes de sangue de sobreviventes, mais
precisamente de plasma convalescente, que seria composto por anticorpos
neutralizantes, de modo a conferir imunidade passiva a quem recebesse essas

transfusoes. (Lai et al., 2014; Griensven et al., 2016)
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Os ensaios clinicos para comprovar a seguranca ¢ eficicia deste tratamento
foram levados a cabo na Guiné, onde ocorreram entre Fevereiro e Agosto de 2015.

(Griensven et al., 2016)

E de salientar que antes das transfusdes serem efetuadas, o nivel de anticorpos

presentes no plasma era desconhecido. (Griensven et al., 2016)

A conclusdo a que se chegou apds a realizacao destes ensaios foi que apesar de
nao terem ocorrido reacdes adversas severas na maioria das pessoas que foram sujeitas
as transfusdes, também nao foi registada uma diferenga substancial na taxa de
sobrevivéncia entre as pessoas sujeitas € nao sujeitas ao tratamento com o plasma
convalescente. (Griensven et al., 2016) Na verdade, a probabilidade de morrer foi
apenas 20% mais baixa nas pessoas que receberam as transfusdes, tendo esta

discrepancia de valores sido considerada pouco relevante. (Griensven et al., 2016)

Outro tratamento submetido a ensaios clinicos foi o TKM-130803, que ¢
composto por nanoparticulas lipidicas de pequenos RNAs interferentes (Dunning et al.,
2016), que sdo basicamente pequenas sequéncias de RNA que tém a capacidade de
clivar o RNA do virus, fazendo com que deste modo ele ndo se consiga multiplicar.
(WHO, 2015f) Este tratamento ¢ uma nova formulagdo do TKM-100802, que tinha
como alvos a RNA polimerase e a VP35, proteinas virais envolvidas na transcri¢ao e
replicacdo do virus, além da VP35 estar ainda envolvida na supressdao da resposta
imunitaria. (Dunning et al., 2016) A diferenca ¢ que esta nova formula¢do sofreu
alteragdes em alguns nucledtidos para se tornar mais especifico ao virus responsavel
pelo surto do oeste de Africa. (Dunning et al., 2016) O TKM-100802 tinha sido ja usado
em 2014, em 2 pessoas infetadas, que acabaram por sobreviver, sem ficar com sequelas
graves, mas o mérito deste tratamento ficou por esclarecer, ndo sé pelas condi¢des
limitadas em que foi usado mas também porque envolvia simultaneamente o plasma
convalescente e os cuidados basicos de suporte. (Kraft et al., 2015) Além disso, foi

ainda sujeito a ensaios clinicos de fase 1 em 2015. (WHO, 2015f)

Uma vez que esta tecnologia tinha ja demonstrado muito bons resultados em
primatas ndo humanos (Dunning et al., 2016), o medicamento TKM-130803 acabou por
receber destaque da Organizagdo Mundial de Saude para serem efetuados ensaios

clinicos, mas também ele acabou por se revelar pouco util para os doentes. (WHO,
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2016g) Isto porque, no decorrer da segunda fase dos ensaios clinicos, em 2015, este
tratamento que foi administrado por via intravenosa, apenas em adultos, ndo mostrou
aumentar a sobrevivéncia das pessoas do estudo, que na sua maioria se encontravam em
estado grave, comparativamente com os numeros de sobrevivéncia ja existentes da

doenga. (Dunning et al., 2016)

Um dos varios medicamentos que tinham também sido priorizados pela
Organizag¢ao Mundial de Satde em 2015 foi por exemplo o MIL-77, que ¢ uma mistura
de anticorpos monoclonais produzidos em células do ovario de hamsters chineses e que
nos ensaios pré-clinicos mostrou ter uma eficicia semelhante ao Zmapp em alguns

primatas nao humanos, tendo passado pela fase I dos ensaios clinicos. (WHO, 2015f)

O AVI-7537, um oligonucledtido de RNA antisense, que ndo permite que o
virus se replique através do ataque a VP24, e que em primatas ndo humanos demonstrou
aumentar a probabilidade de sobreviver em cerca de 50 a 60%, teve também a atengdo
da Organizagdo Mundial da Saude. (WHO, 2015¢) No entanto, este medicamento ndo

chegou a comecar a fase I dos ensaios clinicos. (ClinicalTrials.gov, 2013)

Outro medicamento priorizado foi 0 BCX-4430, que ¢ um analogo da adenosina
capaz de bloquear a RNA polimerase, interferindo assim na transcri¢do e replicagao do
virus. (BioCryst Pharmaceuticals, 2016) Este ¢ um medicamento que completou a fase

I dos ensaios clinicos. (ClinicalTrials.gov, 2016)

Inicialmente o medicamento antivirico brincidofovir foi também considerado
como uma possibilidade de tratamento da doenga por virus Ebola. (Médicos Sem
Fronteiras, 2015) Este medicamento estd envolvido por exemplo no tratamento de
patologias desencadeadas pelo citomegalovirus, uma vez que consegue bloquear a
replicagdo de virus compostos por DNA. (Vuillet-a-Ciles et al., 2015) Apesar do virus
Ebola ser composto por RNA, haveriam indicios que o medicamento também teria
beneficios terapé€uticos in vitro na doenga provocada por este virus. (Vuillet-a-Ciles et
al., 2015) No entanto, os testes clinicos foram descontinuados devido a diminuicdo da
incidéncia da doenca e consequente falta de doentes para o avango dos ensaios.

(Médicos Sem Fronteiras, 2015)

Medicamentos nao tdo importantes foram por exemplo a azitromicina, que

chegou também a ser testada em ensaios pré-clinicos mas este antibidtico apenas
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apresentou uma taxa de sobrevivéncia entre os zero e os seis por cento em porquinhos

da india, as chamadas cobaias. (WHO, 2015¢)

A amodiaquina, um anti-malarico que ndo demonstrou quaisquer vantagens no
tratamento da doenga por virus Ebola em ratos foi ainda assim priorizada pela
Organizagdao Mundial de Saude, tendo sido levados a cabo testes em primatas ndo
humanos com o intuito de se saber mais informagdes acerca do seu contributo na
doenca. (WHO, 2015¢) Isto porque em alguns centros de tratamento do virus Ebola, a
administracdo deste medicamento ao invés da lumefantrina que estava a ser
administrada, parece estar relacionada com uma diminuicao substancial das mortes ai

ocorridas. (WHO, 2015e¢)
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9. Prevencio

A prevencao ¢ fulcral tanto para evitar o contagio individual da pessoa como
para evitar a disseminagdo da doenca, sendo que esta prevengdo pode entdo ser
realizada através de varias medidas, quer pela populacdo em geral, quer pelos

profissionais de saude.

A nivel individual, as principais medidas bésicas que uma pessoa deve seguir em
caso de estar perto de pessoas infetadas com o virus seja porque vive, trabalha ou viajou
para um dos locais afetados ¢, por exemplo, evitar o contacto direto com os doentes,
vivos ou mortos € com animais, bem como com objetos que possam conter vestigios
dos seus fluidos, uma vez que o virus pode ficar ativo em objetos e superficies num
periodo de tempo que pode chegar a varios dias. (DGS, 2014b) Além disto, deve ainda
proceder a lavagem das maos com frequéncia, acompanhando esta higienizagdo com
produtos como sabdao ou antisséticos, assim como ¢ aconselhdvel cozinhar bem a
comida. (DGS, 2014c) Em caso de viagem, ¢ também muito importante que no regresso
haja uma ateng¢ado redobrada no estado de saude ao longo de 21 dias, que corresponde ao

periodo em que os sintomas surgem, em caso de doenca. (DGS, 2014c)

Em relagao aos profissionais de satide, para além de se protegerem a si proprios,
tém também a obrigacdo de zelar pela saude dos outros, existindo para isso medidas de

conteng¢do no caso de lidarem com pessoas que possuem a doenca por virus Ebola.

Os procedimentos a ter pelos profissionais de saude nos casos de suspeita ou
confirmacao da doenga € isolar a pessoa de todas as outras, com pelo menos 2 metros de
distancia (DGS, 2014b), sendo que a pessoa deve ficar numa area individual com casa
de banho anexada ao quarto, de uso exclusivo para esse doente, ou numa sala de pressao
negativa (Tseng & Chan, 2015), sendo que a porta deve estar habitualmente fechada.
(Meyers et al., 2015)

A figura 13 mostra uma unidade especial que existe nos Estados Unidos e que
serve para isolar pessoas com a doenca por virus Ebola, bem como outras doengas
infeciosas em que a possibilidade de transmissdo ¢ muito grande, sendo que este
isolamento ¢ manifestamente superior ao existente na maioria dos hospitais. (Stephens

etal., 2015)
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Figura 13- Representacio de uma unidade especial de isolamento de doencas com elevada probabilidade
de transmissdo. Esta unidade ¢ composta por quarto ¢ casa de banho a parte (1), zona de mudanga de
roupa (PPE) (2), com janelas de vidro que permitem observar o que se passa no interior do quarto e
através das quais ¢ também possivel o doente e os seus respetivos familiares comunicarem (3) ¢ um
laboratorio para realizar os testes que forem permitidos em caso de ser preciso (4). Os residuos liquidos
sdo alvo de desinfegdo, assim como os residuos descartaveis sdo sujeitos a autoclave ¢ incineragédo (5).

(Adaptado de (Stephens, et al., 2015))

Outra medida muito importante ¢ fornecer madscaras cirurgicas a todas as
pessoas suspeitas. (DGS, 2014) Se no prazo de 2 dias se obtiverem 2 resultados
negativos para a doenga por virus Ebola, o isolamento da pessoa deixa entio de ser

necessario. (Tseng & Chan, 2015)

Existem ainda outras medidas de prevengdo a ter em conta, nomeadamente

cumprir as normas de assépsia e esteriliza¢do apropriadas. (CDC, 2015¢)
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E também importante referir que nos hospitais referenciados para receber
doentes com Ebola, que sdo eles o Hospital de S. Jodo, o Hospital Curry Cabral e o
Hospital de D. Estefania (DGS, 2014b), a descontaminag¢do dos quartos e restantes
sitios onde os doentes confirmados ficaram, deve ser levada a cabo por pessoas
preparadas para o efeito, seguindo sempre as normas existentes e também de acordo
com o Grupo de Coordenagdo Local do Programa de Prevengdo e Controlo de Infe¢des
e de Resisténcia aos Antimicrobianos. (Orientacdo DGS, 2015b) Nestes casos, os
produtos geralmente utilizados na desinfe¢do sdo o etanol a 70% e a lixivia, que é a
mais aconselhada, e cuja percentagem utilizada pode ser de 1 ou 10% de acordo com a

situagdo e com o material a desinfetar. (Orientagdo DGS, 2015b)

Para se protegerem a si proprios, todos os profissionais de satide em caso de
estarem em contacto direto com uma pessoa suspeita ou confirmada de ter o virus ou em
contacto direto com os seus fluidos, devem estar devidamente equipadas com o PPE,
que engloba o equipamento mencionado na tabela 5. (Orientagdo DGS, 2015¢c) Além
disso, devem usar preferencialmente agulhas de seguranca no caso de ser necessario

realizar pungdes venosas ou procedimentos semelhantes, para evitar contaminagdes.

(Tseng & Chan, 2015)

Tabela 5- Descri¢iio do PPE contra o virus Ebola (retirado de (Orientagio DGS, 2015c¢))

Equipamento Caracteristicas Observagdes
Fato de bloco e Composto por calgas e tnica

operatorio

Fato de e Uso dnico O tamanho do fato deve
protegao e Impermeave ser ajustado a cada
integral e Com capuz incorporado e costuras rematadas e cobertas profissional.

. Prote¢ac biologica de categoria lll tipo 3B cumprindo as
exigéncias da EN 14126:2003 e protegdo contra liquidos
quimicos de acordo com EN 14605:2005+A1:2009 pescogo.

Tem que proteger
completamente o

Bata e Uso Unico

e Resistente a fluidos

e  Abertura atras

e Punhos ajustados cu com elasticos

e Comprimento até meio das pernas ou tornozelos, sem
nunca tocar no chae

Cogula e Uso dnico
e Resistente a fluidos

Touca e Uso Unicoe (tipo cirdrgica)
e Que cubra toda a cabega incluindo o pavilhdo auricular

Protecdo
respiratoria

Mascara de prote¢do FFP2 ou FFP3 sem vélvula (ou com
valvula protegida) de acordo com a EN 149:2001 (ou
equivalente)

Uso unico

Resistente a fluides
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Equipamento Caracteristicas Observagdes
ateng3o a correta
adaptagdo e selagem nos
profissionais com barba.
Devem ser seguidas as
indicagBes do fabricante.

Oculos de e Requisitos de acordo com a EN 166:2002

protegao e Lentes resistentes a impactos

e Com ajuste total & cara e anti embaciamento
e Com protegdo lateral
 Com ventiladores anti projegao
Viseira de e Requisitos de acordo com a EN 166:2002 Tem de proteger toda a

protegdo facial
total

e Usounico
e Com comprimento minimo de 24 cm e 30 cm de largura

face e pescogo.
Facil de tirar em caso de
exposi¢do acidental.

Luvas e Uso dnico Devem ser utilizadas luvas
e Impermedveis de cores diferentes para
e Pontas dos dedos texturizadas melhor disting3o entre os
 Com protegdo bioldgica e quimica, com nivel de protegdo pares de luvas.
de acordo com EN 374-2 e EN 374-3, respetivamente
e Doistipos de luvas
o  Primeiro par de nitrilo (300 mm)
o Dependendo do procedimento a realizar,
segundo par de:
. Nitrilo ou latex, que cubra com uma
boa margem o punho do fato ou bata
=  Nitrilo ou PVC’ que cubra o brago até
ao cotovelo
Calgado de uso e Sapate ou scca fechada e impermeavel Sem orificios e que
exclusivo do minimize o risco em caso
local de « Botas de borracha’ impermeaveis e antiderrapantes de exposi¢do acidental
trabalho com corto-perfurantes.
Protecdo de Cobre-botas
calgado e Usoudnico

e Resistente a fluidos
e Com cano elevado até ao nivel do joelho

9.1. Vacinas

Uma grande medida capaz de proteger contra a doenga por virus Ebola é sem
duvida a vacinagdo, apesar de atualmente ainda ndo existir nenhuma vacina disponivel.

(WHO, 2016b)

No entanto, estdo a ser investigadas diversas vacinas, sendo que existem duas

vacinas recombinantes que sdo consideradas as mais fortes candidatas. (WHO, 2016b)

Uma das vacinas referidas é composta pelo adenovirus tipo 3 de um chimpanzé
(ChAd3), cujo virus foi modificado geneticamente para expressar a proteina GP do

virus Ebola (Zaire). (GlaxoSmithKline, 2015) O que se pretendia com esta vacina era
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impulsionar a resposta do sistema imunitario de quem contraisse o virus, através dos
anticorpos ¢ das células T CDS8, sendo que nos ensaios pré-clinicos, esta vacina
demonstrou muito bons resultados em primatas ndo humanos, uma vez que lhes foi
administrada uma dose e passadas 5 semanas, foi observada uma protecao contra a

doenga por virus Ebola de 100% nestes animais. (GSK, 2015)

Em 2014, iniciaram-se entao os ensaios clinicos de fase 1, os quais constataram
que a vacina era segura € que apresentava uma boa tolerancia no Homem. (WHO,
2015f) Dado os resultados animadores da fase 1, a vacina proseguiu entdo com a
investigacao, tendo iniciado a fase 2 em 2015 na Nigéria, Mali, Senegal, Ghana e

Cameron. (WHO, 2015f1)

Relativamente a outra vacina, ¢ composta por um virus da estomatite vesicular
(VSV), que a semelhanca da vacina ChAd3-ZEBOV, foi geneticamente modificado
para expressar a glicoproteina de superficie do virus Ebola. (Henao-Restrepo et al.,

2015)

Nos estudos pré-clinicos realizados, esta vacina VSV-EBOV mostrou ser segura
para os primatas ndo humanos submetidos a imunizacdo, uma vez que ndo foi observada
qualquer toxicidade provocada pela vacina numa amostra de cerca de 80 animais.
(Agnandji et al., 2016) Além disso, mesmo tendo sido sujeitos a uma quantidade
supostamente mortal do virus Ebola Zaire, estes animais parecem ter conseguido ficar

protegidos contra o virus apenas com uma vacina. (Agnandji et al., 2016)

Procedeu-se entdo a primeira fase dos ensaios clinicos em 2014, cujos resultados
para além de terem confirmado a seguranca da vacina nas pessoas que participaram € a
sua boa tolerabilidade, tal como aconteceu com a vacina ChAd3-ZEBOV (WHO,
2015f), mostraram também que a vacina conseguiu fazer com que todas essas pessoas
tivessem produzido anticorpos contra a doenca, independentemente da dose que lhes

tinha sido administrada. (Agnandji et al., 2016)

Em 2015, a vacina VSV-EBOV foi também submetida a ensaios clinicos de fase
3 na Serra Leoa e Guiné (WHO, 2015f), sendo que do ensaio realizado na Guiné que
tinha sido iniciado em Margo desse ano, foram ja divulgadas informacdes que dao conta

da grande eficacia da vacina. (WHO, 2016h)
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Além disso, o National Institutes of Health anunciou ainda em 2015 a abertura
de um ensaio de fase 2/3 na Libéria que envolvia as duas vacinas, com o objetivo de

avaliar a sua eficacia e seguranca. (National Institute of Health, 2015)
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10. Conclusao

Ao longo dos anos foram varias as espécies que foram surgindo do virus Ebola,
umas mais patogénicas para o Homem e outras menos, sendo que a que se destacou e
assumiu maior relevancia nos surtos foi o virus Ebola Zaire, que passou a tomar a

designacio de virus Ebola.

Um virus que até a cerca de 40 anos era desconhecido, foi capaz de provocar a
morte de milhares de pessoas e gerar outros tantos casos nestes ultimos anos. Este facto
serve de alerta para novos virus que possam surgir, que apesar de inicialmente poderem
parecer nao representar um grande perigo para a saude publica, nunca devem no entanto

ser desvalorizados nem passar despercebidos as areas competentes.

O mecanismo de agdo do virus Ebola passa pela supressio da resposta do
sistema imunitario, bem como pela inducao de uma resposta inflamatoria desregulada
por parte do hospedeiro, replicando-se e disseminando-se de uma forma muito rapida e
extensa, sendo capaz de originar um quadro clinico grave, onde estdo englobadas

hemorragias, multipla falhas de 6rgaos e choque sético.

Esta ¢ uma doenga cuja probabilidade de morte ¢ bastante elevada e cuja

transmissdo pode ocorrer muito facilmente se ndo existirem os cuidados necessarios.

Por isso mesmo, saber quais as medidas de prevengao que devemos ter € da mais

extrema importancia para evitar a propagacio desta doenga provocada pelo virus Ebola.

Nao existem ainda tratamentos ou vacinas para combater a infecdo pelo virus

Ebola, apesar da investigagdo continuar em desenvolvimento.

E ainda importante salientar que existe uma grande complexidade relativamente
as interagdes do virus com os receptores do hospedeiro, que tém um papel fundamental

no tropismo viral, pelo que esta € uma area que continua também ela em investigacao.
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