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Resumo

Resumo

O virus de Marburg é um dos agentes etiologicos das febres hemorrégicas virais e o
primeiro membro da familia Filoviridae, da qual também faz parte o virus Ebola. Apesar
de ndo tdo medidtico, o virus de Marburg ja provocou um total de 12 casos/ surtos desde
que foi identificado em 1967, e pela sua patogenicidade e potencial como arma biolégica
é alvo constante de estudos com o objetivo de alargar o conhecimento sobre 0 mesmo e
desenvolver medidas de tratamento, controlo e prevencdo. Atualmente, a doenca de
Marburg ndo possui tratamento ou meio de imunizagdo e continua a ser uma ameaca na

regido subsariana de Africa.

Neste trabalho revé-se o conhecimento atual sobre o virus e a doenca de Marburg no que
concerne a epidemiologia, patogenese, diagndstico, tratamento, controlo e prevencao.
Para esta revisao consultou-se as seguintes bases de dados: PubMed, Science Direct e
SciELO; Foram lidos e analisados cerca de 142 artigos publicados entre os anos 1971 e
2016.

Palavras-chave: virus de Marburg, doenca de Marburg, epidemiologia, patogenicidade,

diagnostico laboratorial, terapéutica
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Abstract

Abstract

Marburg virus is one of the etiologic agents of viral hemorrhagic fevers and the first
member of the Filoviridae family, in which is also included the Ebola virus. Although
Marburg virus is not as mediatic, it has already caused 12 cases/ outbreaks since its
identification in 1967, and its pathogenicity and potential as a biological weapon make it
a constant target for studies, in the hope of extending the current knowledge and
developing treatment, control and prevention strategies. Currently, Marburg virus disease
does not have a treatment or vaccination and continues to represent a threat to the African
sub-Saharan region.

In this paper is exposed the present knowledge about the epidemiology, pathogenicity,
diagnosis, treatment, control and prevention. To the substantiation of this review, the
following databases were consulted: PubMed, Science Direct e SciELO; About 142
papers from 1971 to 2016 were read and analyzed.

Keywords: Marburg virus, Marburg virus disease, epidemiology, pathogenesis, diagnosis,

treatment



Virus de Marburg: Epidemiologia, Patogenicidade, Diagnostico Laboratorial e Terapéutica



indice

indice
INAICE 08 FIQUIAS. ......vviieeecececeete ettt 7
INAICE 08 TADEIAS ...ttt enen s s 8
Lista de Abreviaturas € ACIONIMOS ......eeiveeiieiiieiieesee e e seeesee e e sbe e e neeseeesreeaes 9
Caracteristicas Gerais doS FIlOVITUS ..........ccoiiiiiiiiieiic e 13
FamMilia FIOVIFIOAE .....vveeiie e 13
Estrutura e Replicagdo dos FIlOVIIUS..........cccviiiiiiiiiiieeee e 16
GENEIO MArDUIGVITUS ...ttt ettt nneas 17
GENEIO EDOIAVITUS. ....c.vieiiiieciie ettt raa e 18
GENEIO CUBVAVITUS .....vveeeiieeeeiiieeeieeeeieeeesteeeessaeeesstaeessteaeantaaeassaeeesseaeeaneeeesnseeennsenens 19
Classificacdo Molecular e Estrutura Viral do Virus de Marburg............c.ccccovenee. 21
g (0] =11 T 1 2 PR 23
PROTEING NP ...ttt 24
PrOtEING VPAD ...ttt 25
ProteiNa VP35 ...t 26
PrOteiNG VP30 .. .ottt 27
e (01 (=T o U PR P PP UPPPR 27
PrOEING VP24 ...ttt 27
(O Tod o [T R T o] [ Tox: Uo¥: Lo PSSR SPRRUSRTIS 28
T o] Lo (=10 0T T0] (o]0 - USROS 31
Origem e distribuicdo geografica dos surtos de infecdo por MARV ..........ccccceevveenn 31
Ocorréncias de infecdo POr MARYV ........oiiiiiii e 31
THANSIMISSAD ...ttt ettie et stee ettt et e ettt et e e bt e e sb e et eebe e e nb e e s beeebeeasbeeateaenbeeanbee e 37
RESErvatOrio ANIMAL..........ooiiiiiieie e 38
PALOGEINESE ...ttt e e e e e e et e e e e et e e e areeearaaeanns 41
ManifestacBes CHNICAS..........ccuviiiiie e 45
Diagnostico Laboratorial ............cccueioiiii i 49



Virus de Marburg: Epidemiologia, Patogenicidade, Diagndstico Laboratorial e Terapéutica

NIVEL dE SEQUIANGA. ... eitieiieiie ittt ettt nee s 50
TEFAPEBULICA ...ttt ettt ettt nbe e 53
Desenvolvimento de NOVas terapBULICAS..........ccuveiureriieriieiiie s 53
PrevenGao € CONTIOI0.........oiiiiiiieie e 57
DesenvolVIMENTO A& VACINGS. .......ccuiiiiiiiieiie ettt 60
CONSIAEraGOES FINGIS. .....cccuviiiiiiiieiiie ettt 64
Referéncias BibIIOGIrATICAS .........oiiriieiie e 65



indice de Figuras

Indice de Figuras

Figura 1 — Organizacdo esquematica da familia Filoviridae.............ccocoiiiiiiiinnnnn, 13
Figura 2 — Representacdo grafica da estrutura dos filovirus. ..........ccccoocvieiiiiniinnnenn, 16
Figura 3 - Organizacdo esquematica do genoma do virus de Marburg. ...........ccccce...... 21
Figura 4 — Organizacdo esquematica do virido do virus de Marburg. ..............cccevenee. 22
Figura 5 — Imagem do virus de Marburg por microscopia eletronica...............ccccoe...... 23
Figura 6 — Representacdo esquematica do ciclo de replicacdo do MARV. ................... 29
Figura 7 — Distribuicdo geogréafica da localizagdo dos surtos de MARV................c...... 33
Figura 8 — Esquema de transmiss@o do virus de Marburg. ........c.cccooevevvienieiiinnieeninenn 38

Figura 9 — Morcego da espécie Rousettus aegyptiacus, reservatorio animal do virus de

A= T 1] USSR 39
Figura 10 — Cronologia da sintomatologia associada a doenca de Marburg.................. 45
Figura 11 — LesBes dermatologicas em individuo com doenca de Marburg.................. 46
Figura 12 — Exantema maculopapular em individuo com doenca de Marburg.............. 47
Figura 13 — Hiperémia conjuntival em individuo com doenca de Marburg .................. 47

Figura 14 — Suporte visual utilizado para educar a populacdo em regides de surtos. .... 58

Figura 15 — Esquema da estratégia de prevencao e controlo de surtos de Ebola e Marburg,

segundo a Organizacdo Mundial de Salde. ............ccccvveivire i 60



Virus de Marburg: Epidemiologia, Patogenicidade, Diagndstico Laboratorial e Terapéutica

indice de Tabelas

Tabela 1 — Resumo das caracteristicas dos virus da familia Filoviridae ...................... 14

Tabela 2 — Histdrico de surtos e casos de MARYV desde a sua identificacdo em 1967 até



indice de Abreviaturas e Acronimos

Lista de Abreviaturas e Acrénimos

ADN Acido Desoxirribonucleico

ALT Alanina Aminotransferase

ARE Antioxidant Responsive Elements

ARN Acido Ribonucleico

ARNmM Acido Ribonucleico mensageiro

AST Aspartato Aminotransferase

BDBV Virus Bundibugyo

BSL Biosafety Level

CAdVax Vacina de Adenovirus Complexo

CCL (C-C motif) ligand

CDC Center for Disease Control and Prevention
CXCL1 (C-X-C motif) ligand 1

DM Doenca de Marburg

dsARN Acido Ribonucleico de cadeia dupla
EBOV Virus Ebola

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
ESCRT Endosomal Sorting Complexes Required for Transport
EUA Estados Unidos da América

eVP40 Proteina VP40 do virus Ebola

FHCC Febre Hemorragica de Crimeia-Congo
FHSR Febre Hemorragica com Sindrome Renal
FHV Febre Hemorragica Viral

IFN Interferdo

IL Interleucina

IL-1RA Interleukin-1 Receptor Antagonist

IRF Interferon Regulatory Factor



Virus de Marburg: Epidemiologia, Patogenicidade, Diagndstico Laboratorial e Terapéutica

ISG IFN Stimulated Gene

JAK Janus kinase

KEAP1 Kelch-Like ECH-Associated Protein 1
LLOV Virus Lloviu

MARV Virus Marburg

ME Microscopia Eletronica

MLR Mucin-Like Region

MPS Monocyte Phagocyte System

mVP40 Proteina VP40 do virus de Marburg

NPC1 Niemann-Pick disease type C1

NRF2 Nuclear Factor (Erythroid-derived 2)-like 2
OMS Organizagdo Mundial de Saude

PAMP Padrbes Moleculares Associados a Patogénios
QENP Queen Elizabeth National Park

RAVV Virus Ravn

RESTV Virus Reston

RLR RIG-I-Like Receptor
rNAPC2 Proteina Anticoagulante c2 de Nematode Recombinante
RRP Recetores de Reconhecimento de Padrdes

RT-LAMP  Reverse Transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification

RT-PCR Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction

rvSsv Vacina Recombinante de Virus da Estomatite Vesicular Atenuada
SPB Special Pathogens Branch

SPHV Sindrome Pulmonar por Hantavirus

STAT Signal Transducer and Activator of Transcription

SUbDV Virus Sudan

TAFV Virus Tai Forest

10



indice de Abreviaturas e Acronimos

TNF Fator de Necrose Tumoral

VEE Virus da Encefalite Equina Venezuelana
VLP Virus-Like Particle

VVSPB Viral Special Pathogens Branch

11



Virus de Marburg: Epidemiologia, Patogenicidade, Diagnostico Laboratorial e Terapéutica

12



Capitulo I — Caracteristicas Gerais dos Filovirus

CAPITULO |

Caracteristicas Gerais dos Filovirus
Familia Filoviridae

A familia Filoviridae é uma das quatro familias que constituem a ordem
Mononegavirales, e inclui trés géneros — Marburgvirus, Ebolavirus e o mais
recentemente identificado, Cuevavirus — com um total de oito virus de elevada viruléncia
(Figura 1) (Kuhn et al., 2014; Martina & Osterhaus, 2009; Rougeron, Feldmann, Grard,
Becker, & Leroy, 2015; Saphire, 2013). Todos os virus desta familia sdo genémica e
morfologicamente idénticos e diferenciam-se das restantes familias da ordem
Mononegavirales — Rhabdoviridae, Paramyxoviridae, Bornaviridae — nao so pelo genoma
de ARN ndo segmentado e particularmente longo, mas também pela morfologia
filamentosa e com configuragdes singulares. Outras das caracteristicas particulares dos
filovirus € a infecdo restrita de mamiferos, a presenca de uma proteina (VP24) exclusiva
da familia, e codbes de iniciacdo e terminacdo da transcrigdo singulares (Kuhn et al.,
2010).

Ordem
Mononegavirales

‘ Familia Filoviridae ‘
L J
PR — p T ) p— R,
' |

Género Marburgvirus

‘ Género Ebolavirus Género Cuevavirus ‘

L J L Y J L J
/:l:\ s 1 ~ I 1 ~ s 1 ~ s 1 ~ ~ 1 ~ -~ I ~
Espécie Espécie Espécie Espécie Espécie Tai Espécie Espécie
Marburg Zaire Sudan Bundibugyo Forest Reston Lloviu
marburgvirus ebolavirus ebolavirus ebolavirus ebolavirus ebolavirus cuevavirus

J

. - -+ & @ |
‘ Virus ‘ ‘ Virus ‘ ‘ Virus ‘
Sudéo Reston Lloviu

Virus
Floresta Tai

Virus
Bundibugyo

\ J

Virus Ebola

‘ Virus Virus Ravn

Marburg

Figura 1 — Organizacao esquematica da familia Filoviridae (Kuhn et al., 2010)

Outra singularidade do genoma dos filovirus, relativamente as familias homdlogas, sdo
as sobreposicoes de genes e uma fase de leitura aberta que codifica a proteina VP24,
inexistente nos restantes mononegavirus (Kuhn et al., 2010). Na tabela 1 encontram-se as

caracteristicas do virido e genoma dos virus da familia Filoviridae.
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Tabela 1 — Resumo das caracteristicas dos virus da familia Filoviridae (H. Feldmann, Slenczka, &
Klenk, 1996; Martina & Osterhaus, 2009; Pan American Health Organization, 2003; Rougeron et al., 2015;
Saphire, 2013)

Familia Filoviridae

Largura 80 nm
Comprimento 1-14 pm
o Peso 4,5 x 10° kDa

Virido .
Involucro Sim
Forma Filamentosa
Configuracao ‘U’, circulo ou ‘6’ (Figura 2)
Acido nucleico ARN
Estrutura Cadeia simples linear, ndo segmentado
Polaridade )

Genoma
Tamanho =19 kb
Morfologia da capside | Helicoidal
Genes NP, VP30, VP24, VP40, VP35, L e GP

Trata-se de virus zoonoéticos — transmissiveis ao homem atraves de animais vertebrados
—, No entanto, até a data, ainda ndo ha certeza sobre o animal reservatorio destes géneros,
apenas suspeita de algumas espécies de morcegos. Os filovirus sdo facilmente
transmitidos, atraves de contato direto com fluidos corporais, como sangue, urina e suor
entre outros (Martina & Osterhaus, 2009).

Os filovirus tém um periodo de incubacdo no homem de 2 a 14 dias, apés o qual
rapidamente aumentam a carga viral, sendo que, em média, a morte acontece no décimo
sexto dia ap0s inicio da sintomatologia (Saphire, 2013). A infecéo por esta familia resulta
em Febre Hemorréagica Viral (FHV) e os surtos, normalmente ocorrentes na Africa
subsariana, estdo associados a taxas de mortalidade de 90%, tomando uma dimensao
assustadora por advirem de virus sem qualquer opcdo de imunizacdo ou tratamento
especifico apds infecdo (Bausch et al., 2007; Bausch, Sprecher, Jeffs, & Boumandouki,
2008; Martina & Osterhaus, 2009; Moyen et al., 2015; Warren, Warfield, Wells,
Swenson, et al., 2010).

14
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A FHV é uma doenca provocada por um leque de virus altamente patogénicos em que o
individuo afetado desenvolve uma sindrome de falha multiorganica com hemorragias
graves generalizadas. Este termo ndo s6 define geralmente a doenga provocada pelos
filovirus, mas também por outros virus patogénicos que também tém a capacidade de
provocar hemorragias graves em individuos infetados, todos referidos na lista da Special
Pathogens Branch (SPB). Incluidos estdo o virus Ebola, virus da febre do vale do Rift,
virus da encefalite da carraca, virus da febre de Lassa, virus Nipah, virus Hendra, virus
da febre hemorréagica de Crimeia-Congo (FHCC), virus da coriomeningite linfocitaria,
virus de Alkhurma, virus da doenca da floresta de Kyasanur, virus da febre hemorragica
de Omsk, virus de Chapare, virus Lujo, Hantavirus causador de febre hemorragica com
sindrome renal (FHSR) e de sindrome pulmonar (SPHV) (Centers for Disease Control
and Prevention, 2013). Os primeiros sinais de FHV sdo mais abruptos quando se tratam
de infecGes por EBOV, MARV e FHCC — agente etioldgico da febre hemorragica de
Crimeia-Congo, uma zoonose viral com taxas de mortalidade por volta dos 50%,
pertencente a familia Bunyaviridae —, no entanto, durante as primeiras semanas o doente
pode ndo aparentar a doenca fisicamente. (Chinikar et al., 2009; Fhogartaigh & Aarons,
2015)

Devido a elevada patogenicidade, a facil disseminacéo e a elevada taxa de mortalidade
associados aos seus surtos, todos os filovirus tém elevado potencial como arma bioldgica.
Estes estdo classificados como agentes de bioterrorismo de categoria A pelo
Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos (U.S. Department of
Health and Human Services — HHS) e o0 seu manuseamento em laboratdrio esté restrito a
instalacGes de nivel 4 de biosseguranca (BSL-4) (Lin et al., 2015; Piercy, Smither,
Steward, Eastaugh, & Lever, 2010; Sarwar, Sitar, & Ledgerwood, 2010).

N&o s6 os filovirus, mas também todos os agentes etiologicos de FHV estdo ao abrigo de
um programa de estudo e monitorizacdo criado pelo Centro de Controlo de Doencas e
Prevencdo (CDC) —agéncia do Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados
Unidos que se foca em doencas infeciosas e de outras etiologias, sadde ocupacional, satde
ambiental, promocao da saude e prevencdo, entre outros —, 0 Viral Special Pathogens
Branch (VSPB). O VSPB tem varios objetivos como a assisténcia a epidemias, estudos
epidemioldgicos para detecédo, prevencdo e controlo de patogénicos, investigacdo a nivel
da patogenicidade, fisiopatologia, tratamento e cura de tais infecdes. Também atua como

consultora de investigacdes nacionais e internacionais no seu ambito, colabora com a
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OMS como centro de referéncia para investigacdo de febres hemorragicas virais. Tem
ainda um papel importante na educacdo e informacdo do publico (Centers for Disease
Control and Prevention, 2013; Centers for Disease Control and Prevention, National
Center dor Emerging Zoonotic Infectious Diseases, & Division of High-Consequence
Pathogens and Pathology, 2013).

Estrutura e Replicacéo dos Filovirus

Figura 2 — Representacao grafica da estrutura dos filovirus (adaptado de (Banadyga, Dolan, & Ebihara,
2016)) Todos os virus da familia Filoviridae tém em comum a morfologia e a constituicdo proteica. Tratam-
se de virus com forma U, circulo ou “6” (como demonstrado na figura) e genoma de ARN com
nucleocapside helicoidal. As proteinas NP, L VP30 e VP35 constituem o complexo da nucleocapside, a

VP40 e VP24 sdo proteinas de matriz e a GP é a proteina de superficie pertencente ao invélucro viral.

O genoma de ARN possui sete genes que se encontram separados por regides intragénicas
ndo traduzidas. A nucleocapside é constituida pelas proteinas estruturais NP, VP30, L e
VP35. A matriz que envolve a nucleocapside é formada pelas proteinas VP24 e VP40,
interligando-a ao invélucro (Figura 2). O invélucro é essencialmente constituido por
glicoproteinas na sua superficie, as proteinas virais (GP) que formam espiculas com cerca
de 7nm de comprimento, intervaladas entre si por 10nm, inserindo-se na camada
bilipidica que tem origem na membrana citoplasmatica celular. O involucro € essencial
para ligacdo do virido a célula hospedeira e posterior entrada do virus na célula (Albarifio
et al., 2015; H Feldmann, Klenk, & Sanchez, 1993; Kiley, 1988).

A replicacdo dos Filovirus € iniciada pela ligacdo do invélucro viral a célula hospedeira,

por meio da interacdo da proteina GP com recetores e coreceptores da membrana da célula
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hospedeira, resultando na entrada do virus por endocitose. Apds a entrada do virus na
celula hospedeira, ocorre a fusdo do invélucro viral com a membrana endossomal que
desencadeia a libertacdo das proteinas e genoma virais para o citoplasma da célula onde
se realiza a replicacdo do virus propriamente dita. A transcricdo da molécula de ARN
viral é feita pelo complexo VP35 e L (Takada, 2012).

Sdo produzidas, a partir do genoma viral, copias de ARN viral positivas que
posteriormente servirdo de molde para a sintese da molécula de ARN viral final com
polaridade negativa. Simultaneamente, na membrana citoplasmética da célula hospedeira,
as moléculas completas de ARN viral, ja encapsuladas pelas proteinas NP e VP30, séo
ligadas as proteinas VP40 e GP, sendo de seguida incorporadas em particulas virais
(Takada, 2012).

Género Marburgvirus

O género Marburgvirus, foco desta revisao, foi identificado em 1967 e inclui uma Unica
espécie denominada Marburg marburgvirus (previamente conhecida como Lake Victoria
Marburgvirus) com duas variantes identificadas, o virus de Marburg (MARYV) e o virus
Ravn (RAVV) (Kuhn et al., 2014).

O MARYV, também referido como virus de Marburg, € o foco desta revisdo sendo que sera

discutido mais a frente em pormenor.

O Ravn virus foi identificado em 1987 no Queénia, ap6s um adolescente de 15 anos de
nacionalidade dinamarquesa ter demonstrado sintomatologia caracteristica da infecdo por
MARYV. O adolescente acabou por falecer 10 dias depois apds terem sido tomadas as
medidas disponiveis (Bausch et al., 2006; Tukei, 1988). A origem da infecdo ficou por

determinar com certeza.

Depois disso apenas reemergiu em 1999 em Durba (Republica Democratica do Congo),
com um caso identificado no meio de um surto de MARV (Bausch et al., 2006). Em 2007,
foi identificado mais um caso de infecdo por RAVV no Uganda, com origem em uma
mina de chumbo (Adjemian et al., 2011; Towner et al., 2009).

O RAVV ja foi isolado a partir de morcegos Rousettus aegyptiacus oriundos de cavernas
no Uganda, 0 que sugere que esta espécie possa ser um reservatorio natural dos

Marburgvirus. No entanto ndo ha ainda confirmagdo quanto ao reservatorio do RAVV,
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bem como os meios de transmissao para humanos (Wahl-Jensen et al., 2013). Outro ponto
crucial que fica ainda por definir na caracterizagdo deste virus é o seu periodo de
incubagdo (Johnson et al., 1996).

As manifestacdes clinicas da infecdo por RAVV assemelham-se as da infecdo por
MARV: cefaleias, febre, prostracdo, vOmitos, nauseas e anorexia seguidas de
hematoquesia, hipotensdo equimoses, leucocitose e trombocitopenia. Em uma fase mais
avancada do quadro clinico aparecem delirios, cianose, hipotensdo severa, febre elevada,
alteracdo da cascata de coagulacdo, choque hipovolémico e consequentemente morte.
Resultados de autdpsia revelaram hemorragias ao nivel das mucosas conjuntivas e
gastrointestinais, pulmdes, traqueia, clrtex renal, bexiga e epicardio, juntamente com

edema retroperitoneal e efusdes na pleura, pericardio e peritdnio (Johnson et al., 1996)

Género Ebolavirus

O género Ebolavirus foi o segundo a ser identificado, depois do Marburgvirus, no ano de
1976, apos dois surtos simultdneos no Zaire (atualmente denominado Republica
Democratica do Congo) e Sudédo. A origem da infe¢do no Zaire comegou numa pequena
vila e rapidamente foram detetados multiplos casos por todo o pais, resultando do surto
318 casos reportados com uma taxa de mortalidade de 89% (Kuhn et al., 2014; Le Guenno
et al., 1995). No mesmo espaco de tempo no Suddo, o nimero de casos alcangou o0s 284,
53% dos quais resultaram em morte (Le Guenno et al., 1995). O novo virus foi
denominado de Ebola por ser o nome do rio onde foi identificado, localizado a norte da
Republica Democratica do Congo, sendo este incluido na espécie Zaire ebolavirus (Fauci,
2014).

Este é o género da familia Filoviridae que mais espécies inclui. O virus Ebola (EBOV) é
0 Unico membro da espécie Zaire ebolavirus. Foi identificado em 1976 e é definido como
0 mais virulento do género, com uma taxa de mortalidade de 90% (Kugelman et al., 2015;
Takada, 2012). O virus Sudan (SUDV) pertence a espécie Sudan ebolavirus. Este virus
foi identificado em 1976, num surto que inclui casos de SUDV e EBOV, e € o0 segundo
virus mais perigoso, com taxas de mortalidade a atingir os 50% (Jun et al., 2015;
Kugelman et al., 2015). O virus Bundibugyo (BDBV) pertence a espécie Bundibugyo
ebolavirus, a mais recente do género, e foi identificado em 2007 no Uganda. E o terceiro

virus do género mais letal, com taxas de mortalidade na ordem dos 40% (Kugelman et
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al., 2015; Kuhn et al., 2014; Towner et al., 2008). O virus Tai Forest (TAFV), da espécie
Tai Forest ebolavirus, foi identificado em 1994 na Costa do Marfim, apds uma et6loga
ter sido infetada através da realizacdo de uma autdpsia a um cadaver de chimpanzé. Este
virus esta associado apenas a dois casos de infecdo e de nenhum deles resultou a morte
do individuo (Geisbert & Feldmann, 2011; Le Guenno et al., 1995; Takada, 2012).
Finalmente, o virus Reston (RESTV), da espécie Reston ebolavirus, foi identificado em
1989 nos EUA, a partir de macacos importados das Filipinas. Até a data, este foi 0 Gnico
virus do género que ndo provocou doenca em humanos e apenas foi isolado em primatas
(M. E. Miranda et al., 1999; M. E. G. Miranda et al., 2002; Takada, 2012).

Os Ebolavirus so transmitidos atraves de um vetor que ainda permanece por confirmar.
No entanto, sabe-se que apés a infecdo o virus permanece no organismo de 2 a 21 dias
em incubacdo, sendo que depois desse periodo a sintomatologia inicia-se. Quanto as
manifestacdes clinicas, variam com a espécie mas geralmente sdo caracterizados por um
sindrome gripal numa fase inicial, seguido de falha multiorgénica que se manifesta por
prostracdo, anorexia, nauseas, vomitos, diarreia, dispneia, tosse, edema, cefaleias,
desorientacéo, petéquias, equimoses, entre outros. Todas estas patologias podem conduzir
ao coma, sépsis e eventualmente, a morte. Por as manifestacdes clinicas serem
maioritariamente comuns a todas espécies, a identificacdo do virus ndo pode ser feita

apenas pela observacao de sintomatologia (Feldman & Geisbert, 2011).

A infecdo por Ebolavirus ndo tem tratamento especifico. A intervencdo medica passa pelo
isolamento dos doentes e cuidados médicos direcionados a sintomatologia, sendo que o
resultado do tratamento estd muito dependente do diagnostico rapido (Khan et al., 1999;
Tomori et al., 1999).

Género Cuevavirus

O Cuevavirus € o género mais recente da familia Filoviridae e inclui, até a data, o virus
Lloviu (LLOV) da espécie Lloviu cuevavirus com um virus integrante. A sua
identificacdo foi feita em 2002 em Espanha, ndo tendo origem em Africa, pelo que é o
primeiro filovirus em que tal acontece (Kuhn et al., 2014; Negredo et al., 2011; Ng et al.,
2014; Rougeron et al., 2015) .
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Este novo virus foi incluido nos filovirus pela sua estrutura gendémica que é caracteristica
dos restantes. Possui genoma de ARN cadeia simples linear de 19kb de comprimento com
as setes proteinas também integrantes dos Ebolavirus e Marburgvirus, L, GP, NP, VP35,
VP40, VP30 e VP24. A diferenca a nivel gendmico reside nas proteinas VP24 e L que
nos Cuevavirus sao ambas expressas por um Unico gene, enquanto nos restantes filovirus

cada proteina possui um unico gene codificante (Negredo et al., 2011).

O LLOV assemelha-se mais ao género Ebolavirus e até que partilham a mesma origem
(Maruyama et al., 2014). O seu genoma difere do virus Marburg (variante Musoke) em
cerca de 50% (Negredo et al., 2011).

A familia Filoviridae tem sido largamente detetada em morcegos e, até a identificacdo do
LLOV era considerada avirulenta. Contudo o virus LLOV causa infecdes letais para os
morcegos da espécie Miniopterus schreibersii, que se pensa ser o reservatorio deste virus
(Negredo et al., 2011; Rougeron et al., 2015).

Até a data ainda nenhum caso de infecdo por LLOV em humanos foi reportado pelo que
ainda nao se sabe com certeza se este novo virus é patogénico em humanos ou primatas
(Albarifio et al., 2015).
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CAPITULO Il

Classificacdo Molecular e Estrutura Viral do Virus de Marburg

Trata-se de um virus com involucro, que cobre toda a capside, didmetro uniforme de
aproximadamente 80nm, comprimento médio de 740nm e 4,2 x 10° kDa de peso
molecular. O virido pode adquirir a forma de ‘U’, ‘6’ ou de um cajado (Figura 5)
(Kolesnikova, Muhlberger, Ryabchikova, & Becker, 2000; Muhlberger et al., 1992;
Wijesinghe & Stahelin, 2016). O genoma de ARN n&o segmentado é de cadeia simples e
polaridade negativa, sendo um virus de classe V segundo a classificacdo de Baltimore
(Baltimore, 1971). O genoma do MARYV tem comprimento médio de 19.1 kb e contém
sete genes que codificam para sete proteinas estruturais (Figura 3) (Heinz Feldmann et
al., 1992; Kolesnikova et al., 2000; Muhlberger et al., 1992).

VRNA 3= Srafipedcp  >—fvpag{vpzd> L >

Figura 3 - Organizacdo esquemaética do genoma do virus de Marburg (retirado de (Albarifio et al.,
2015)). Genoma de ARN com sete genes, NP, VP35, VP40, GP, VP30, VP24 e L, codificantes das

respetivas proteinas estruturais.

As proteinas codificadas pelo genoma viral do MARYV sdo semelhantes as dos restantes
filovirus. O genoma viral possui genes que codificam para sete proteinas incluindo a
nucleoproteina (NP) que forma um polimero e se associa ao ARN viral adotando uma
forma helicoidal (Figura 4). Associado a este complexo ribonucleoproteico, também
designado de nucleocéapside, estd a proteina L, uma polimerase do ARN ARN-
dependente, bem como a proteina VP35, cofator da polimerase e a proteina VP30,
ativadora da transcricdo. A inclusdo do genoma viral num complexo ribonucleoproteico
favorece a sua protecdo contra a degradacdo enzimatica e detecdo por parte de recetores
de reconhecimento de padrbes (RRPs), proteinas do sistema imunitario do hospedeiro
responsaveis pelo reconhecimento de padrdes moleculares associados a patogénios
(PAMPs) (Muhlberger, Tfering, Klenk, & Becker, 1998; Thompson, Kaminski, Kurt-
Jones, & Fitzgerald, 2011; Wenigenrath, Kolesnikova, Hoenen, Mittler, & Becker, 2010).
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Nucleoproteina (N)

VIRIAO _ . Proteina VP30

Proteina

Proteina L

Proteina VP24
Proteina VP40

Figura 4 - Organizagdo esquemdtica do virido do virus de Marburg (retirado de
http://flipper.diff.org/app/items/6734) O virido do MARV ¢é constituido por sete proteinas estruturais: as
proteinas N, L, VP30 e VP35 que integram o complexo proteico da nucleocapside viral, de forma helicoidal;
as proteinas de matriz VP24 e VP40, situadas entre a nucleocapside e o involucro; e a proteina GP, Unica

proteina do involucro presente na superficie do virido.

O complexo ribonucleoproteico esta rodeado por uma matriz constituida pelas proteinas
VP40 (proteina major) e VP24 (minor). A VP40 participa na libertacéo do virus para fora
das ceélulas e antagoniza o interferdo. A VP24 é responsavel pela maturacdo da
nucleocapside e também participa na libertacédo viral. Rodeando esta particula existe um
involucro de natureza glucidica-lipidico-proteica constituido por uma membrana lipidica
derivada da célula hospedeira e pela glicoproteina GP1,2, que forma espiculas de 7-10
nm que se projetam para o exterior do involucro. A GP1,2 medeia a ligacdo do virus aos
recetores celulares, indispensavel para a entrada do virus nas células (Koehler et al., 2016;
Warren et al., 2016).

Cada um dos sete genes tem presente um sinal de iniciacdo de transcricdo e um sinal de
terminacdo, e entre eles uma fase de leitura aberta compreendida entre regifes 3’ e 5’ nao
traduzidas. Os genes podem estar separados por regides intergénicas ou pelos sinais de
iniciacdo ou terminacdo do gene posterior ou anterior, respetivamente. Estas juncdes de
genes podem estar sobrepostas em algumas regides e sdo uma caracteristica de todos 0s
filovirus (Muhlberger, 2007).
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Existe ainda informacéo insuficiente sobre as proteinas do MARV e as suas interagdes e
funcbes, quando comparado com outros virus que estdo exaustivamente estudados. A
importancia do estudo das proteinas estruturais reside no facto de representarem um
potencial alvo ou meio de agdo da terapéutica, uma vez que Sao intervenientes cruciais
em todos os processos de infecdo viral. Apresento de seguida 0 que se constatou até a

data sobre as proteinas estruturais do virus de Marburg.

Figura 5 - Imagem do virus de Marburg por microscopia eletronica (retirado de

https://publichealthwatch.wordpress.com/2014/10/07/man-dies-from-ebola-like-marburg-virus-in-uganda/)

Proteina GP 1,2

A proteina GP € a Unica proteina de superficie e esta localizada no involucro do virus,
tendo a responsabilidade de estabelecer o primeiro contato com a célula hospedeira,
mediando a ligacdo e fusdo viral (Wijesinghe & Stahelin, 2016; Will et al., 1993). E
produzida a partir do gene GP numa poliproteina, fortemente modificada por glicosilacgéo,
acetilacdo e fosforilagdo durante a passagem no reticulo endoplasmatico e de seguida
clivada no trans Golgi network pela furina, ou outra protéase do tipo furina, no
aminodacido 435. Deste processo resultam duas subunidades, GP1 e GP2, ligadas por uma
ponte dissulfureto (Becker, Klenk, & Muhlberger, 1996; H. Feldmann, Will, Schikore,
Slenczka, & Klenk, 1991; Funke, Becker, Dartsch, Klenk, & Muhlberger, 1995; Sanger,
Mihlberger, Lotfering, Klenk, & Becker, 2002).
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A subunidade GP1, que é maioritariamente extracitoplasmaética, € a mediadora da ligacéo
ao recetor da célula hospedeira. O principal recetor do virus de Marburg e também do
virus Ebola parece ser a proteina membranaria NPC1 (Niemann-Pick disease, type C1)
cuja principal funcdo € ser um transportador do colesterol nos mamiferos (Carette et al.,
2012).

A subunidade GP2 possui um péptido de fusdo na sua porcao extracelular e é responsavel
pela fusdo das membranas viral e celular. A subunidade GP2 dos filovirus possui um
dominio imunossupressor capaz de induzir a morte de linfocitos e neutraliza a fungdo das
citocinas. Nao se sabe ainda se este dominio imunossupressor existe na GP2 do MARV
(Koellhoffer et al., 2012; Yaddanapudi et al., 2006).

Apos identificacdo do alvo viral, a proteina GP liga-se aos recetores e coreceptores de
membrana da célula, desencadeando o processo de entrada do virus por endocitose. A
adesd@o a celula é mediada por uma regido especifica da proteina GP1,2, a mucin-like
region (MLR), localizada no seu terco médio (Wijesinghe & Stahelin, 2016). Esta regido
é comum a todos os filovirus mas a sua estrutura é variavel, o que leva a crer que a sua
funcdo ndo seja transversal a toda a familia Filoviridae (Maruyama et al., 2014; Saphire,
2013). Pensa-se ainda que a proteina GP2 tenha um papel importante na antagonizacao
dateterina, uma proteina antiviral ativada por meio do interferdo que bloqueia a libertagéo

de virus da célula (Jouvenet et al., 2009).

Proteina NP

A nucleoproteina NP ¢ codificada pelo gene NP e é a proteina que envolve o genoma,
fazendo parte da nucleocapside viral. Esta desempenha um papel crucial na forma
helicoidal caracteristica deste virus (Kolesnikova et al., 2000). A proteina NP é capaz de
formar estruturas tubulares helicoidais in vitro, na auséncia de todas as outras proteinas
intervenientes e de genoma viral, cimentando a sua importancia. Sabe-se também que 0s
seus 390 residuos N-terminais bastam para se formar a estrutura helicoidal da
nucleocéapside (Bharat et al., 2011; Kolesnikova et al., 2000).

N&o sé esta proteina € o centro da formacgéo e estrutura da nucleocapside, como tambem
é a principal proteina viral, pois forma ligacGes com todas as restantes, desempenhando

papéis importantes em cada interacdo (Ver (Becker, Rinne, Hofsdss, Klenk, &
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Muihlberger, 1998)). Através da sua ligacéo as proteinas VP35, VP30 e VP24, direciona-
as para os corpos de inclusdo® formados no citoplasma da célula (Bamberg, Kolesnikova,
Moller, Klenk, & Becker, 2005). Outra interacdo da NP realiza-se com a matriz (VP40),
facilitando o transporte de nucleocépsides para a membrana plasmaética, apos a sua
formacéo (Dolnik, Kolesnikova, & Becker, 2008; Dolnik et al., 2010).

A proteina NP é fosforilada nos residuos de serina e treonina agrupados em sete regides
da extremidade COOH, e s6 ap6s fosforilacdo € incluida nos virides. Acredita-se que a
fosforilagdo da NP tem também um papel importante na transcricdo viral (Dicarlo,
Biedenkopf, Hartlieb, KluBmeier, & Becker, 2011).

Proteina VP40

A proteina da matriz VP40 é a maior proteina do virido e sustém todo o invdlucro viral.
E dotada de variados papéis importantes na invasio e replicacdo viral. Esta proteina é
codificada pelo terceiro gene do genoma do MARYV (gene com designacdo homologa)
(Dolnik et al., 2008; Koehler et al., 2016).

A mVP40 (proteina VP40 do MARV) difere da eVP40 (proteina VP40 do EBOV) em
66% dos aminoacidos (Koehler et al., 2016; Wijesinghe & Stahelin, 2016).

As tirosinas existentes na regido aminoterminal estdo fosforiladas e esta é uma
caracteristica importante para que exerca a sua funcdo de conducao das nucleocapsides
para os locais de libertacdo (Dicarlo et al., 2011). Possui ainda um motivo PPPY que se
destaca pela capacidade de mediar o processo de libertacdo viral ao interagir com regides
do complexo Endosomal Sorting Complex Required for Transport (ESCRT) (Urata &
Yasuda, 2010).

Por si s6, em células de mamifero, a VP40 da origem a virus-like particles (VLPs) que
sdo quase indistinguiveis de viribes, o que é consistente com um papel importante ao nivel

da formacdo dos virides (Wenigenrath et al., 2010; Wijesinghe & Stahelin, 2016).

Outra funcdo que € desempenhada pela VP40 é a inibicdo da resposta imunitaria do
hospedeiro por inibicdo da sinalizacdo do IFN através do bloqueio do mecanismo de

sinalizacdo JAK-STAT. A VP40 é capaz de bloquear a fosforilacdo das cinases JAK, que

! Corpo de inclusdo — Agregados de proteinas virais presentes no citoplasma ou ntcleo da célula hospedeira,
que se formam em locais de replicacéo viral
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ativam as proteinas STAT1 e STAT2, e assim desencadeiam a expressdo de genes
estimulados pelo IFN (ISGs) que ativam moléculas antivirais capazes de regular o
processo de sinalizagdo do IFN (Schoggins, 2014; Valmas et al., 2010).

Pensa-se que o0 alvo da VP40, relativamente a inibigdo imunitéria, € a JAK1 embora ainda

ndo esteja completamente definido o mecanismo (Valmas et al., 2010).

Proteina VP35

A proteina VP35 é codificada pelo segundo gene do MARV, com designacdo homéloga,
e tem funcbes importantes na transcricdo e replicacdo do genoma viral bem como na

imunossupressao do hospedeiro (Xue, Zheng, Zhang, Cui, & Zhang, 2014).

A replicacéo viral necessita da presenca do complexo proteico VP35-NP que promove a
ligacdo da proteina L a nucleocapside a fim de se iniciar a replicacdo (Muhlberger et al.,
1998).

A VP35 tem capacidade de impedir a sinalizagao do virus por parte de PAMPs — padrdes
moleculares associados a patogénios, conjuntos de moléculas produzidas pelos
patogénicos que alertam o sistema imunitario do hospedeiro da invaséo, por identificacao
por parte dos recetores de reconhecimento de padrdes (RRP), presentes em determinadas
células —, sinalizadas pela presenca de sequéncias de ARN de cadeia dupla (dsARN),
produzidas durante a replicacdo do MARV. Como consequéncia ndo ocorre fosforilacao
dos IRF3 e IRF7, fatores de regulacdo do interferdo que desencadeiam a sua resposta.
Este facto esta comprovado, pois uma mutacdo induzida nos recetores do dsARN
reduziram as ligacOes por eles estabelecidas e consequentemente a atividade do IFNP foi
potenciada (Albarifio et al., 2015; Edwards et al., 2016; Ramanan et al., 2012; Xue et al.,
2014).

Adicionalmente, através da inibicdo da sinalizacdo do RLR (RIG-I-like receptor) esta
proteina consegue impedir a maturacdo das células dendriticas e 0 seu consequente

funcionamento (Bosio et al., 2003).
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Proteina VP30

A proteina VP30 é codificada pelo quinto gene do MARV e faz parte do complexo
proteico da nucleocapside, juntamente com as proteinas NP, L e VP35 (Becker et al.,
1998).

Até a data sabe-se que esta proteina desempenha papéis na transcricéo e replicacdo. Em
experiéncias in vitro ndo demonstrou ser essencial, no entanto, num ensaio em que foi
reduzida a expressao de VP30 verificou-se a diminuic&o de sintese proteica viral (Fowler
et al., 2005; Wenigenrath et al., 2010).

Uma caracteristica potencialmente importante desta proteina é a presenca de um dominio
desconhecido de C3H1-Zn, também presente na proteina homéloga (VP30) do EBOV.
No EBOV este motivo € indispensavel a transcricdo, no entanto no MARYV a funcdo deste
dominio ainda ndo foi identificada (Modrof, Becker, & Miihlberger, 2003).

Proteina L

A proteina L é codificada pelo sétimo gene do MARYV, 0 gene L, tem um peso molecular
de 267 kDa, e ¢ uma ARN polimerase ARN-dependente com a funcdo de catalisar a
transcricdo dos genes do virus e replicacdo, a partir do ARN (Muhlberger et al., 1992;
Volchkov et al., 1999). Juntamente com as proteinas VP35 e NP, forma um complexo
ARN-dependente necessario para iniciar a transcricdo e replicacdo. A proteina L € a

componente maioritaria deste complexo (Muhlberger et al., 1998).

Adicionalmente, a proteina L participa no capping da terminagdo 5° do ARN mensageiro
viral, pois possui atividade como metiltransferase e guaniltransferase, que sdo enzimas

catalisadoras (Messaoudi, Amarasinghe, & Basler, 2015).

Todos os virus de classe V — virus ARN de cadeia simples ndo segmentados — tém
presente esta proteina. O estudo da proteina L levou a concluir que tem uma sequéncia de

aminodcidos altamente conservada (Poch, Blumberg, Bougueleret, & Tordo, 1990).

Proteina VP24

A proteina VP24 ¢ codificada pelo sexto gene do genoma viral do MARYV e localiza-se

entdo em varias regides do virido, ligada a membrana celular da célula hospedeira,
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distribuida pelo citoplasma, inserida em inclusbes com nucleocapsides e também
associada a nucleocépsides livres. (Bamberg et al., 2005; Brauburger, Hume, Muhlberger,
& Olejnik, 2012)

Esta proteina tem um papel importante na libertacdo de particulas virais (VLPS) em
cenario de infecdo viral e suspeita-se que é também responsavel pela maturacdo de
nucleocapsides e mediacdo da sua ligacdo a recetores nas membranas plasmaticas
(Bamberg et al., 2005)

Outra funcdo da VP24 ¢ a sua ligacdo a proteina KEAP1 (Kelch-like ECH-Associated
Protein 1), impedindo que esta interaja com 0 NRF2 (Nuclear Factor (Erythroid-derived
2)-like 2) e promova a sua degradagé@o. Assim sendo, ocorre a acumulacéo de NRF2 junto
ao nicleo da célula hospedeira, consequente expressao de genes com elementos de
resposta antioxidante (ARE), que promove a recuperacao de células sob stress oxidativo.
Esta acdo da VP24 permite prolongar a sobrevivéncia de células infetadas e dar
continuidade a replicacéo viral (Edwards et al., 2014).

Ciclo de Replicagao

A entrada do MARV na célula hospedeira inicia-se com a ligacdo da proteina GP a
proteina membranar NPC1, que tem o papel de mediadora do processo de entrada.
Existem estudos que pdem a hipotese de outro tipo de recetores facilitarem a entrada do
MARYV nas células, como lectinas do tipo C, ou de pelo menos representarem um pequeno
papel no processo, no entanto ndo ha evidéncia e por isso ndo sdo referidas (Cara &
Autelli, 2014; Matsuno et al., 2010). O MARYV possui tropismo para uma vasta gama de
células, como macrdfagos, monaocitos, células dendriticas, fibroblastos, células de
Kupffer, hepatdcitos, células endoteliais e epiteliais (Hartman, Towner, & Nichol, 2010;
Hensley et al., 2011).

Na figura 6 esta representado o processo de replicacdo viral na célula hospedeira. Apos
ligacdo da proteina GP ao recetor da célula hospedeira, 0 MARV desencadeia 0 processo
de macropinocitose, um subtipo de endocitose, através do qual o virus entra na célula pela
formacdo de uma vesicula resultante da invaginacdo da membrana celular. Este processo
é ndo seletivo e representa um mecanismo de entrada para virus e outros patogénios (Lim

& Gleeson, 2011). Ainda esta por esclarecer o0 mecanismo exato de macropinocitose e as
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moléculas do hospedeiro que nele participam, uma vez que os estudos realizados nesse
sentido utilizaram uma forma alterada do MARYV para que fosse possivel o trabalho em
laboratorio de nivel de seguranca 2. As proteinas de membrana caveolina e clatrina
mostraram resultados promissores como mediadoras mas estes resultados carecem ainda
de confirmacéo (Bhattacharyya, Hope, & Young, 2011; Empig & Goldsmith, 2002).

Acredita-se que simultaneamente & endocitose do MARV, ocorra a clivagem da
subunidade GP1 da proteina GP do invélucro, o que leva a exposi¢do do seu dominio de
ligacdo ao recetor NPC1, parte do processo de invasdo viral (Chandran, Sullivan, Felbor,
Whelan, & Cunningham, 2005).
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Figura 6 — Representacdo esquematica do ciclo de replicacdo do MARYV (adaptado de (Messaoudi et
al., 2015)) O processo de replicacdo inicia-se com a ligacdo da proteina GP do MARV a membrana da
célula hospedeira e através de macropinocitose entra na célula no interior de um endossoma, onde a proteina
GP é clivada pelas protéases celulares catpsina B e L. De seguida, a GP ja clivada interage com a proteina
NPC1 para se realizar a fusdo das membranas viral e endossomal, com posterior libertacdo de
ribonucleocapsides no citoplasma da célula. Ja no citoplasma, o genoma de ARN viral é transcrito e depois
replicado, originando sequéncias complementares que servirdo de molde para sintese do genoma de
polaridade negativa, na qual participam as proteinas NP, VP35 e L. Simultaneamente ocorre a traducdo das
proteinas virais. Os viriGes sdo entdo montados na membrana plasmética, com incorporacdo das

nucleocapsides contendo 0 genoma sintetizado, e das proteinas traduzidas, para serem libertados.
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A fase final da entrada do MARYV na célula hospedeira é a fuséo, onde a subunidade GP2
da proteina GP desempenha o papel principal. Em meio &cido, a membrana desta
subunidade sofre alteracfes e desencadeia a fusdo do virido com as membranas
endolisossomais, e a nucleocépside € libertada no citoplasma da célula (Koellhoffer et al.,
2012).

Com a nucleocépside ja no citoplasma, ocorre a descapsidacédo e a transcri¢do de genes é
iniciada, com participacdo das proteinas NP, VP35 e L. Dela resultam sete ARNm que
sdo posteriormente capped em 5’ e poliadenilados em 3°, de seguida traduzidos para as
diferentes proteinas virais. O ARN gendémico é replicado em ARN genémico de
polaridade positiva que serve de molde para a sintese de novos genomas, que Sao

encapsulados nas nucleocapsides dos novos virides.

As nucleocapsides formadas sdo entdo transportadas até ao local de libertacdo na
membrana, onde estdo ancoradas as glicoproteinas GP. Este processo inicia-se quando a
nucleocapside se associa a membrana plasmatica da célula hospedeira, sendo envolvida
por esta até se dar a libertacdo de virides para o exterior da célula. Este processo €
desencadeado pela proteina de matriz VP40, responsavel por recrutar ao local as
nucleocapsides, e a proteina GP, por meio do transporte vesicular COPII. E ainda por

induzir a formacéo e libertacdo de virides.

O processo de libertacdo de particulas virais, mediado pela proteina VP40, inicia-se com
o alinhamento das nucleocapsides junto a membrana citoplasmatica. A libertacdo de
virides ¢ feita através de filopodia — protusfes da membrana plasmatica constituidas
principalmente por actina, utilizadas por células para sondar o ambiente que as rodeia —
que facilita o processo de libertacéo viral para outras células por mediacdo de contacto
entre células feito pela prépria filopodia, dependente da estrutura de actina. As
nucleocapsides alinhadas inserem-se nas protusdes da membrana plasmaética e sdo
libertadas para o exterior da célula (Kolesnikova, Bohil, Cheney, & Becker, 2007; Mattila
& Lappalainen, 2008; Welsch et al., 2010)

A replicacdo e transcricdo do MARV ainda carece de muito estudo e algumas das

hipdteses sdo adaptadas de conclusdes tiradas a partir de estudos do EBOV.
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CAPITULO III

Epidemiologia
Origem e distribuicdo geogréafica dos surtos de infecdo por MARV

A origem das infecGes humanas por MARYV tém, até a data, sido restritas ao continente
africano, mais precisamente a regido subsariana (Zehender et al., 2016). Na figura 7 pode-
se observar a distribuicdo geogréfica dos surtos de MARYV, desde a sua identificacdo em
1967, na Alemanha e Sérvia, até aos dias de hoje.

Uma andlise filogenética a sequéncias gendmicas de MARYV isoladas ao longo dos anos
concluiu que o MARV se divide em duas clades > com diferenca genética de
aproximadamente 6%. Adicionalmente, 0 MARV parece apresentar padrbes de
surgimento de casos, como casos isolados a serem reportados anos antes de um surto, ou

longa duracéo de epidemias (Zehender et al., 2016).

A maioria as sequéncias genomicas analisadas estdo presentes na caverna Python e nas
minas Kitaka (referidas mais a diante) suporta a afirmacdo de que o Uganda € o local de

origem do virus de Marburg (Zehender et al., 2016).

Outro estudo, este realizado com o objetivo de prever areas de possivel aparecimento de
casos, com base em ocorréncias anteriores e caracteristicas ambientais das localizaces,
concluiu que adicionalmente as regides ja identificadas como endémicas para o virus de
Marburg, o sul da Etiépia, Tanzania, Mogcambique, Zambia e algumas zonas da Africa do

Sul podem vir a ser locais de aparecimento de novos casos (Peterson & Samy, 2016).

Ocorréncias de infe¢cdo por MARV

No ano de 1967 foi identificado o virus de Marburg em 32 trabalhadores de laboratorios
farmacéuticos, na Alemanha (Marburg e Frankfurt) e antiga Jugoslavia (Belgrado), que
demonstraram sinais de febre e hemorragia interna, acabando por falecer sete dos trinta e
dois infetados (Martina & Osterhaus, 2009). Concluiu-se que a relacdo entre todos 0s
individuos afetados foi o contacto com sangue de macacos Cercopithecus aethiops
importados do Uganda, e que revelaram resultados positivos para presenca de ARN viral.

A infecdo dos individuos durante a realizacdo de autdpsias aos cadaveres dos macacos

2 Clade — grupo de organismos com origem a partir de um ancestral comum e exclusivo
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que estavam a ser utilizados no desenvolvimento e producdo de vacinas contra a
poliomielite. Apos confirmacéo de que se tratava de um novo virus, foi nomeado de virus
de Marburg por ter sido a cidade com maior nimero de casos reportados (Lin et al., 2015;
Rougeron et al., 2015).

A primeira ocorréncia de infecdo por MARYV a ser reportada ap6s a sua identificacdo
demorou oito anos e teve origem no Zimbabué. Desde entdo o0 MARV foi responsavel
por quatro surtos a somar a multiplos casos isolados (Pigott et al., 2015; Rougeron et al.,
2015). Em 1975, na Africa do Sul, foi descrito o segundo caso de infe¢do por MARV em
dois turistas que durante a sua estadia visitaram as grutas Chinhoyi, no distrito Makonde,
Zimbabué, onde possivelmente tiveram contato com morcegos. No total originou trés
casos, dois turistas e um profissional de satde, e um dos individuos infetados acabou por
falecer (Amman et al., 2012).

Em 1980, no Quenia, um homem deu entrada no hospital com sintomas do que depois se
confirmou ser febre hemorragica provocada pelo MARV e ndo resistiu a infecdo. O
médico que o assistiu foi infetado no decorrer da prestacdo de cuidados, no entanto
conseguiu recuperar e a situacao foi contida sem que houvesse mais casos. Pensa-se que
a origem tenha sido nas grutas de Mt. Elgot, conhecidas pela grande populacdo de

morcegos de varias espécies (Amman et al., 2012; Smith et al., 1982).

Em 1998 surgiram novamente casos de infecdo por MARV em Durba, Republica
Democratica do Congo, num grupo de mineiros de uma mina de ouro e o surto alargou-
se por contagio dos familiares e amigos. O surto durou dois anos a ser declarado extinto,
no ano 2000. No total deu origem a 128 mortes de 154 casos reportados, com uma taxa
de mortalidade de 83%. Durante o surto foram identificadas mais de nove estirpes do
MARYV em individuos infetados, o que sugere que o surto ndo foi iniciado a partir de um
unico foco pois € pouco provavel que tenha sido atingido um nivel de diferenciacéo

genética tdo avancado no espaco de tempo em questdo (Bausch et al., 2006).

Até entdo o MARYV era associado a taxas de mortalidade mais baixas que o EBOV e por
iSs0 as investigacOes eram maioritariamente dirigidas parao EBOV (Amman et al., 2012;
Rougeron et al., 2015).
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Figura 7 - Distribuigdo geografica da localizagdo dos surtos de MARV (adaptado de
http://www.cdc.gov/vhf/marburg/outbreaks/distribution-map.html) ~ Quénia, = Uganda, = Republica

Democrética do Congo, Angola e Africa do Sul sdo os paises onde, até 2014, ocorreram surtos provocados

pelo virus de Marburg. Neste mapa ndo se encontram representados os casos isolados.

O maior surto de MARV, até aos dias de hoje, ocorreu quatro anos depois, de 2004 a 2005
em Angola, com 329 mortes e taxa de mortalidade de 88%. Este surto foi associado a um
estabelecimento de satde em Uige, no entanto a origem ficou até hoje por determinar
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(Amman et al., 2012; Rougeron et al., 2015). Em anélise aos virus causadores deste surto,
uma vez que as sequéncias virais presentes nas amostras recolhidas se revelaram
altamente conservadas, foi possivel concluir que o surto foi iniciado por um Unico
individuo infetado que transmitiu o virus a terceiros, desencadeando o surto (Bausch et
al., 2006).

Entre 2007 e 2008 foram reportados 6 casos isolados de infecdo por MARYV no Uganda
(Rougeron et al., 2015). Em Julho e Setembro de 2007, foram identificados novos casos
de MARYV em trabalhadores das minas de ouro de Kitaka. Quando analisada a populacao
de morcegos, nomeadamente de R. aegyptiacus, foram identificadas 5 estirpes do virus
de Marburg, demonstrando a capacidade de coexisténcia de vérias estirpes dos virus numa
mesma populacdo e até entre a mesma espécie animal (Amman et al., 2012; Towner et
al., 2009). Em Dezembro do mesmo ano, um turista americano visitou a gruta Python,
localizada no Parque Nacional Rainha Isabel (QENP) no Uganda, e foi infetado pelo
virus. A sintomatologia apenas se revelou quando este ja tinha regressado ao seu pais,

onde foi assistido e acabou por recuperar com sucesso (Amman et al., 2012).

Em Junho de 2008, ocorreu um novo de caso de MARV também com origem na gruta
Python, no Uganda. No seguimento da visita a esta gruta, um turista holandés foi infetado
e acabou por falecer, sem contagio a terceiros. A gruta Python ja foi extensivamente
estudada por ter sido identificada como epicentro de multiplos casos de infecdo por
MARYV e ser conhecida a sua grande populacdo de R. aegyptiacus. Numa investigacdo ao
local de origem do surto, foi analisada a populacdo de morcegos R. aegyptiacus da
caverna Python, no Uganda, e foi confirmada a presenca de anticorpos anti-MARV, ARN
e genoma viral em ensaios ELISA, RT-PCR e isolamento viral, respetivamente (Amman
et al., 2012).

O ultimo surto datou de 2012 no Uganda, quando foram identificados 23 casos de infecdo
por MARV dos quais resultaram 15 mortes, com uma taxa de mortalidade de 65%
(Rougeron et al., 2015).

A 6 de Outubro de 2014, o Ministério da Satde do Uganda reportou um caso de MARV
em que o individuo afetado acabou por falecer na sequéncia da infe¢cdo. No seguimento
desta ocorréncia, durante trés semanas foram seguidos 197 individuos, identificados por
terem estado em contato com o individuo infetado, mas todos foram confirmados

negativos para o virus. A 13 de Novembro de 2014 o Ministério da Saude do Uganda
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declarou o caso isolado e a situagdo contida. Este foi o dltimo caso de infe¢cdo por MARV
(Centers for Disease Control and Prevention, National Center for Emerging and Zoonotic
Infectious Diseases, & Division of High-Consequence Pathogens and Pathology, 2014;
Centers for Disease Control and Prevention, National Center for Emerging and Zoonotic
Infectious Diseases, Division of High-Consequence Pathogens and Pathology, & Viral
Special Pathogens Branch, 2014).

A tabela 2 resume o historico de surtos e casos de MARYV desde a sua identificagdo em
1967 até ao presente ano. O virus de Marburg tem sido associado a menores taxas de
mortalidade e menor nimero de surtos ou casos quando comparado com 0s virus do
género Ebolavirus, no entanto, analisando dados objetivos, os nimeros tem diferido cada
vez menos com o avancar dos anos (Polonsky et al., 2014; Rougeron et al., 2015).

Tabela 2 — Historico de surtos e casos de MARYV desde a sua identificacdo em 1967 até 2016

NUmero de infetados/

Ano Localizagao Origem )
Taxa de mortalidade (%)
Marburg,
Uganda

Alemanha

Frankfurt, .
1967 Uganda 31/23 (Martina & Osterhaus,

Alemanha 2009)

Belgrado,

o Uganda
Seérvia
1975 Africa do Sul Zimbabue 3/33 (Amman et al., 2012)
1980 Quénia Quénia 2/50 (Amman et al., 2012)
1998-2000 DRC DRC 154 /83 (Bausch et al., 2006)
2004-2005 Angola Angola 252 / 88 (Amman et al., 2012)
2007 Uganda Uganda 425 (Rougeron et al., 2015)
2008 USA Uganda 1/0 (Amman et al., 2012)
2008 Holanda Uganda 1/100 (Amman et al., 2012)
2012 Uganda Uganda 23 /65 (Rougeron et al., 2015)
(Centers for Disease

2014 Uganda Uganda 1/100 Control and Prevention,

2014)
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O fator comum a todos estes surtos ou casos € a associagcdo a uma regido de cavernas ou
local com populagdo densa de morcegos. Muitos dos individuos visitaram uma caverna
nos dias anteriores ao inicio de sintomatologia, sendo que quando analisadas as cavernas

existe a confirmacao de presenca de populagdes de morcegos (Amman et al., 2012).
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CAPITULO IV

Transmissao

A infecdo por MARYV, uma zoonose, é primariamente transmitida a humanos através de
um reservatorio animal, 0 morcego da espécie Rousettus aegyptiacus, apesar de ainda
permanecerem dlvidas se sera esta a Unica espécie de morcego ou animal com o
proposito. O meio de contagio de humanos e primatas esta ainda por definir, podendo
acontecer por meio de fluidos do animal, como fezes ou mesmo aerosséis, ou com ajuda
de um vetor, possivelmente atraves de aberturas na pele ou contato com mucosas (Figura
9) (Centers for Disease Control and Prevention, 2014, 2014).

Sabe-se que 0 MARYV causa infecdo em primatas, no entanto ndo houve, até a data, casos
reportados com origem de infecdo identificada em primatas fora de ambiente laboratorial
pelo que ainda € hipotético se estes transmitem ou ndo a infecdo a humanos em
circunstancias ndo experimentais (Pigott et al., 2015). Tanto quanto se sabe, 0s primatas
sdo tdo suscetiveis a infecdo do MARV quanto os humanos, pois estes ndo tém a
capacidade de criar uma resposta imunitaria suficiente e acabam por ceder face a sua

viruléncia.

A transmissdo deste virus ocorre quando ha contato com o ARN viral e portanto, todos
as estruturas e fluidos em que o virus se replica ou esta presente sdo possiveis fontes de
infecdo. A transmissao horizontal entre humanos acontece através do contato direto com
tecidos ou fluidos contendo genoma viral como sangue, vomito, urina, fezes, suor, leite
materno, saliva, secrecdes respiratorias e semen. A pele também é fonte de infecdo, uma
vez que foi detetado material viral em esfregacos de pele. Ap6s a morte do individuo
infetado, o virus mantém-se ativo no organismo aumentando a janela de infecdo e
colocando em risco todos 0s que entram em contacto com o cadaver, representando outra
forma de contéagio. No entanto, a transmissao do virus ndo é possivel quando a infecédo se
encontra em periodo de incubacdo (Lin et al., 2015; Martina & Osterhaus, 2009; Piercy
et al., 2010).

Por comprovar estdo 0s contagios por exposi¢do de mucosas, provado em primatas, e via
aerossol, que foi constatado experimentalmente (Allaranga et al., 2010; Piercy et al.,
2010).
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Spillover dynamics

Intra- and inter-

'_"““? ? species
\-/ ? transmission

Figura 8 — Esquema de transmissao do virus de Marburg (adaptado de (Olival & Hayman, 2014)) O

Reservoir dynamics

morcego é o reservatorio animal do MARYV e é a partir dele que se realiza o contagio de primatas e humanos,
através de um meio de contagio que ainda é desconhecido (considerando-se a hipdtese de um vetor). As
linhas azuis representam a possivel relacdo entre o reservatorio e hospedeiro, as linhas vermelhas
representam a transmissdo entre hospedeiros (primatas e humanos) e as linhas laranja representam a
transmissao entre hospedeiros humanos. Linhas a tracejado representam relagdes desconhecidas e 0s pontos

de interrogacdo representam hipéteses por confirmar.

Reservatorio Animal

A suspeita de que o reservatorio animal seria uma ou varias espécies de morcegos foi
sendo fomentada com mdaltiplas observacdes. Os morcegos apresentaram sempre uma
relacdo com os varios locais de origem de casos. Sendo este virus caracterizado por surtos
em regides endémicas localizadas na Africa subsariana, o seu reservatorio natural tem de
ser um animal caracteristico dessas regifes. Estudando a localizacdo geogréafica dos
surtos, o MARV é caracteristico de regides secas e arenosas de Africa. Outra
caracteristica destes surtos é a relacdo que os individuos infetados tém com visitas a
grutas, que se sabe serem ocupadas por variadas espécies de morcegos (Peterson, Lash,
Carroll, & Johnson, 2006). E quando confrontados periodos de transmissao com periodos
de reproducdo de morcego verifica-se algumas intersecdes, porém insuficientes como

prova irrefutavel (Swanepoel et al., 2007).

Adicionalmente, com a detecdo de anticorpos anti-MARYV, bem como de sequéncias
gendmicas em morcegos R. aegyptiacus, a teoria de que esta espécie seria um reservatorio

foi fundamentada (Towner et al., 2007). Mais tarde, quando foi isolado o virus a partir de
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tecidos dos morcegos R. aegyptiacus (Figura 10), concluiu-se que esta espécie de

morcego seria o reservatério do virus de Marburg (Towner et al., 2009).

Figura 9 — Morcego da espécie Rousettus aegyptiacus, reservatério animal do virus de Marburg

(retirado de http://www.zoochat.com/1201/egyptian-fruit-bat-rousettus-aeqyptiacus-305333/)

Além da espécie R. aegyptiacus, outras especies como Hypsignathus monstrosus,
Epomops franqueti e Myonycteris torquata continuam a ser estudadas como possiveis
reservatorios (Centers for Disease Control and Prevention, 2014, 2014; Leroy, Gonzalez,
& Baize, 2011; Towner et al., 2007). Estas espécies de morcegos tém a capacidade de
permanecer saudaveis aquando da entrada do virus no seu organismo, suportando a sua
replicacdo com resposta imune adequada, tornando-as um reservatorio e meio de

transmissdo eficaz (Olival & Hayman, 2014).

O MARYV foi isolado a partir de R. aegyptiacus saudaveis de cavernas distintas, e em
analise concluiu-se que o genoma era compativel com os isolados em individuos
infetados, sendo outro facto que suporta o seu papel como reservatorio (Swanepoel et al.,
2007).

A identificacdo do MARV em morcegos R. aegyptiacus foi feita em algumas regides da
Africa subsariana, nomeadamente nas minas de Kitaka no Uganda, nas minas de
Goroumbwa na Republica Democratica do Congo e em certas regides do Gabdo e

Zimbabué. Os virus identificados em cada um destes locais estdo na sua maioria
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relacionados em termos evolutivos, mesmo que geograficamente os locais possam distar
entre si até 2000 km. Esta relacéo € consistente com a mobilidade de R. aegyptiacus pela

regido subsariana (Centers for Disease Control and Prevention, 2014, 2014; Towner et
al., 2009).
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CAPITULO V

Patogénese

A patogénese do MARV ndo esta ainda extensivamente estudada, e a maioria das
conclusbes e hipoteses existentes derivam de estudos conduzidos em laboratério com

animais, principalmente primatas.

Aquando da entrada do MARYV no organismo, por lesdes na pele ou mucosas, este revela
um tropismo para as células do monocyte phagocyte system (MPS): mondcitos,
macréfagos, células dendriticas e células de Kupffer; Estando provado que a proliferagdo
do MARYV ¢ feita atraves destas mesmas células. Outros alvos séo as células endoteliais
e hepatdcitos, segundo estudos em modelos animais. Estudos mostraram que 0 MARV
tem grande afinidade com os tecidos linfoides — ganglios linfaticos e baco — e figado, por
serem os tecidos com maior nimero de lesdes quando analisados em individuos com febre
hemorrégica por MARV. A invasdo das células, com rapida replicacdo viral, supressdo
da resposta imunitaria e desequilibrio vascular, desencadeia a doenga de Marburg — febre
hemorréagica que provoca alteracbes a nivel respiratorio, gastrointestinal, vascular e
neuroldgico, e que afeta humanos e primatas (Hartman et al., 2010; Hensley et al., 2011;
World Health Organization, 2012).

Um estudo efetuado em macacos da espécie Macaca fascicularis concluiu que o MARV
invade primeiramente os mondcitos, macréfagos e células dendriticas e progressivamente
as células hepaticas, seguindo-se as células endoteliais (Hensley et al., 2011). A invasédo
dos mondcitos, macrofagos e das células dendriticas concede ao MARV acesso a
circulacdo linfatica e facilita a disseminacéo do virus pelo organismo. Através da linfa, o
MARYV alcanca o figado e o baco onde invade mais macréfagos, células dendriticas e
células de Kupffer para se replicar. A consequéncia € o aumento das transaminases
hepéaticas — aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) — e

posteriormente necrose tecidular (Mehedi, Groseth, Feldmann, & Ebihara, 2011).

A coagulopatia disseminada observada no quadro clinico deste virus pode estar
relacionada com o tropismo hepatico, visto que alguns dos fatores de coagulacdo sao
produzidos no figado (Mehedi et al., 2011).

Os monacitos sdo as células fagocitarias em maior nimero na corrente sanguinea, o que

pode explicar a rapida propagagdo do MARYV no organismo e os valores elevados de carga
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viral (Stroher et al., 2001). O MARYV foi detetado em mondcitos de macacos cinomolgos
(Macaca fascicularis) dois dias ap6s infecdo (Fritz, Geisbert, Geisbert, Hensley, & Reed,
2008). A invasdo viral dos mondcitos e macrofagos provoca a sua ativacdo e libertagcdo
massiva de citocinas, como IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, CCL2, CCL3, CCL4 e TNF,
envolvidas em inimeros processos de resposta imunitaria que podem explicar o choque
hipovolémico e consequente morte provocados pelo MARYV, por possivelmente criarem

um desequilibrio na homeostase e na fungéo de barreira do endotélio (Stroher et al., 2001).

Quanto aos macrofagos, sao células fagocitarias migratérias muito suscetiveis a infecdo
por MARV e por isso representam uma forma de disseminagdo do virus a todo o
organismo (Takada, 2012). A invasdo de células migratdrias, como sdo 0os macrofagos e
as células dendriticas, permite que o MARYV percorra o organismo pelo sistema linfatico
e aceda a tecidos hepaticos, vasculares e do baco. Este facto e suportado pela detecdo de
antigenios e virides em macrofagos circulantes e associados a tecidos (Stroher et al.,
2001).

Em principio o principal alvo do tropismo do MARYV séo as células dendriticas. Estas
sdo células do tecido hematopoiético, presentes em tecidos linfoides e ndo linfoides, com
capacidade de desencadear uma resposta imunitaria face a qualquer invasdo do
organismo, pela detecédo de leséo tecidular ou captura de antigénios (Hensley et al., 2011).
A invasdo do MARYV inibe a maturacdo das células dendriticas — e consequente
proliferacdo de linfocitos T, que sdo estimuladas pelas células dendriticas aquando da
detecdo de antigenios —, e a producdo e libertacdo de citocinas como interferdo a (IFN-
a), IL-1B, IL-6, IL-10, RANTES, IL-12 e IL-8. Como consequéncia ndo € ativado o
mecanismo JAK-STAT (Janus Kinase — Signal Transducer and Activator of
Transcription) que desencadeia a acdo de moléculas antivirais por expressao de 1SGs
(IFN-stimulated genes) (Bosio et al., 2003; Schoggins, 2014).

As células endoteliais também sdo um alvo para o desenvolvimento viral, e como
resposta a invasdo libertam as citocinas: fator de necrose tumoral o (TNF-a), IL-6, IL-8
e Gro-a/CXCL 1. Pensa-se haver uma relagdo entre a infegdo das células endoteliais e o
desequilibrio vascular, no entanto essa relacdo ndo foi definida nem confirmada (Connor
et al., 2015; Schnittler, Mahner, Drenckhahn, Klenk, & Feldmann, 1993). Outra teoria,

com base nos baixos titulos de MARV nestas células, defende que as alteracdes do
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endotélio e do equilibrio vascular provavelmente derivam dos efeitos das citocinas

libertadas por outro tipo de células, como as células dendritica (Alves et al., 2010).

Até a data, a mecanismo viral que provoca o choque hipovolémico ainda ndo foi

identificado.

O aumento exponencial de IL-1p e IL-6 na fase primaria de infecdo tem sido interpretado
como um sinal de sobrevivéncia do individuo em questdo. A presenca em circulacdo de
IL-10 tem sido apontada como um marcador de mortalidade, assim como os elevados
niveis de neoptirina e IL-1RA (Bente, Gren, Strong, & Feldmann, 2009). A variacdo dos
niveis de citocinas a cima mencionadas é dependente de variaveis intrinsecas do

organismo do individuo infetado que permanecem indefinidas.

A patogenese do virus de Marburg provem da capacidade que este tem de impedir a
atuacdo da resposta imunitaria inata do hospedeiro e de manter uma taxa elevada de
replicacdo viral, bem como as consequéncias a nivel vascular. O que se pensa estar na
base da patogénese deste virus € a sua constante estimulacdo de resposta imunitaria por
parte do organismo infetado, conduzindo a uma sobrecarga de citocinas em circulacao
que induzem hemorragias e choque séptico. E necessario entender exatamente que
citocinas séo libertadas, mediante que fatores e 0s seus mecanismos de a¢ao pois so dessa
forma se percebera a origem e mecanismo de cada sintoma/ sinal e a forma de o suprimir

médica ou farmacologicamente (Connor et al., 2015).
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CAPITULO VI

Manifestacdes Clinicas

Doenca de Marburg é a designacdo da doenca causada pela infecdo pelo virus de Marburg.
Anteriormente designada Febre Hemorragica de Marburg, a DM €é uma doenca
reconhecida pela Organizacdo Mundial de Saude. (World Health Organization, 2016) Em
termos gerais, a doenca de Marburg provoca alteracdes a nivel respiratorio,
gastrointestinal, vascular e neuroldgico, entre outras. Os sinais mais caracteristicos desta
doenca sdo os hemorragicos, aparecendo por volta da segunda semana de doenca, no
entanto tem sido observado ao longo dos anos que nem todos os individuos infetados 0s

desenvolvem. (Hartman et al., 2010)

3
?

Fase inicial Gastrointestinais Respiratorios Vasculares Neuroldgicos Hemorragicos ~ Faseterminal ~ Convalescenga
ul Il Il |a] Il 10 |a] Il ]
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[ Perda de andigio

Figura 10 — Cronologia da sintomatologia associada & doenga de Marburg (adaptado de (Hartman et
al., 2010))

Apo6s um periodo de incubacéo variavel entre 2 e 21 dias, dependendo da via de infecédo
e dose viral inicial, cefaleias e prostracdo sdo os primeiros sintomas observados. De um
modo geral a sintomatologia evolui de forma abrupta, com aparecimento de sindrome
gripal — febre alta, rondando os 40°C, arrepios, mialgia e mau estar. Em grande
percentagem dos casos reportados, os individuos também desenvolveram sintomas
gastrointestinais como nauseas e vomitos, dor abdominal, anorexia e diarreia. Todos 0s
sintomas referidos surgem na fase de disseminacdo do virus, que tem duracdo de
sensivelmente quatro dias. A evolucdo da infecdo pode ocorrer rapida ou gradualmente,

onde se observa uma evolucao sequencial do quadro sintomatolégico numa janela de trés
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a cinco dias ap0s o primeiro sinal ou sintoma (Bente et al., 2009; Sarwar et al., 2010; Van
Paassen et al., 2012; World Health Organization, 2012, 2016).

Apos a fase de disseminacdo segue-se a fase precoce de multiplicagdo nos 6rgaos (early
organ phase) que dura entre os dias cinco e treze da doenca. Nesta fase a evolucéo da
doenca € evidente, com aparecimento de sintomas que demonstram comprometimento de
varios 6rgdos, entre eles o pancreas, rins e figado. Comecam a surgir lesdes da pele
(Figura 11) e mucosas como exantema maculopapular — uma manifestagdo comum das
doencas infeciosas sistémicas (Figura 12) —, bem como disfagia, faringite, bradicardia,
dispneia, edema, hiperémia conjuntival (Figura 13), linfadenopatia, leucopénia e
trombocitopenia. (Bente et al., 2009; Sarwar et al., 2010; World Health Organization,
2012)

~

Figura 11 — Lesbes dermatolégicas em individuo com doenca de Marburg (retirado de
http://www.omicsonline.org/brazil/marburg-virus-peer-reviewed-pdf-ppt-articles/)

A nivel do sistema neuroldgico, o individuo pode apresentar confusdo, delirios,
irritabilidade, agressividade e encefalite, esta Gltima podendo provocar outros sintomas
do foro neuroldgico, como sensibilidade a luz ou convulsdes, de acordo com a area
especifica do cérebro envolvida. Nesta fase comecam também as demonstracGes
hemorragicas do virus, com aparecimento de petéquias, equimoses, hematémese, melena,
sangramento de mucosas. Outra alteracdo € o aumento das enzimas hepaticas, como a
alanina aminotransferase (ALT) e a aspartato aminotransferase (AST). (Bente et al., 2009;
Sarwar et al., 2010; World Health Organization, 2012)

A fase mais avancada da infecdo, fase tardia de multiplicacdo nos 6rgéos (late organ

phase), normalmente inicia-se a partir do décimo terceiro dia de doenca e dela podem
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resultar dois panoramas distintos, onde o individuo pode iniciar o periodo de
convalescenca ou sucumbir a infe¢do. Quando comparadas as cargas virais de individuos
que sobrevivem e individuos que sucumbem a doenca, conclui-se que as cargas virais de
sobreviventes sdo significativamente menores, podendo ser até 1000 vezes inferiores.
Outro parametro que diferencia os dois cenarios é o titulo de anticorpos anti-MARV que
em casos de sucesso tém niveis elevados, comparativamente aos niveis quase indetetaveis

dos casos mortais. (Hartman et al., 2010)

Figura 12 — Exantema maculopapular em individuo com doenga de Marburg (adaptado de
http://www.antimicrobe.org/e8.asp)

Figura 13 - Hiperémia conjuntival em individuo com doenca de Marburg (retirado de
https://www.youtube.com/watch?v=yzMVry7ZQFo)

Face a um mau prognostico, os sintomas das fases anteriores mantém-se e surge nova
sintomatologia como inquietagéo, perda de consciéncia, confusdo, deméncia, convulsdes,

desidratacdo, distarbios metabolicos, taquipneia, vasoplegia, coagulopatia disseminada,
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falha multiorgénica, choque hipovolémico e coma. (Bente et al., 2009; Hartman et al.,
2010; Sarwar et al., 2010; World Health Organization, 2012)

A morte normalmente ocorre na segunda semana, entre os dias seis e dezasseis, estando
relacionada com a evolucdo do quadro clinico do doente, a celeridade com que os
sintomas se manifestam mas principalmente com as consequéncias do choque

hipovolémico quase inevitavel. (Bente et al., 2009; Sarwar et al., 2010)

No caso da fase de convalescenca os sintomas mais comuns sdo a fadiga, mialgia,
hipersudorese, descamacdo cutanea, amnésia parcial, psicose, uveite, mielite, artralgia,
mielite, perda de audicdo e infecBes secundarias como hepatite recorrente, como sequela
do choque que o organismo suportou. Neste panorama o doente enfrenta um longo

periodo de recuperacédo. (Bente et al., 2009)
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CAPITULO VII

Diagnostico Laboratorial

Face a sintomatologia que surge no inicio da infecdo do MARYV, € necessario um
diagndstico laboratorial pois apenas o diagndstico diferencial ndo é suficiente para se
concluir que se trata de um caso de doenca de Marburg. N&o sé a sintomatologia nédo é
especifica para 0 MARV, pois todos os outros filovirus provocam igualmente 0s mesmos
sintomas, como ¢ exibida por outras doengas caracteristicas de Africa, como por exemplo
malaria, febre tifoide, febre-amarela, leptospirose, disenteria bacteriana e septicémia

meningocdcica (Hartman et al., 2010).

Laboratorialmente estdo disponiveis técnicas como isolamento viral, ELISA, RT-PCR,
microscopia eletronica e imunohistoquimica. Através destas técnicas € possivel fazer
detecdo viroldgica, seroldgica e molecular do MARYV a partir de soro ou sangue. No
entanto o manuseamento do MARV exige instalagdes com nivel de seguranca 4 (Ver
pagina 46), o que dificulta o diagnostico facil deste virus uma vez que existem poucos
laboratdrios que cumprem as exigéncias desse nivel em todo o mundo (Centers for
Disease Control and Prevention, 2014). De forma a combater o problema, algumas das
técnicas foram aperfeicoadas de forma a poderem ser realizadas em condi¢gdes menos

exigentes.

As técnicas mais utilizadas para diagnostico séo 0 RT-PCR, ELISA para detecéo de IgMs
durante a infecéo e de 1gGs durante a recuperacéo da doenca de Marburg — e ELISA para

detecdo de antigenios virais durante a fase aguda de infecdo (Rougeron et al., 2015).

A utilizacéo da proteina GP do MARYV como antigénio no ensaio ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) permite detetar anticorpos monoclonais anti-MARV até nove
semanas apos infecdo, nas fases aguda e subaguda, contrariando a ideia de que as IgMs

apenas seriam detetadas no pico da infecdo (Nakayama et al., 2010).

O RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) é o Gnico meio de
diagndstico que permite distinguir a estirpe do virus em questdo, por meio de primers
especificos para cada estirpe conhecida do MARV. Recorrendo a este ensaio com 0s
primers apropriados é possivel a detecdo de um leque alargado de estirpes, ndo sé do
MARYV mas de todos os filovirus. Para além de ser um método facil de executar, com

obtencdo de resultados rapida, permite também a quantificacdo da carga viral.
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Adicionalmente, é um ensaio que permite ser realizado em infraestruturas basicas (Cnops
et al., 2016; Ogawa et al., 2011).

O RT-LAMP (Reverse Transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification) é um
ensaio que permite a amplificacdo de sequéncias nucleotidicas baseada na sintese de
cadeias complementares atraves da enzima Bst DNA polymerase — ADN polimerase da
bactéria Bacillus stearothermophilus — e de seis primers especificos para oito locais
gendmicos. E um teste recente que permite a detecdo das linhagens Musoke e Ravn do
MARYV e possibilita a realizacdo de diagnosticos em laboratérios de campo de forma

segura e facil (Kurosaki, Grolla, Fukuma, Feldmann, & Yasuda, 2010).

Outro método direto de detecdo € a isolamento viral que, como ja referido, apenas pode
ser realizado em instalacdes de nivel 4 de biosseguranca. Outro inconveniente desta
técnica é o facto de demorar muito tempo para obtencdo de resultados pois é necessario
inocular o virus em culturas de células a partir de sangue, bidpsias, fluidos corporais ou
esfregacos bucais, sendo que os primeiros dois sdo mais eficientes (Rougeron et al.,
2015).

A microscopia eletronica (ME) permite fazer a detecdo direta da presenca de particulas
virais, mas o metodo ndo é suficiente para confirmacdo do diagndstico e necessita da
realizacdo de um ensaio adicional. A ME ¢ realizada a partir de sangue, tecidos e

sobrenadantes de cultura de células (Rougeron et al., 2015).

Por fim, a imunohistoquimica também é utilizada como meio de diagnostico, sendo um
método direto de detecdo de antigénios virais em tecidos, com recurso a anticorpos
especificos (Zaki et al., 1999).

Nivel de Seguranca

Como ja referido anteriormente, sendo o MARYV um filovirus e por ser considerado uma
ameaca a saude publica, foi classificado como Select Agent pelo Centro de Controlo e
Prevencdo de Doencas (CDC) do Instituto de Salde e Servicos Humanos dos EUA,
definido como um agente com potencial de ameaca a saude e seguranca de humanos,
animais e plantas. Na lista de Select Agents do CDC constam 65 agentes de ameagca, entre
virus, bactérias e toxinas. (Centers for Disease Control and Prevention, 2016; Federal
Select Agent Program, 2014)
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Exige também que seja manuseado em laboratério com Nivel de Seguranca 4 (Biosafety
Level 4 — BSL-4), de acordo com os critérios de biosseguranca laboratorial que definem
quatro niveis mediante as caracteristicas conhecidas/desconhecidas dos microrganismos.
(Lin et al., 2015; Piercy et al., 2010; U.S. Department of Health and Human Sevices,
Centers for Disease Control, & National Institutes of Health, 1999)

O Nivel de Seguranca 4 (BSL-4), segundo a classificacdo, é o imposto para agentes
microbiol6gicos sem imunizacdo ou tratamento que representam elevado risco de
transmissdo por aerossol e tém elevada mortalidade associada aquando da infecéo.
Também incluidos neste nivel estdo os agentes dos quais ainda ndo se conhece o risco de
transmissdo, sendo que até serem suficientemente estudados permanecem com as

exigéncias de BSL-4. (U.S. Department of Health and Human Sevices et al., 1999)

As especifica¢des dos laboratdrios de BSL-4 incluem: praticas obrigatorias, sendo estas
0 acesso limitado e controlado, sinais de risco bioldgico afixados e visiveis, precaucao
com objetos cortantes no exterior e interior do laboratorio, manual de seguranga que inclui
as normas de descontaminacdo de residuos e o protocolo de observacdo médica dos
funcionarios, mudanca de roupa a entrada da sala de trabalho, obrigatoriedade de banho
a saida do laboratorio e descontaminacdo de todo o material que sai do edificio e de todo
0s residuos; barreiras primarias englobando o material que protege o operador, do qual
faz parte a utilizacdo de uma camara de seguranca biologica Il ou cdmara de seguranca
biologica I/11 combinada com fato protetor total com sistema de ventilacdo proprio e
pressdo positiva; barreiras secundarias da qual fazem parte uma unidade funcional
independente, antecAmara que antecede a entrada no laboratdrio, acesso com porta dupla
de fecho automatico, separacdo fisica dos corredores de acesso, sistemas de ventilacdo
exclusivos do laboratorio sem recirculacdo de ar com sistema de vacuo e de
descontaminacdo, pressdo negativa dentro da unidade de trabalho, autoclave, banco e
lavatério proximo da saida da mesma. (U.S. Department of Health and Human Sevices et
al., 1999)

E exigéncia que todos os funcionérios sejam instruidos sobre os procedimentos e
competentes para 0s desempenhar, tendo conhecimento de todas as especificacbes

inerentes. (U.S. Department of Health and Human Sevices et al., 1999)
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CAPITULO VIII

Terapéutica

Até a data ndo existe um tratamento antiviral especifico para a infecdo pelo MARV ou
por outro filovirus (Sarwar et al., 2010). A abordagem ndo passa por tratar a origem do

quadro clinico, mas sim as consequéncias da infecéo.

Tendo em conta a vertente hemorragica da doencga de Marburg, a intervengdo consiste em
manter um volume circulatério, nivel de oxigénio, pressao arterial e perfusao fisiologicos
bem como conservar o balanco eletrolitico, através de administracdo de fluidos e
transfusdes de sangue e fatores de coagulacdo. A administracdo de antibiéticos também
é utilizada em infe¢cdes consequentes, bem como de outras classes de farmacos de acordo
com a necessidade (Centers for Disease Control and Prevention, 2014; Sarwar et al.,
2010).

Desenvolvimento de novas terapéuticas

Inimeras terapéuticas tém sido estudadas em modelos animais mas até a data ainda
nenhuma foi aprovada para utilizagdo humana, no entanto existem ensaios com moléculas
promissoras. Alguns dos tratamentos referidos aguardam autorizacdo para ensaios
clinicos em humanos, no entanto 0s ensaios estdo sempre condicionados pela

esporadicidade de surtos e casos humanos de MARV.

A utilizacdo da proteina anticoagulante c2 de nematode recombinante (rNAPc2) como
tratamento de pds-exposicdo tem sido estudada pela utilidade do seu potencial de
antitrombotico em reverter a coagulopatia disseminada provocada pelo MARV. Esta
terapéutica foi testada em macacos Macaca Mulatta ap6s exposicdo destes a estirpe
Angola do MARYV, resultando no aumento de sobrevivéncia em 17% e do tempo até a
morte em 1,7 dias (Geisbert et al., 2007). Uma vez que a protecdo foi apenas parcial, o
desafio desta terapéutica passa por adicionar adjuvantes de forma a aumentar o seu

potencial, bem como alargar o seu espectro de acdo a mais estirpes conhecidas do MARV.

O FGI-103, composto de baixo peso molecular, foi identificado num estudo efetuado com
EBOV e quando testada em ratinhos infetados com uma dose letal de uma estirpe de

MARYV modificada (dotada da capacidade de infetar roedores), administrada apos 24
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horas da infecdo por MARV, provou ser uma molécula com potencial inibidor da
patogénese deste virus. Os ratinhos tratados com FGI-103 exibiram carga viral baixa e
niveis baixos de TNF-a, IFN-gama, IL-6 e niveis fisiologicos de enzimas hepaticas.
Embora o mecanismo de inibicdo do FGI-103 permaneca por definir bem como a
participacdo de outras moléculas no processo, representa um avango nesta area e um

possivel tratamento para o0 MARV (Warren, Warfield, Wells, Enterlein, et al., 2010).

A vacina recombinante de virus da estomatite vesicular atenuada (rVSV), expressando a
proteina GP da estirpe Musoke do MARYV demonstrou evidéncia de eficacia como
tratamento pds-exposicdo ao virus, com 100% de sobrevivéncia em primatas apés
administracdo 30 minutos apds infecdo. A desvantagem deste tratamento em cenario de
surto € a janela em que tem de ser administrada pois ap6s 2 dias de infecdo a eficacia ja
é nula. No entanto pode ser uma opgéo viavel para infe¢fes acidentais em ambiente
laboratorial em que é possivel fazer a administracdo no timing em que a vacina é eficaz
(Daddario-DiCaprio et al., 2006).

O BCX4430 e um analogo sintético da adenosina capaz de inibir a ARN polimerase viral,
estudado como tratamento de pds-exposicdo a estirpe Musoke do MARV e restantes
filovirus em macacos Macaca fascicularis. O composto foi administrado até 48 horas
depois da infe¢do continuando com administracdes duas vezes por dia até 14 dias depois,
e provou ser totalmente capaz de inibir a replicacao e consequente infecdo do primata. O
BCX4430 demonstrou um o6timo perfil de seguranca e aguarda resultados do ensaio
clinico de fase 1 em humanos, terminado em Maio de 2016 (ClinicalTrials.gov, 2016a;
Warren et al., 2014).

O AVI-7288 é um oligbmero antisenso concebido para impedir a replicacdo viral ao
bloguear a transcri¢do do gene da proteina NP por se ligar ao seu ARN mensageiro. Este
composto foi testado em macacos Macaca fascicularis infetados por MARV, através de
administracdes 1, 24, 48 e 96 horas ap0s infecdo em grupos distintos, por um periodo de
14 dias. Nos grupos de macacos com administracdo 1, 24 e 96 horas apds infecdo, a
sobrevivéncia foi de 86%, enquanto no grupo com administracdo 48 horas apés infecdo
todos 0s macacos sobreviveram (em contraste com o grupo de controlo em que foi
administrada uma solucdo salina, resultando na morte da totalidade de macacos). Em

conclusdo, este estudo provou que o AVI-7288 é capaz de proteger da infecdo macacos
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M. fasciculares com administracdes até 96h apds infecdo durante 14 dias (Warren et al.,
2016).

O mesmo composto foi submetido a um ensaio clinico de fase 1 em humanos, com
administracoes de AVI-7288 em grupos com diferentes dosagens definidas, por um
periodo de 14 dias. Apurou-se que até 16 mg/kg, o AVI-7288 ndo representa qualquer
ameaca a seguranca do individuo bem como ndo provoca efeitos adversos. O AVI-7288
representa uma opcdo de tratamento de pds-exposicdo segura, no entanto ainda ndo
testada em humanos infetados. (Heald et al., 2015)
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CAPITULO IX

Prevencgédo e Controlo

Face a uma doenca que ndo possui tratamento ou meio de imunizacdo, a estratégia passa
pela prevencéo e controlo de infecdo. Este € um assunto de constante debate entre a OMS,
0 CDC, Cruz Vermelha e outras organizacGes especializadas em satde. O controlo do
surto consiste na gestdo de casos e controlo da infecdo, educacdo e mobilizacdo da
populacdo, vigilancia epidemioldgica e organizacdo logistica da regido (Figura 15)
(Allaranga et al., 2010; World Health Organization, 2012).

Uma das formas de transmissdao mais comuns em surtos é por infecdo nosocomial e a
principal medida de controlo é evitar que tal aconteca. A falta de condicdes das
instalagdes, técnicas de trabalho deficientes, nomeadamente reutilizagdo de material, e as
mas condicles sanitarias sdo fatores que contribuem para o contagio em cenarios de
prestacdo de cuidados de saude, representando um enorme contributo para surtos de
febres hemorragicas. Além das instalages de satde, outra questdo problematica é a falta
destas instalacfes por todo o continente africano, obrigando os habitantes a recorrerem a
curandeiros que ndo possuem conhecimentos e recursos para lidar com o MARV. Para
combater esta realidade € importante que haja informacéo da populacao e prestadores de
cuidados de saude, especialmente em regifes endémicas em que 0 contagio acontecia
derivado do contacto com cadaveres, roupas e fluidos corporais. (Figura 14). O trabalho
que tem sido feito neste sentido tem mostrado resultados nos casos e surtos mais recentes
(Jeffs et al., 2007; World Health Organization, 2012).

Primeiramente é importante o isolamento do individuo com suspeita ou confirmacédo de
diagndstico, bem como o seguimento de todos os contactos do individuo infetado para
que também estes sejam testados serologicamente e caso seja necessario, isolados. O
diagnodstico rapido € um fator crucial para o controlo do surto, permitindo que o
isolamento apenas inclua os individuos infetados e impedindo contagio de terceiros
(Bausch et al., 2007; Timen et al., 2009; World Health Organization, 2012).

Outra acdo preventiva de infecGes nosocomiais € a utilizacdo de materiais de barreira
como protecdo do profissional de satide, como roupa de protecao, luvas, mascara e 6culos,

bem como técnicas de assepsia e esterilizacdo de material. O cumprimento do protocolo
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de seguranca para cuidadores representa seguranga para 0s proprios e proporciona uma
melhor prestacdo de cuidados (Bausch et al., 2007; Timen et al., 2009).

Um cuidado que tem sido tomado é a vigilancia de regides endémicas de forma a
identificar casos 0 mais cedo possivel. O acesso a locais de perigo de contagio, ou seja,
ja associados a algum caso ou surto também tém sido negados a visitas (Roberts &
Andrews, 2008).

Os animais importados de paises endémicos sdo obrigados a permanecer em quarentena,
onde sdo examinados e testados para um leque de doencas, como forma de garantir que
0s animais importados para paises ndo endémicos nao representam uma ameaca para a
salde publica do pais (Roberts & Andrews, 2008).

v |1/
. ) )

Avoid contact with the patient’s Do not touch or “"“h' the
blood, urine, and vomit. bodies of deceased patients,

Use gloves to handle the
Burn needles and syringes patient’s clothing. Boil soiled
immediately after use, clothing before washing it.

Figura 14 — Suporte visual utilizado para educar a populacdo em regides de surtos (adaptado de
(Brauburger et al., 2012)) (A) Evitar contato com fluidos corporais do individuo infetado, como sangue,
urina e vomito; (B) Nao tocar ou cuidar de cadaveres; (C) Queimar todo o material médico apds utilizagdo;
(D) Néo estabelecer contato direto com roupa ou pertences dos individuos infetados e fervé-los antes de
lavar.
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Uma a¢do muito importante é a educacdo das populacbes e a criacdo de confianca nos
profissionais de saude, de forma que as suas intervengdes sejam bem recebidas. As
populacbes associam a ida a um hospital a mau pressagio porque em grande parte dos
casos o individuo acaba por falecer, e por isso é importante que o trabalho feito pelas
organizacdes sejam entendido como benéfico e de confianga. Para isso é essencial saber
comunicar com a populacdo local, de acordo com a sua cultura e crengas, através da
inclusdo de um apoio social e psicoldgico nas equipas de gestdo de surtos. Um exemplo
claro da necessidade de recursos sociais € a realizagdo de funerais, que face a um surto
ndo pode ser realizado da forma habitual pois o contacto com o cadaver representa uma
via de contagio. Mas esta tematica levanta questdes culturais, espirituais e religiosas que
até hoje sdo dificeis de ultrapassar (Bausch et al., 2007; Jeffs et al., 2007; World Health
Organization, 2012).

A confirmacdo dos meios de contégio a partir do reservatorio natural sera um passo
importante na prevencao e controlo da doenca de Marburg, uma vez que a partir do estudo
do animal e do seu habitat sera possivel vigiar as regifes endémicas e tomar a medidas
necessarias, como restricdo do acesso a essas regides e serovigilancia dos animais, de

modo a evitar 0 contacto com os animais e outros produtos infetados (Timen et al., 2009).

A criacdo de infraestruturas de saide com recursos para gerir surtos de MARV e outras
doencas altamente contagiosas e com elevada taxa de mortalidade, € um dos passos a
tomar para que as regides endémicas sejam capazes de reagir, estando constatado que é
precisamente por falta de tais condi¢cbes que o numero de fatalidades € maior
comparativamente ao mesmo fator em paises mais desenvolvidos, onde estas condicoes

sdo asseguradas (Mehedi et al., 2011).

Os paises com regides endémicas devem ter um governo sensibilizado para esta situacao
emergente das febres hemorragicas e reagir com criacdo de protocolos de vigilancia
permanentes, bem como as equipas de cuidados de saude, fomentando a prevencdo e a
detecdo e controlo de novos casos (Allaranga et al., 2010). A gestdo dos meios de
comunicacdo e da informacdo que é transmitida também deve ser realizada de modo a

ndo provocar reacdes que venham a dificultar a contencédo do surto e sua resolucao.

Na figura 15 sdo esquematizados os procedimentos para controlo e gestdo de surtos,

definidos pela Organizacao Mundial de saude.
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Ebola and Marburg outbreaks:
preparedness, alert, control and evaluation
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Figura 15 — Esquema da estratégia de prevenco e controlo de surtos de Ebola e Marburg, segundo
a Organizacdo Mundial de Saude (retirado de (World Health Organization, 2014)) (1) Prevencédo de
infecBes, através de vigilancia de regides endémicas, adocdo de cuidados para prevencdo de infecdo, criagdo
de programas de promoc&o de saude e cuidados e colaboracdo com servicos de controlo animal de forma a
haver preparacdo para a ocorréncia de um surto; (2) Caso seja identificada alguma situacdo suspeita,
desencadeia-se uma investigacdo epidemiolégica com colheita de espécimes e avaliagdo dos locais de
possivel origem, e posterior interpretacdo dos resultados para uma tomada de decisdo informada; (3) Face
a confirmacdo de surto sdo adotadas e implementadas medidas de controlo com coordenagéo de todos o0s
servigos envolvidos na gestdo de surtos para uma adequada vigilancia, analise laboratorial, intervencédo
sociais, apoio psicossocial e gestdo de casos de infegcdo, comunicagao social, ética, logistica e ambiental;
(4) Uma vez avaliada a situacéo e constatado o controlo do surto, € anunciado o fim do mesmo e elaborados
os relatérios relativos as todas as observagdes e a¢des tomadas, bem como avaliacdo das intervencdes, de
forma a manter registos para a posterioridade. S&o também retomadas as medidas de prevencdo e as

atividades sociais normais da regido, com constante informacao e apoio psicossocial da populagéo.

Desenvolvimento de vacinas

Atualmente ndo existe vacina para o virus de Marburg, ou outro filovirus. A vacina ideal
do MARV tera de ter a capacidade de proteger contra todas as estirpes do virus em cenario
de surto. Até a data ja foram inimeras as tentativas de desenvolver uma vacina eficaz,

algumas conferindo protecdo em cenarios especificos. Por exemplo, uma vacina que
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confere imunidade progressivamente pode ter interesse em profissionais de saude ou
investigadores, por ndo necessitarem de protecdo imediata, como é o caso de um cenério
de surto (Bausch et al., 2007).

Foi realizado um estudo com trés tipos de vacinas: a primeira possui um plasmidio de
ADN com expressdo génica otimizada como vetor (ADN-GP), a segunda constituida por
um vetor de adenovirus recombinante (rAd), e por fim a terceira com combina¢do dos
dois vetores. Todas estas vacinas tém um gene codificante da proteina GP da estirpe
Angola do MARYV. Quando testadas, com posterior infecdo dos macacos com dose letal
de MARV Angola, apenas preveniram a morte de macacos M. fascicularis apés infecdo
viral. Uma desvantagem reside no facto de serem um tipo de vacinas ainda recente,
representando ainda desconhecimento a nivel das respostas que induz no organismo,
como por exemplo a possibilidade de integragdo da sua informagdo no genoma. Mas as
vacinas de ADN apresentam grande nimero de vantagens como facil reprodutibilidade e
producéo e capacidade de estimulagéo de respostas imunitaria e humoral no hospedeiro,
no entanto ainda ndo se conseguiram reproduzir em humanos os resultados obtidos em

modelos animais (Geisbert et al., 2010).

Uma vacina que utiliza replicons de ARN do virus da encefalite equina venezuelana
(VEE) como vetores foi desenvolvida e testada em macacos Macaca fascicularis. Foram
produzidas vacinas com expressao da proteina GP do MARYV, com a proteina NP do
MARYV e com ambas as proteinas, cada uma testada num grupo de macacos. As vacinas
expressando a proteina GP e proteina GP+NP da estirpe Musoke do MARV
demonstraram conferir protecdo total contra a infecdo, com trés administracdes
intercaladas por 28 dias. Os replicons sdo Uteis neste contexto por ndo se propagarem
entre células e conservarem a capacidade de replicacdo sem estarem incluidos em

particulas virais. (Hevey, Negley, Pushko, Smith, & Schmaljohn, 1998).

A vacina desenvolvida com recurso a um adenovirus complexo ndo replicativo (CAdVax)
consiste na juncéo de quatro vetores com expressao dos genes codificantes das proteinas
GP do MARV, EBOV e SUDV e da proteina NP do MARV e EBOV. A administracdo
da CAdVax foi feita nos dias 0 e 63 do ensaio. Nos dias 105 e 177, um dos dois grupos
de macacos foram infetados com a estirpe Musoke do MARYV e o virus Sudan (SUDV),
respetivamente. O segundo grupo de macacos foi infetado nos dias 106 e 175 como virus
Ebola (EBOV) e a estirpe Ci67 do MARV, respetivamente. As doses utilizadas foram
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1000 vezes superiores a dose letal dos virus utilizados, e provou-se de prote¢do total
contra 0 MARV, EBOV e SUDV. A desvantagem desta formulacdo de vacina € a
prevaléncia de anticorpos neutralizantes contra adenovirus na populacdo mundial, o que

pode comprometer a eficicia da vacina em humanos (Swenson, Wang, et al., 2008).

Outro dos avangos promissores é a vacina de virus da estomatite vesicular recombinante
atenuada (rvVSV) em que é expresso o gene codificante da proteina GP do MARV, que
estimula a producdo de anticorpos ndo neutralizantes pelo organismo. Uma das vantagens
de utilizacdo deste virus é a minima probabilidade de existirem anticorpos do virus no
individuo por ser um virus de ambiente agricola, pelo que a resposta imunitaria sera
dirigida a proteina GP do MARYV que substitui a glicoproteina do VSV. No entanto esta
opcéao de imunizacdo ainda ndo € aprovada derivado das questdes de seguranca que tém
sido colocadas relativamente a capacidade replicativa do virus. Outra opcéo é utilizando
vetores de VSV com GPs de MARV, EBOV e SUDV para amplificar a janela de
imunizagdo para os virus das febres hemorragicas. Os estudos destas vacinas foram
realizados em macacos Macaca mulatta e apenas um desenvolveu sinais de virémia. No
entanto quando analisados dados bioquimicos foi observado aumento de enzimas
hepaticas, sugerindo que a vacina ndo anula completamente a patogenicidade do virus
(Daddario-DiCaprio et al., 2006; Geisbert & Feldmann, 2011). Para além de representar
uma boa opc¢édo profilatica, também se demonstrou total eficacia em tratamento pos-
exposicdo parao MARV e EBOV quando administrada 20 a 30 minutos apds a exposicao
(Daddario-DiCaprio et al., 2006). A vacina de rVSV com expressao da proteina GP do
MARYV néo possui nenhum ensaio clinico, no entanto existem ensaios clinicos de fase 1,
2 e 3 para avaliacdo da vacina rVSV com proteina GP de EBOV (ClinicalTrials.gov,
2016b, 2016c¢, 2016d, 2016e, 2016f).

Uma das vacinas mais auspiciosas é formulada com virus-like particles (VLPs) sem
capacidade replicativa e infeciosa que desencadeia a resposta imunitaria pela sua prépria
estrutura proteica (construida pelas proteinas VP40 e GP do MARYV), obtidas através de
transfecdo de um vetor contendo o gene VP40 em células apropriadas. As VLPs sdo
adicionadas de um adjuvante para aumentar a sua eficacia, sendo que em um estudo foram
adjuvantadas com MARYV inativado e a vacina testada em cobaias e macacos Macaca
fascicularis com trés administracdes espacadas de 42 dias. O resultado foi 100% de

protecdo contra virémia, replicacdo viral e lesBes em tecidos provocadas por infecdo de
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trés estirpes do MARV — Musoke, Ravn e Ci67 (Swenson, Warfield, et al., 2008).

Atualmente ndo existem ensaios clinicos concluidos ou a decorrer.

Os avangos na vertente de desenvolvimento de uma intervencdo profilatica tém sido
significativos nos ultimos anos, contudo ainda ndo existem vacinas aprovadas para este
virus emergente ou para outro filovirus. E necessario melhorar perfis de seguranca e

aumentar a protecédo conferida para todas as estirpes do MARV.
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Considerag0es Finais

Da perspetiva de investigacdo, o virus de Marburg é ainda negligenciado, sendo preterido
por estudos direcionados ao virus Ebola. Consequentemente, o que se verifica é a
adaptacéo de ilagdes de estudos do virus Ebola, para a explicacdo dos mecanismos do
MARYV, o que ndo deixa de ser duvidoso tendo em conta as diferencas genémicas e

proteicas entre 0s dois virus, ou mesmo géneros.

O conhecimento dos mecanismos utilizados pelo virus € crucial para o desenvolvimento

de terapéuticas e meios de imunizacgéo, que tém demonstrado resultados promissores.

O continente africano detém um nimero consideravel de paises subdesenvolvidos que
ndo possuem recursos, infraestruturas e populagfes informadas, que lhes permita
combater rapida e eficazmente um cenario de surto. Uma agravante deste fator sdo as
regides endémicas do MARV que abrangem areas consideraveis desses paises, mais

precisamente na regido subsariana.

O alargamento das areas endémicas € outra questdo de preocupacao, que pode ocorrer
face a alteracdo dos padrfes climaticos. Por esta via, 0s habitats do reservatorio animal

podem sofrer alteracfes e com elas surgem novas regides endémicas do MARV.

A globalizacdo também afeta o controlo de virus endémicos, pela atual facilidade de
movimentacdo de pessoas e bens, representando um meio facil de disseminacdo de
agentes patogenicos.

O potencial como arma bioldgica é outro ponto de realce, a que deve ser dada a devida
atencdo, com definicdo de estratégias de antecipacdo e contencao deste tipo de ameaca,
adicionalmente a impreterivel necessidade de tratamento e vacina para a doenca de
Marburg.

A estratégia ndo passa apenas pelo desenvolvimento de meios de tratamento e
imunizacdo, mas pela combinacéo destes com intervencdes de informacdo da populacao,
prevencdo e controlo da infecdo e seus agravantes. E necessario criacdo de meios de
vigilancia de saude publica e de medidas preventivas de infecdo, com melhoria das

condicdes de trabalho e recursos disponiveis nos paises de risco.
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