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Abreviaturas

BEBOV - Bundibugyo ebolavirus

BUN — Nitrogénio Ureico Sanguineo

DNA — 4cido desoxirribonucleico

EBOV - Zaire ebolavirus

ELISA — Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

GMT — Média Geométrica do Titulo

GP — glicoproteina

ICEBQOV - Tai Forest ebolavirus/Céte d’Ivore ebolavirus
ICTV — Comité Internacional de Taxonomia de Virus
IFN — Interferao

IgG — Imunoglobulina G

IgM — Imunoglobulina M

IL — Interleucina

MCP-I — proteina quimiotatica de monocitos- |
mRNA — acido ribonucleico mensageiro

NBS-4 — nivel de biosseguranca 4

NP — nucleoproteina

OMS — Organizagao Mundial de Saude

PCR — reagao em cadeia da polimerase

PU — particle units

PUF — plaque-forming unit

REBOYV — Reston ebolavirus

RNA - acido ribonucleico

RT-PCR — reagao em cadeia da polimerase com transcriptase reversa
SEBQOV - Sudan ebolavirus

sGP — glicoproteina secretada

STRIVE — Sierra Leone Trial to Introduce a Vaccine against Ebola
TNF — Fator de Necrose Tumoral

VP24 — Proteina viral 24 (virus Ebola)

VP30 — Proteina viral 30 (virus Ebola)

VP35 — Proteina viral 35 (virus Ebola)

VP40 — Proteina viral 40 (virus Ebola)

VSV — Virus da Estomatite Vesicular

ZEBQV - Zaire ebolavirus



Resumo

O virus Ebola é responsavel por um sindrome de febre hemorrégica grave no Homem,
sendo os morcegos o seu mais provavel reservatério natural. E um virus extremamente
virulento e de facil transmissao, maioritariamente através de fluidos corporais. A complexa
fisiopatologia da doenga, caracterizada pela imunossupressio e estimulo de uma intensa
resposta inflamatoéria, resulta muitas vezes na morte do individuo infetado. O seu diagnéstico
nem sempre é claro, devido a sintomatologia inicial mimetizar outras doengas comuns. Apesar
das altas taxas de mortalidade, que podem ascender aos 90 %, nao existe ainda aprovado
qualquer método terapéutico ou profilaitico eficaz. No entanto, encontram-se em
desenvolvimento diversas vacinas e terapias experimentais, algumas delas com resultados

clinicos ja publicados.

Palavras-chave: virus Ebola, sindrome de febre hemorragica, epidemia, ensaios clinicos,

vacina.

Abstract

The Ebola virus is responsible for a severe hemorrhagic fever syndrome in humans and
bats are considered its natural reservoir. It is an extremely virulent virus and easily transmitted
through body fluids. The complex pathophysiology of the disease, characterized by
immunosuppression and stimulation of an intense inflammatory response, often results in
death of the infected individual. The diagnosis is not always clear, because the initial symptoms
mimic other common diseases. Despite the high mortality rates, which can amount to 90 %,
there is no therapeutic or prophylactic method approved. However, there are several vaccines

and experimental therapies in development, some of them with published clinical results.

Keywords: Ebola virus, hemorrhagic fever syndrome, outbreak, clinical trials, vaccine.



Introducao

Considerando que o virus Ebola é responsavel por uma doenca infeciosa sem uma
solugao terapéutica ou profilatica eficaz e cuja taxa de mortalidade pode atingir os 90 %, surgiu
um interesse para a investigagao sobre o assunto, tendo sido definido o tema da presente
monografia: “Vacina contra o virus Ebola - desafios e perspetivas”.

De modo a compreender os pressupostos do desenvolvimento de uma vacina contra
este virus, serd investigada, nesta monografia, a taxonomia do virus, a sua constituicao e
estrutura, a forma como se reproduz no hospedeiro e qual o seu reservatério natural. Sera
também analisada a forma como surgiu a epidemia de 2014 nos varios paises africanos, a sua
evolugao, os surtos anteriores e a situagao atual. Os sintomas e efeitos fisioldgicos no Homem,
o modo como o virus interage com o sistema imunitario, o mecanismo pelo qual provoca
hemorragias, quase sempre fatais ao ser humano, bem como os métodos de diagnostico da
infecao, serao também assuntos de extrema importancia para o tema em estudo.

Somente apos a abordagem destas matérias sera possivel investigar e compreender as
estratégias terapéuticas aplicadas no combate ao virus Ebola, nomeadamente a forma de
minimizar a sua propagagao. A prevencao da transmissao do virus apenas sera possivel com o
desenvolvimento de uma vacina eficaz. Assim, conhecer as vacinas em desenvolvimento,
sobretudo aquelas que a bibliografia apresenta como mais promissoras, as fases de ensaio
clinico em que se encontram e os resultados relativos aos seus perfis de seguranca e eficacia,
serao assuntos extensivamente analisados. A presente revisao bibliografica tem como objetivo

contextualizar os assuntos supracitados.



I. Classificacio taxonémica do virus Ebola

De acordo com a classificagao taxondmica mais recente de virus, estabelecida pelo
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), o virus Ebola pertence a ordem
Mononegavirales, a familia Filoviridae e ao género Ebolavirus, que conta atualmente com cinco
espécies identificadas: Bundibugyo ebolavirus (BEBOV), Reston ebolavirus (REBOV), Sudan
ebolavirus (SEBOV), Tai Forest ebolavirus (ou Céte d’Ivore ebolavirus, ICEBOV) e Zaire ebolavirus
(ZEBOV ou EBOV). Para além do género Ebolavirus, a familia Filoviridae inclui também outros

dois géneros: Cuevavirus e Marburgvirus [1] (Figura I).
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Figura |. Classificacio taxonémica do virus Ebola, de acordo com o Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV).

Todos os virus do género Ebolavirus de origem africana infetam humanos e causam-lhe
sintomas semelhantes, mas variam em termos de progressao da doenga e viruléncia, com taxas
de mortalidade a variar desde 40 % para o Bundibugyo ebolavirus até aproximadamente 50 %
para o Sudan ebolavirus e 70 % a 90 % para o Zaire ebolavirus. Por outro lado, a viruléncia do
Tai Forest ebolavirus é dificil de avaliar, uma vez que até a data houve apenas um caso reportado,
em 1994 na Costa do Marfim [2,3]. No que diz respeito ao Reston ebolavirus, a Unica espécie
asiatica identificada, parece causar infe¢oes assintomaticas em humanos [3].

Pelo facto de apresentar a maior taxa de mortalidade de entre as espécies do seu
género e por ter sido a responsavel pela epidemia de 2014, este trabalho ira focar-se

sobretudo na espécie Zaire ebolavirus, que sera referida ao longo do texto como virus Ebola.



2. Epidemiologia e situacao atual

Os primeiros casos de febre hemorragica por filovirus foram reportados em 1967 na
Alemanha e na atual Jugoslavia, em trabalhadores de um laboratério de vacinas [I,4]. Em
novembro desse ano, o agente infecioso foi isolado a partir do sangue das vitimas, visualizado
através de microscopia eletronica e posteriormente designado por virus Marburg devido a
localizagao inicial daquele surto. Algumas evidéncias sugerem que o virus foi transmitido
devido a exposicao dos trabalhadores do laboratorio a macacos da espécie Cercopithecus
aethiops que estariam infetados. No entanto, uma vez que a esta altura os animais ja tinham
sido sacrificados, o agente nunca foi isolado diretamente dos macacos e esta teoria nunca pode
ser confirmada [4].

Apesar do reservatério natural do virus Ebola permanecer desconhecido, a evidéncia
cientifica disponivel sugere que os morcegos das espécies Hypsignathus monstrosus, Ebomops
franqueti e Myonycteris torquata sejam o reservatério natural mais provavel do virus Ebola [5,6].
A forma como o virus é transmitido dos morcegos para as pessoas nao esta completamente
esclarecida, apesar de se pensar que seja através de fluidos corporais que deixam na fruta que
& posteriormente consumida por outros animais [7]. Ja a transmissao entre humanos é feita
através do contacto direto com sangue, fezes, urina ou outros fluidos corporais infetados com
o virus, que entra para o organismo através de epitélio danificado ou das mucosas. O contacto
direto com cadaveres durante os rituais funebres em alguns paises, por exemplo, é uma das
formas mais frequentes de transmissao da doenca entre as comunidades africanas, uma vez
que é na fase terminal da doenga que o virus mais facilmente se transmite (por existir em
maior quantidade nos fluidos corporais) [8]. Embora nio esteja comprovado que o virus Ebola
seja transmitido pelo ar, sabe-se que pode tornar-se em aerossol. Sob essa forma, 50 % das
particulas do virus mantém-se viaveis durante cerca de |5 minutos e sao necessarios |04
minutos para 99 % da concentragao inicial do virus ser inativada [4]. Contudo, virus de RNA
envelopados, de que sao exemplo os filovirus, sao instaveis e relativamente faceis de inativar,
tendo, inclusivamente, a US Occupational Safety and Health Administration publicado uma lista
extensiva de agentes inativadores do virus Ebola em superficies. Na auséncia desses agentes,
uma simples solugao aquosa de hipoclorito de sédio a 10 % € uma alternativa eficaz [4].

Mais tarde, em 1976, casos similares de febre hemorragica foram descritos perto do
rio Ebola, na Republica Democratica do Congo (antigo Zaire), razio pela qual o virus é assim
hoje denominado. Para além disso, esta doenca foi simultaneamente observada no sul do Sudao
e no norte do Zaire. Hoje sabe-se que foi causada por duas espécies diferentes: Sudan

ebolavirus (SEBOV) e Zaire ebolavirus (ZEBOV), denominadas assim devido a localizagao desses



mesmos focos [9]. Durante um longo periodo de tempo, apenas um pequeno surto voltou a
ser registado em 1979, tendo ocorrido nas mesmas areas da epidemia de 1976 do Sudao.

De 1994 a 1997, varios outros surtos foram reportados no Gabao e no Zaire e uma
nova espécie do virus ébola, o Tai Forest ebolavirus, patogénico para o ser humano, foi isolado
a partir de um caso Unico. Desde 2000, o niimero de surtos de Ebola aumentou no continente
africano, fazendo desta epidemia uma questio grave de satde publica em Africa [10,11].

A epidemia de febre hemorragica causada pelo virus Ebola observada em 2014 no oeste
de Africa foi o maior surto que ocorreu apés 1976, principalmente porque atingiu areas
urbanas com elevada densidade populacional, tendo a esmagadora maioria das vitimas sido
infetada pelo Zaire ebolavirus [1,4]. De acordo com a investigagao epidemiolégica, o primeiro
caso deste surto foi o de uma crianga de dois anos, que acabou por morrer em dezembro de
2013 na aldeia de Meliandou (Guéckédou), na Guiné [12].

No dia 23 de marco de 2014, a Organizagao Mundial de Saude (OMS) declarou,
oficialmente, a existéncia de um surto da doenca do virus Ebola [13]. Durante a primavera e
verao de 2014, a doenga espalhou-se para paises vizinhos: Serra Leoa, Libéria e Nigéria. Em
julho, o nimero de casos aumentou rapidamente, particularmente na capital da Guiné

(Conacri), da Serra Leoa (Freetown) e da Libéria (Monrovia) (Figura 2), tendo a OMS, no dia
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Figura 2. Evolugdo do nimero total de casos na Guiné, Serra Leoa e Libéria entre os meses de margo de
2014 e margo de 2015. O pico da transmissao ocorreu entre agosto e outubro de 2014.
(Traduzido e adaptado de: BBC: Ebola — Mapping the outbreak, 2015) [15]



8 do més seguinte, declarado tratar-se de uma emergéncia de saude publica de preocupagao
internacional [4].

O pico da transmissao, de acordo com a OMS, decorreu entre os meses de agosto e
outubro de 2014, altura em que havia paises a declarar varias centenas de casos por semana.
Depois disso, tem-se vindo a verificar uma queda consistente no numero de casos de Ebola
ao longo dos meses [14,15].

A OMS declarou o fim do surto na Libéria no dia 9 de maio de 2015. Um pais é
considerado livre da transmissio do virus Ebola quando se perfaz um total de 42 dias apés o
ultimo doente, em isolamento, se tornar laboratorialmente negativo para o virus (42 dias
correspondem ao dobro de 21, que é a duragao do periodo de incuba¢ao do virus) [16].
Posteriormente, a Libéria entrou num periodo de 3 meses de vigilancia refor¢ada, durante o
qual cerca de 45 amostras de sangue e do epitélio da mucosa oral de potenciais casos do virus
Ebola eram recolhidas e analisadas por dia. No entanto, no dia 29 de junho de 2015, foi
novamente registado um caso de uma vitima mortal resultante do virus [17].

Em julho de 2015, o nimero de casos reportados na Libéria, Guiné e Serra Leoa
rondou os 20 por semana. Ja no més de agosto, em nenhuma semana foram ultrapassados os

5 casos (Figura 3) [14,18].
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Figura 3. Namero total de casos de doenga provocada pelo virus Ebola (suspeitos, provaveis e confirmados)
na Guing, Libéria e Serra Leoa, de dia 25 margo de 2014 até dia 16 de agosto de 2015. n=27952. O grafico
permite avaliar a evolugao da transmissao do virus nos trés paises africanos mais afetados pela epidemia e
concluir que a progressao da doenga abrandou sobretudo a partir do més de maio de 2015.

(Retirado de: CDC - 2014 Ebola Outbreak in West Africa - Reported Cases Graphs, 2015) [18]



3. Estrutura viral e estratégia de replicacao

Para o processo de desenvolvimento de vacinas e de estratégias de terapéutica antiviral,
é fundamental a compreensao, quer da estrutura viral, quer dos mecanismos subjacentes a
infecdo pelo virus Ebola.

O:s filovirus sao virus envelopados com cadeia simples de RNA de polaridade negativa
(-ssRNA) e de estrutura filamentosa. As particulas virais tém 80 nm de diametro e variam em
comprimento, podendo ir até aos 14 pm [8]. Devido ao formato dos virus, o nome da familia
Filoviridae deriva da palavra latina “filum”, que significa filiforme [I].

O genoma do virus ébola tem aproximadamente 19 kb em comprimento e codifica
sete proteinas estruturais: a nucleoproteina (NP), o cofator da polimerase (VP35), as duas
proteinas da matriz (VP40 e VP24), a RNA-polimerase RNA-dependente (polimerase L) e a
glicoproteina (GP); e uma pequena proteina nao-estrutural: a sGP (glicoproteina secretada)

(Figura 4) [1,8].
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Figura 4. Genoma da espécie Zaire ebolavirus, que codifica 7 proteinas estruturais e uma nio estrutural (SGP).
(Traduzido e adaptado de Kanapathipillai, 2015) [8]

O gene da GP origina duas proteinas diferentes: uma glicoproteina que faz parte do
envelope do virus e uma proteina nao estrutural (sGP), que é libertada para o exterior da
célula infetada.

A proteina sGP é o produto primario do gene da GP. Resulta do mRNA ainda nao
editado e é secretada em grandes quantidades pelas células hospedeiras. Alguns investigadores
admitem que esta proteina, por ser tao semelhante a GP, possa funcionar como uma
“armadilha” para o sistema imunitario: ao ser secretada para fora da célula, a sGP vai levar a
produgao de anticorpos anti-sGP, desviando as atengoes da glicoproteina do envelope (GP) e
permitindo que o virus circule de uma maneira mais subtil [19,20].

A glicoproteina (GP), ao ser a Unica proteina localizada no envelope (Figura 5), tem um
papel fundamental na ligagao aos recetores das células hospedeiras. O virus, uma vez dentro

da célula, necessita de se replicar e, para tal, necessita de produzir novas glicoproteinas. Tal



sO € possivel apds uma edigao na transcrigao, processo através do qual a polimerase L altera,
por fenomenos de poliadenilagao, o mMRNA formado a partir do gene da GP [8,19].

O envelope resulta da membrana da célula hospedeira e esta envolvido por varias
projecoes de glicoproteina, codificada no genoma viral, cada uma com cerca de 10 nm de
comprimento e cobertas por cadeias de hidratos de carbono, que as “escondem” do sistema
imunitario [21].

A proteina VP40 da matriz do virus esta localizada junto ao envelope viral, auxiliando
na manutencao da integridade estrutural e mediando a excisao do virus para fora da célula
hospedeira. A proteina VP24 é necessaria na correta montagem de uma nucleocapside
funcional e suprime a producao de interferao [19,21-23].

A nucleocapside viral é composta pelo genoma de RNA em cadeia simples, empacotado
com a nucleoproteina (NP), com a proteina VP30 e com o complexo da polimerase (cofator
VP35 e polimerase L). O cofator VP35 e a polimerase L tém uma dupla fungao no ciclo de
reprodugao viral: estao envolvidos como componentes estruturais, mas também como

componentes catalisadores da replicagao e transcricao do genoma [19].
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Figura 5. Estrutura do virus Ebola.
(Traduzido e adaptado de: Zhang, 2014) [23]



4. Patogénese do virus

O ciclo de vida do virus Ebola comeca com a ligagio do virido a recetores especificos
na membrana da célula hospedeira, mediada pela glicoproteina presente no envelope viral. A
natureza lipidica do envelope facilita a fusao com a célula hospedeira e a entrada do virus,
permitindo a libertagao da nucleocapside para o citoplasma. A internalizagao da nucleocapside
da inicio aos processos de transcricao e replicacao. Para obter novas particulas virais, a
polimerase L comega por produzir uma cadeia de RNA(+) a partir do genoma do virus (-
ssRNA), que servira de molde a novas cadeias de genoma viral. Simultaneamente, vao sendo
produzidas todas as proteinas estruturais necessarias ao virus, incluindo novas polimerases L.
Por fim, ocorre a reuniao e montagem de todos os componentes virais formados e da-se a
libertagao de novos virides. O envelope viral é adquirido a partir da membrana da célula
hospedeira, que inclui proteinas virais, aquando da evaginagao da nova particula viral para o

exterior (Figura 6) [5,24].
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Figura 6. Esquema de replicagio do virus Ebola na célula hospedeira. A nucleocépside entra para
dentro da célula, onde ha produgio de proteinas estruturais e de cadeias de RNA(-) iguais a original.
Apos a montagem dos componentes formados, a nova particula viral é libertada para fora da célula
hospedeira.

(Traduzido e adaptado de: Prime Health Channel - Ebola Virus: Symptoms, Pictures, Structure, Facts
and History, 201 1) [24]

As altas taxas de letalidade do virus Ebola no homem explicam-se pela sua abordagem
altamente estratégica ao organismo humano: numa primeira fase, suprime quase por completo
a resposta do sistema imunitario, permitindo que o virus replique descontroladamente e se
dissemine pelo organismo; de seguida, afeta o sistema vascular, provocando hemorragias fatais.
Apos entrada no organismo, o alvo prioritario do virus sao as células dendriticas, os monocitos
e os macrofagos (células apresentadoras de antigénio) [5,25]. Deixando de haver células

apresentadoras de antigénio funcionais, as células T naive nao sao ativadas e, por isso, nao se



desencadeia uma resposta adaptativa eficaz. Este tipo de resposta € também inibido pela perda
de linfocitos que caracteriza a infecio pelo virus Ebola: apesar de estas células nio serem
infetadas, elas entram em apoptose, presumivelmente induzidas pelos mediadores
inflamatorios libertados (mecanismo explicado mais a frente). [26].

Outro mecanismo viral, inviabilizador de uma resposta imunitaria competente, é
explicado pela presenca das proteinas virais VP24 e VP35, que sao responsaveis pelo bloqueio
da produgao de interferdes de tipo | (IFNa/B) e, consequentemente, pelo bloqueio da cascata
de sinalizagao que se desencadearia numa resposta imunitaria normal [25,27,28].

Por outro lado, a infegao das células dendriticas, dos mondcitos e dos macrofagos
conduz a elevada produgao de mediadores inflamatorios e citocinas, tais como a IL-1, IL-6, IL-
8, TNF-a, a proteina quimiotatica de monocitos-1 (MCP-1), as eotaxinas (quimioatratores
eosindfilos) e também de 6xido nitrico, mediador da hipotensao por indugao da vasodilatagao
[5,25,28]. A “tempestade” de citocinas que se origina é responsavel pela atragcao de células
inflamatorias (neutrofilos e eosinofilos) para os tecidos infetados, induzindo febre, coagulopatia
e aumento da permeabilidade endotelial [5,25].

Numa fase mais avangada, o virus difunde-se para os érgaos linfoides secundarios e
para o figado, onde ocorre uma replicagao viral massiva. A esta altura, a infecao pelo virus
Ebola é associada a coagulagio intravascular disseminada, o que leva ao consumo elevado de
fatores de coagulagao. A presenca de pequenos coagulos de sangue ao longo dos vasos diminui,
por um lado, a integridade vascular e, por outro, reduz o fornecimento de sangue aos 6rgaos,
o que provoca a queda abrupta da pressao arterial, faléncia de mdltiplos orgaos, choque
séptico e, por fim, a morte [25].

As manifestagdes hemorragicas nao chegam a estar presentes em todos os doentes
infetados [2]. No entanto, quando surge, este sindrome hemorragico pode variar quanto a
complexidade. Inicialmente podem surgir equimoses ou petéquias, sendo também frequentes
relatos de sangramento das gengivas, diarreia ou vomitos acompanhados de sangue. Os casos
mais graves caracterizam-se por episodios de hemorragias externas intensas, onde o sangue é
expelido através de varios orificios corporais: boca, olhos, nariz, ouvidos e anus [5,29]. Este
fendmeno hemorragico é uma consequéncia de um somatoério de varios fatores: o aumento
da permeabilidade dos vasos, induzido pelos mediadores proinflamatorios; o efeito citopatico
que conduz a necrose hepdtica e que, por isso, compromete a produgao dos fatores de
coagulagao; a formagao de coagulos que diminuem a integridade dos vasos sanguineos e a

necrose dos tecidos [25].



Ao nivel dos 6rgios, o virus Ebola tem um efeito devastador. Ao limitar o suprimento
sanguineo aos tecidos, vai progressivamente potenciando o seu colapso, impedindo-os de
executar as suas fun¢oes basicas. No caso do cérebro, surge uma acumulagao de fluidos
(edema), o que provoca convulsoes. A faléncia do figado, 6rgao basico da coordenagao
biologica, exacerba ainda mais as hemorragias, uma vez que deixa de haver producao de fatores
de coagulagao, como ja foi referido. Ao nivel das glandulas suprarrenais, deixa de existir
producao de hormonas esteroides, grupo onde se inclui a aldosterona, fundamental no
processo de regulagao da pressao arterial. O declinio destes 6rgaos é acompanhado pela
faléncia dos restantes por mecanismos semelhantes, conduzindo o organismo ao colapso total
[25,30,31].

A complexidade do que internamente se passa no organismo de um individuo infetado
com o virus traduz-se numa manifestacao clinica, que varia de acordo com a progressao da
infecdo. Durante o periodo de incubagio (entre 2 a 2| dias), a infecio pelo virus Ebola é
assintomatica e, por isso, passa despercebida. Os primeiros sintomas que surgem sao
inespecificos, podendo até o diagnodstico confundir-se com o de uma gripe. De seguida, a
condigao do doente deteriora-se rapidamente, podendo culminar com a morte do individuo
cerca de 10 dias apds o inicio dos sintomas. A Figura 7 ilustra, de forma sequencial, a
progressao da doenga. Na grande maioria dos doentes infetados, surgem sinais e sintomas
como febres altas, mialgias, mal-estar geral, sintomas gastrointestinais (nauseas, vémitos, dor
abdominal, diarreia), sintomas respiratorios (dor no peito, dispneia, tosse, rinorreia), a nivel
vascular (hipotensao, hemorragia) e a nivel neurolégico (cefaleias, confusao, convulsoes,
encefalopatia, coma) [25,29,32]. Apenas numa minoria dos casos se verifica um sindrome gripal

simples com recuperagao total e sobrevivéncia [25].

EXPOSICAO INCUBACAO PROGRESSAO DA DOENCA MORTE
B[]
DIAS 1-3 DIAS 4-7 DIAS 7-10
Os sintomas iniciam-se,
geralmente, 4-9 dias apds a infecio, Nos primeiros Apods 4-7 dias, os Por fim, ha
apesar do periodo de incubacio dias, os doentes tém manifestacdes
poder durar até 21 dias. doentes tém nauseas, vomitos, hemorragicas internas e
sintomas diarreia, pressdo externas. A progressdo
semelhantes arterial baixa e da infecdo leva ao coma,
aos de uma cefaleias. choque séptico e,
gripe. consequentemente,
morte.

Figura 7. Etapas do desenvolvimento da doenga provocada pelo virus Ebola.
(Traduzido e adaptado de: The Huffington Post - What Actually Happens When A Person Is Infected With
The Ebola Virus., 2014) [32]



5. Diagnoéstico laboratorial da infegio pelo virus Ebola

Em caso de suspeita de infecio pelo virus Ebola, torna-se importante a investigagio de
aspetos como a histéria médica completa, viagens realizadas, historico de trabalho e possiveis
exposigoes a animais selvagens num passado recente [5].

Os exames laboratoriais que sao realizados inicialmente incluem testes basicos de
sangue: hemogramas completos com andlise de enzimas hepaticas, bilirrubina, niveis de
creatinina, ureia (BUN) e pH. Para confirmagao do diagnostico, recorre-se a outras técnicas
laboratoriais mais especificas, que tal como noutras infegoes, devem ser adaptadas a fase da
infecdo em que é mais provavel o doente estar (Figura 7). No inicio da infecao, cerca de 2-3
dias apds a exposicao ao virus, é utilizada a técnica de PCR para detecao do genoma viral,
assim como também se tenta detetar a presenca de anticorpos IgM através de testes ELISA.
Do dia 4 ao dia 10, a estratégia passa por tentar identificar a presenca do antigénio ou de
anticorpos IgG. Tendo em consideragao que a maioria dos doentes morre por volta do décimo

dia, o titulo de IgG é determinado sobretudo em exames retrospetivos [5,29].

6. Estratégias terapéuticas

Apesar de diversas terapias se encontrarem sob investigagao, ainda nao existe qualquer
tratamento especifico para a infecio provocada pelo virus Ebola. O tratamento padrio limita-
se a uma terapia de suporte com o objetivo de: equilibrar os eletrdlitos e fluidos do doente,
via oral ou intravenosa; manter estdveis a pressao arterial e a oxigenagao; administrar
anticoagulantes na fase precoce da infegao, para prevenir a coagulagao intravascular
disseminada; administrar agentes coagulantes na fase mais tardia da infecao, de modo a
estancar as hemorragias; controlar a febre e as dores (evitando utilizar aspirina ou ibuprofeno,
para nao aumentar o risco de hemorragia) e tratar outras infegoes que possam eventualmente
surgir. A instituicao da terapéutica numa fase precoce da doenga aumenta a probabilidade da
sobrevivéncia do doente. Individuos com suspeita de infecio pelo virus Ebola devem ser
imediatamente isolados [5].

A transfusao de sangue e plasma de individuos que estejam em fase de convalescenga
da infecao tem sido um método utilizado em centros de tratamento da Serra Leoa. Um doente
infetado pelo virus que receba uma transfusao de sangue ou plasma de um individuo que tenha
recuperado da mesma doenga tera um aporte de anticorpos que o podem auxiliar a combater

a infecao. Na realidade, estao a decorrer varios ensaios clinicos de fase Il e lll para avaliar



melhor a eficacia deste método terapéutico [33]. Porém, existem outras alternativas em

estudo, apresentadas resumidamente na Tabela |.

Tabela I. Firmacos atualmente em ensaios clinicos para o tratamento da infecio pelo virus Ebola e
respetivo mecanismo terapéutico.
(Traduzido e adaptado de: Bishop, 2015) [34]

Fase do ensaio

Nome do farmaco Mecanismo terapéutico e
clinico
- Via oral.

-Eum pro-farmaco do cidofovir. O cidofovir, a nivel
CMXO001

o . intracelular, aumenta a atividade contra cadeias duplas de 1]
(Brincidofovir)

DNA. Apesar do virus Ebola ser de cadeia simples de RNA,
parece haver o mesmo efeito.

- Injetavel.

- E uma combinagio de trés anticorpos monoclonais
ZMapp humanizados, produzidos através de recombinagao, que se
ligam ao virus e o inativam.

- Via oral.
T-705 ou Avigan

(Favipiravir) - Composto antiviral (pirazina) que inibe a RNA-polimerase I

RNA-dependente. Utilizado no virus da gripe.

- Injetavel.

TKM-Ebola - Uma sequéncia de RNA que cliva o RNA do virus Ebola na I
células, impedindo a replicagao.

- Via oral ou intramuscular.

BCX4430 - Composto antiviral que inibe a RNA-polimerase RNA- I
dependente.
- Injetavel.

AVI-7537 - Oligébmero de morfolino fosforodiamidato, que se liga a um I

dos sete genes do virus Ebola, impedindo a replicacio.

7. Vacinas em desenvolvimento

Atualmente, nao esta autorizada qualquer vacina que confira protecao contra o virus
Ebola em humanos. No entanto, na tentativa de obter uma vacina segura até ao final de 2015,
estao neste momento a decorrer diversos ensaios clinicos com varias vacinas candidatas [33].

A vacina ideal, no caso da doenca provocada pelo virus Ebola, seria aquela que, apés
uma administragao unica, revelasse ter a capacidade de conferir uma protecao rapida, humoral
e celular, com potencial para funcionar a longo prazo e com a reatividade necessaria para ser
considerada multivalente, ou seja, capaz de proteger contra todas as espécies da familia
Filoviridae patogénicas para o ser humano (o que inclui estirpes do virus Marburg e do virus
Ebola) [2,35].

O virus Ebola tem inlimeras particularidades que podem constituir uma verdadeira
barreira para os investigadores. Por ser um virus tao perigoso, requer laboratoérios de nivel

de biosseguranga 4 (NBS-4) para ser estudado, limitando, assim, o seu estudo experimental;
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pode surgir com diferentes morfologias (¢ um virus pleomorfico) devido a VP40, o que
complica a etapa de design de farmacos, que tem que ter em consideragao todas essas formas;
o arranjo espacial da particula viral pode ser um impedimento na altura dos anticorpos
estabelecerem ligagdo com as glicoproteinas, por ter uma densidade elevada das mesmas no
envelope. Para além disso, para que ocorra infegao, sao necessarias poucas particulas e estas
sao rapidamente internalizadas para dentro das células por fenédmenos de macropinocitose,
limitando a probabilidade de interagao com anticorpos; tem um tropismo celular variado, o
que explica a sua distribuicao pelos varios 6rgaos e o que exige uma enorme quantidade de
anticorpos dispersos pelo organismo inteiro; através da sGP, consegue um mecanismo de
evasao que funciona como uma “armadilha” para o sistema imunitario [19,20,28].

Porém, apesar de todos estes obsticulos, sao varios os motivos que tornam
investigacio de uma vacina contra o Ebola, num objetivo de prioridade maxima. Seria ingénuo
pensar que a ameaca do virus Ebola se restringe apenas aos paises africanos com sistemas de
saide precarios, quando o virus Ebola pode ser utilizado como uma arma perfeita de
bioterrorismo, numa altura em que as estratégias terapéuticas sao ainda muito escassas. A
procura de uma medida profilatica eficaz é de interesse mundial e, por isso, tém sido
diversificados os esforgos para encontrar uma solugao o mais rapidamente possivel.

Neste sentido, varias vacinas estio atualmente em ensaios clinicos, das quais se
destacam quatro: ChAd3-ZEBOV (GlaxoSmithKline), VSV-ZEBOV (NewlLink Genetics e
Merck), Ad26-EBOV e MVA-EBOV (Johnson&|ohnson e Bavarian Nordic) e EBOV-GP
(Novavax) [33].

7.1. ChAd3-ZEBOYV (GlaxoSmithKline)

A vacina ChAd3-ZEBOV é uma vacina recombinante, composta por adenovirus de
chimpanzé do tipo 3, geneticamente modificados (Figura 8) para expressar a glicoproteina do
virus Zaire ebolavirus [33]. A vacina foi desenvolvida pela GlaxoSmithKline, em colaboragao
com o US National Institute of Allergy and Infectious Diseases [36]. Os ensaios de fase Il e lll estao
a decorrer, havendo ja resultados publicados relativos a fase | (Tabela Il) [37,38].

Esses resultados de fase |, que correspondem a dois ensaios diferentes, permitem
concluir que os efeitos adversos locais e sistémicos observados nao sao suficientes para
colocar em questao o perfil de seguranga da vacina. A febre, quando observada, foi ligeira e
facilmente ultrapassada com recurso a medicagao antipirética. Em alguns participantes dos
ensaios, foram detetados anticorpos antifosfolipidicos. No entanto, este fenomeno foi

transitorio e ja foi reportado anteriormente em estudos de outras vacinas que utilizam
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adenovirus como vetores. Em termos de eficacia, os resultados obtidos sao positivos e
encorajam uma avaliagdo mais aprofundada da resposta imunitdria, o que sera certamente

esclarecido com ensaios de fase Il [37,38].

Vacina: ChAd3-EBOV

genoma do cads [N Y ST

l E1 substituido pelo gene l E4

removido

da GP do EBOV

chads-esov [NEEOVCe [ —

Vacina: VSV-ZEBOV

genoma co v [T T T 7

substituicao do gene da GP do VSV
pela GP do EBOV

Figura 8. Estrutura genética dos vetores utilizados nas vacinas ChAd3-EBOV e VSV-ZEBOV.
(Traduzido e adaptado de Kanapathipillai, 2015) [8]

7.2. VSV-ZEBOYV (NewlLink Genetics e Merck)

A VSV-ZEBOWV tiliza uma versao geneticamente modificada do virus da estomatite
vesicular (VSV), um virus que infeta gado e alguns animais domésticos e que, neste caso
particular, vetoriza o gene do virus Ebola que codifica a glicoproteina do envelope (Figura 8).
Em humanos, a infegao pelo VSV nao é grave e apresenta sintomas suaves, semelhantes aos da
gripe [22,33,39]. Esta vacina foi desenvolvida pela NewLink Genetics e pela Merck, em
colaboragao com a Public Health Agency of Canada [36]. Ensaios de fase | nos EUA, Alemanha,
Gabao e Suiga confirmaram a seguranga desta vacina, apesar de alguns efeitos adversos
reportados (Tabela 3). Os mais frequentes foram: dor no local da inje¢ao, mialgia, fatiga,
cefaleias, febre ligeira e tremores. No entanto, num dos estudos com esta vacina e
contrariamente ao expectavel pelos investigadores, alguns participantes relataram dores nas
articulagoes, efeito que foi maioritariamente reportado pelos participantes da Suiga (22 % dos
participantes). Os investigadores colocam a hipotese de que este efeito se deva ao ciclo litico
do virus que destrdi as células sinoviais, ou a deposicao de complexos anticorpo-antigénio nas
articulagoes, ou ainda a uma doenga autoimune desencadeada pelo virus, sendo este ultimo
mecanismo o menos provavel, uma vez que uma doencga autoimune nao é despoletada assim

tao rapidamente. Relativamente a eficacia, os dados ainda sao escassos, mas pode concluir-se
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que se trata de uma vacina imunogénica entre as doses de 3 x 10° e 5 x 10" PFU, com maior
titulo de anticorpos registado para as maiores doses [22,39].

O estudo STRIVE (Sierra Leone Trial to Introduce a Vaccine against Ebola) é um ensaio
clinico combinado, de fase Il e lll, que esta atualmente a ser conduzido na Serra Leoa. Para
além do STRIVE, um outro ensaio de fase lll esta a decorrer na Guiné, com alguns resultados
provisérios publicados [40,41]. O relatério que contém esses resultados foi divulgado no dia
31 de julho de 2015 e apresenta resultados de um estudo que incluiu uma amostra
populacional de 7651 individuos, vacinados intramuscularmente com uma dose de 2 x 10’ PFU.
O ensaio destaca-se por utilizar uma estratégia de vacinagao em anel. Esta estratégia consiste
em vacinar os individuos com maior risco de infe¢ao, que sio os que apresentam ligagoes
geograficas ou sociais com doentes ja infetados pelo virus. Assim, sempre que um novo caso
é identificado, toda a povoagao envolvente é vacinada, de modo a formar um anel de imunidade
[40]. Este tipo de estudo pode trazer vantagens, porque permite avaliar a eficacia em individuos
que estao ou podem ter estado expostos ao virus, ao contrario de estudos realizados em
amostras sobre as quais nao se tem sequer a certeza de terem contactado com o virus. Numa
altura em que se assiste a queda progressiva no nimero de casos de Ebola, este design de
vacinagao é promissor, uma vez que a diminuicao da transmissao da infecao pode ser um
obstaculo na apreciagao direta da eficacia em ensaios clinicos atualmente em curso: se diminui
a taxa de transmissao do virus, também diminui a probabilidade de exposi¢ao ao virus dos
participantes dos ensaios, o que implica que os resultados obtidos nao sejam estatisticamente
validos por existir uma sobrevalorizagao da eficacia da vacina [42].

Porém, neste tipo de estudo, nem todos os individuos sao imediatamente vacinados:
uma parte dos participantes € vacinada com um ligeiro atraso e é esta particularidade que, no
fim de contas, permite avaliar a eficacia da vacina. Numa primeira analise, os investigadores
compararam a incidéncia da doenca provocada pelo virus Ebola nos individuos que tinham sido
imediatamente vacinados (n=4123) com os que tinham sido vacinados apos uns dias (n=3528).
Desta analise, concluiu-se que a incidéncia da doenga no primeiro grupo foi de 0 %, enquanto
que no segundo grupo houve a confirmagao de |6 casos de infegao [40]. Apesar dos resultados
extremamente positivos e de muito se especular sobre uma eficacia de 100 %, é ainda muito
cedo para o afirmar. O estudo prossegue e os resultados finais podem ser mais esclarecedores
quanto a esta questao, na medida em que ainda os resultados, para além de provisérios, sao

ainda pouco detalhados.
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7.3. Ad26-EBOV e MVA-EBOY (Johnson&Johnson e Bavarian Nordic)

A Johnson&Johnson, em associagdo com a empresa biotecnologica Bavarian Nordic,
desenvolveu uma vacina que difere das restantes, por consistir num regime duplo de vacinagao:
a primeira dose (Ad26-EBOV) tem o intuito de fazer uma primeira estimulagao do sistema
imunitario e a segunda (MVA-EBOV) trata-se de um reforgo, cujo objetivo é o de melhorar a
resposta do sistema imunitario ao longo do tempo. A Ad26-EBOV contém adenovirus de
serotipo 26 a expressar a glicoproteina do virus Zaire ebolavirus, enquanto que a MVA-EBOV
(Modified Vaccinia Ankara-EBOV) é uma vacina multivalente, uma vez que contém um vetor
para expressar a glicoproteina do Sudan ebolavirus (SEBOV), do Zaire ebolavirus, do virus
Marburg e a nucleoproteina do Tai Forest ebolavirus.

No que diz respeito a estas vacinas, ja existem resultados de fase | disponiveis. Os
dados preliminares, publicados em maio de 2015, mostram que a formulagao da vacina é
imunogénica, independentemente até da ordem pela qual as vacinas sao administradas. Em
relagao a seguranga, ambas provocaram as reagoes expectaveis da vacinagao. A resposta
imunitaria depois do refor¢o foi mista, tendo havido indugao de componentes caracteristicos
da resposta celular e da resposta humoral. A resposta celular observada caracterizou-se pela
inducao de células T CD8+ e CD4+ altamente polifuncionais. Estas conclusdes confirmam os
resultados pré-clinicos reportados anteriormente e justificam a investigagao deste regime

duplo de vacinagao em ensaios de fase |l [43].

7.4. EBOV-GP (Novavax)

Por sua vez, a Novavax desenvolveu uma vacina que consiste numa nanoparticula com
glicoproteina recombinante do Zaire ebolavirus. As nanoparticulas esféricas tém entre 30 nm e
40 nm de diametro e contém uma matriz adjuvante (Matrix-M™) a base de saponinas, que
produz uma resposta imunitaria mais forte e duradoura. Para obter o antigénio em grandes
quantidades, que neste caso ¢ a glicoproteina do virus, € retirado do genoma viral o gene que
a codifica e, posteriormente, incorporado no genoma de baculovirus. Células de inseto
infetadas com esse baculovirus vao, consequentemente, expressar a proteina de interesse, que
é integrada na nanoparticula. Este mecanismo permite uma produgao em larga escala em
relativamente pouco tempo [44]. A empresa divulgou, em julho de 2015, um relatério com
resultados de fase | relativos a seguranca e imunogenicidade da vacina com e sem a Matrix-
M™ numa amostra de 230 adultos saudaveis. Aos participantes, foi-lhes administrada uma ou
duas inje¢oes intramusculares com doses a variar entre os 6.5 pg e os 50 pg de antigénio.

Segundo o mesmo relatorio, a vacina revelou ser altamente imunogénica com todas as doses,
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atingindo titulos de anticorpos entre os 45.000 e 70.000 GMT passados 35 dias da vacinagao
[45].

Apesar das estratégias das vacinas apresentadas diferirem no processo de produgao e
terem as suas particularidades, a estratégia passa sempre por utilizar a glicoproteina como
antigénio-alvo, o que a luz do conhecimento atual, acaba por ser a estratégia mais logica, uma
vez que a glicoproteina € a Unica proteina estrutural exposta a superficie das particulas virais
passivel de interagir com os anticorpos [20,21,46].

Uma resposta imunitaria mais forte e duradoura é geralmente observada com vacinas
vivas atenuadas. Uma das razoes tem a ver com a capacidade de replicagao do virus vacinal no
hospedeiro. Contudo, o risco de efeitos adversos é consideravelmente maior, o que levanta
maiores preocupagoes no que diz respeito a seguranga [42]. No entanto, a biologia molecular
moderna veio tornar possivel a insercao e eliminagao de genes de interesse, usando uma
grande variedade de sistemas e permitindo, assim, a utilizacdo de virus defetivos enquanto
vetores, que sao considerados mais seguros do que os virus vivos atenuados de estirpes
patogénicas e virulentas. Porém, uma desvantagem é a necessidade de utilizacio de doses
consideravelmente maiores para atingir a mesma resposta imunitaria. Outro inconveniente
das vacinas desenvolvidas com vetores virais é a imunidade pré-existente aos proprios vetores:
se uma porg¢ao consideravel da populagao tem imunidade ao vetor, podera haver um bloqueio
no desenvolvimento de uma resposta imunitaria eficaz contra a proteina de interesse cujo
gene foi colocado nesse vetor. A vacina da GlaxoSmithKline, a ChAd3-ZEBQOYV, e a vacina VSV-
ZEBOV sao atualmente as mais promissoras e sao também dois exemplos de vacinas
formuladas com vetores virais, estando por isso sujeitas a enfrentar estes obstaculos [47].

A ChAd3-ZEBOV, por ser uma vacina que consiste num adenovirus sem os genes El
e E4 (Figura 8), é incompetente no que diz respeito a replicagao [36]. Por este motivo, uma
grande dose de particulas sera necessaria para induzir uma resposta imunitaria [20,47]. Por
outro lado, a possibilidade de existéncia de imunidade contra o adenovirus também é uma
realidade, uma vez que os adenovirus foram dos primeiros sistemas usados como vetores em
humanos [47].

A VSV-ZEBOV, por ser uma vacina constituida por um virus vivo e nao atenuado, com
elevada capacidade de replicagao, exige maiores cuidados no que diz respeito a seguranca. A

aplicagdo em massa desta vacina podera até introduzir um novo virus na populagao humana,
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produzido pelo préoprio homem [20]. Em alguns estudos animais, o VSV revelou ter a

capacidade de permanecer latente em alguns tecidos dos hospedeiros [47,48].

Os dados de seguranca obtidos a partir dos estudos das vacinas aqui mencionadas e
discutidas indicam um perfil de seguranga aceitavel em adultos saudaveis. No entanto, sao
necessarios dados adicionais que esclarecam sobre a seguran¢a das vacinas em grupos da
populacio que ainda nao foram contemplados nos estudos existentes: individuos
imunodeficientes, criangas, gravidas e doentes cronicos. Em relagao a eficacia, apesar de nao
serem passiveis de comparagao, todas obtiveram resultados promissores, o que justifica a

continuidade dos estudos.
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Conclusdo

A epidemia do virus Ebola de 2014 demonstrou o que pode suceder quando um virus
contagioso surge entre uma populagdo com um sistema de salde precario, onde as praticas
culturais (como por exemplo os funerais) e a falta de informagao potenciam a disseminagao
da doencga.

Apesar de ter sido identificado ha mais de 40 anos, os investigadores nao estao ainda
completamente esclarecidos relativamente a aspetos essenciais do virus, nomeadamente a
transmissao, a patogénese, terapéutica especifica e vacinas eficazes.

O virus Ebola compromete toda a resposta imunitaria inata e adaptativa ao expressar
proteinas que inibem a producao de IFN do tipo |, ao desregular a resposta inflamatoria, ao
infetar as células apresentadoras de antigénio e através de todos os outros mecanismos
descritos ao longo deste trabalho.

Nos ultimos 15 anos, houve um progresso significativo no desenvolvimento da vacina
contra o Ebola, apesar de ainda nio existir nenhum tratamento profilatico autorizado. A
capacidade de indugao de uma resposta imunitaria, tanto humoral como celular, demonstrada
por diversas vacinas experimentais comprova que a protegao contra um virus tao letal quanto
o Ebola passa pela vacinagio e que esse seria o Unico método eficaz para prevenir uma
epidemia como a observada em 2014 [20].

Para a OMS, o objetivo passa por obter uma vacina segura e eficaz até ao fim de 2015
[33]. Para j3, varias vacinas completaram a fase | dos ensaios clinicos com resultados positivos
e avangam agora para ensaios de fase Il e lll, com a expectativa de obter resultados mais
detalhados, tanto sobre a seguranga, como sobre a eficacia.

Até a data, é a vacina VSV-ZEBOV a mais avangada em estudos de fase clinica, tendo
ja, inclusivamente, apresentado resultados de fase Ill. Ainda que provisérios, estes resultados
revelaram-se muito promissores no que i seguranca e eficacia diz respeito. E expectivel que
as restantes vacinas em estudo apresentem resultados num futuro préximo.

O numero de artigos e noticias que surgem diariamente, a nivel mundial, sobre o virus
Ebola comprovam que a epidemia de 2014 nio se tratou apenas de uma catastrofe para a
Africa Ocidental. Com ela surgiram também oportunidades de colaboragio entre os

investigadores de todo o mundo, na tentativa de controlar a doenga.
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