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RESUMO

O virus Zika pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus e tem seu
genoma viral constituido de uma molécula de RNA de fita simples de polaridade
positiva, com aproximadamente 10.700 pb. As interacdes de Flavivirus com
compartimentos biolégicos como as plaquetas foram relatadas pela literatura, sendo
demostrado que o virus € carreado para outros tecidos e sua viabilidade é mantida
por um maior tempo, no entanto, este tipo de estudo ainda néo foi reportado para o
ZIKV. O objetivo deste trabalho foi comparar a carga viral do virus Zika entre o
plasma rico em plaquetas (PRP) e o plasma pobre em plaquetas (PPP). As amostras
utilizadas foram coletadas de doadores saudaveis e posteriormente incubadas com
o virus ZIKA a 37°C na presenca de CO, durante 12 dias consecutivos, sendo
retiradas aliquotas no momento do preparo e apés 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias de
incubacédo. Os resultados demostraram que a carga viral no PRP foi estatisticamente
superior a do PPP depois de 12 dias de incubacdo com o virus, sugerindo que as
plaguetas podem carrear e preservar o virus durante maior tempo comparado ao

plasma isento de plaquetas.



ABSTRACT

The Zika virus belongs to the Flaviviridae family, Flavivirus genus, and the
viral genome consists of the molecule single-stranded, positive-sense RNA of
approximately 10,700 bp. The interaction of Flavivirus with biological compartments
such as platelets has been reported in the literature, and have shown that the virus is
carried to other tissues and its viability is maintained for a longer time. However, this
kind of evaluation was not reported for ZIKV yet. The aim of this study was to
compare the viral load of Zika virus between platelet rich plasma (PRP) and platelet
poor plasma (PPP). The samples were collected from healthy donors and
subsequently incubated with ZIKA virus at 37 ° C with CO, atmosphere for 12
consecutive days. Aliquots were evaluated at the zero time and after 2, 4, 6, 8, 10
and 12 days of incubation Results showed that the viral load in PRP is statistically
higher than in PPP after 12 days of incubation with the virus, suggesting that
platelets can carry and preserve the virus longer than in platelet-free plasma.
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1. INTRODUCAO
1.1 Aspectos epidemiolégicos do Zika virus (ZIKV)

O Zika Virus (ZIKV) foi relatado pela primeira vez em macaco Rhesus em abril
de 1947 na Floresta Zika, na Africa. Durante um estudo sobre a observacido da
presenca do virus da febre amarela em macacos na floresta Zika, a fim de implantar
0 programa “Macaco Rhesus Sentinela”, sendo que o programa foi inicialmente
implantado no ano de 1946 na cidade de Bwamba localizada em Uganda, Africa
(1,2).

Nesse estudo 0os macacos eram mantidos em gaiolas e a sua temperatura
corporal monitorada diariamente. Durante esse processo foi observado um aumento
da temperatura corporal de um dos macacos, sem a presenca de outros sintomas. A
fim de descobrir 0 que havia gerado o aumento da temperatura corporal, 0s
pesquisadores coletaram uma amostra de sangue do macaco trés dias apés o
surgimento do sintoma, para a realizacdo de testes laboratoriais (1,2). Apos
processamento inicial da amostra o soro foi inoculado em ratos via intraperitoneal e
intracerebral, e em outro macaco Rhesus via subcutédnea. Os ratos inoculados
intracerebral apresentaram sinais de doenca no 10° dia po6s inoculacdo, e 0s
inoculados via intraperitonial e, 0 macaco ndo apresentaram manifestacdes. O virus
foi isolado dos cérebros dos ratos com sintomas, e se observou a presenca de um
virus até entdo ndo descrito (1,2).

Em outro estudo sobre a febre amarela, no ano de 1948 foi relatada a
presenca do ZIKV, em mosquitos Aedes africanus (1,2), e posteriormente em Aedes

luteocephalus e Aedes aegypti (3,4).

Em humanos o primeiro isolado do virus ocorreu na Nigéria no ano de 1954
(2,5). Em 1963 no continente Asiatico foram relatados casos na Tailandia,
Federacdo da Malasia e Vietnd do Norte (6). Seguido de relatos na Malasia em

1969, e a presenca em mosquitos em 1977 na Indonésia (3,7).

Entretanto em 2007 nas ilhas Yap na Micronésia ocorreu o primeiro surto da
infecgdo fora dos continentes Africanos e Asiaticos. Durante o surto demonstrou-se
gue o mosquito Aedes hensilli foi o transmissor do virus, sendo o0 vetor encontrado
em maior quantidade na ilha e, este havia sido associado com a transmissao do

virus Dengue (8,9).
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Casos também foram relatados em Camboja no ano de 2010 (10), nas
Filipinas em 2012 (11) e na Tailandia de 2012 a 2014 (12). Em 2013 e 2014 na
Polinésia Francesa houve registros de 5.895 pacientes com suspeita de infeccao
pelo ZIKV em alguns centros de atendimento, mas uma estimativa de que ocorreram
19.000 casos (7,13,14). Os primeiros relatos do virus nas américas ocorreram em

Nova Caleddbnia, nas llhas Cook e na llha de Pascoa em 2014 (15-18).

Estima-se que o virus chegou ao territério brasileiro no ano de 2014, com a
apresentacao dos primeiros casos de infeccdo em 2015 na cidade de Natal, Rio
Grande do Norte (19,20).

1.2 Virus Zika

O ZIKV pertencente a familia Flaviviridae, género Flavivirus, possui genoma
viral constituido de uma molécula de RNA de fita simples de polaridade positiva, com
aproximadamente 10.700 pb (21), material genético € envolto por uma membrana
lipidica denominada de envelope viral e por um capsideo proteico. Essas estruturas
estdo presentes em outros virus pertencentes a esta familia, como os virus da
Dengue, Febre amarela e Febre do Oeste do Nilo. O RNA do ZIKV é traduzido em
uma unica poliproteina que se divide em trés proteinas estruturais, sendo elas: C
(capsideo), prM/M (pré membrana) e E (envelope); e sete ndo estruturais (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (22).

As funcdes de cada proteina mencionada sdo: Proteina E: proteina da
superficie viral responsavel por interagir com a membrana do hospedeiro, fazendo
com que ocorra a interacao virus-membrana celular; Proteina M: fragmento da
proteina prM € importante na maturacdo viral quando esta na forma infecciosa;
Proteina C: responsavel pela formacdo de uma Riboproteina, e também pode
contribuir na montagem dos virions (forma viral infecciosa) e as proteinas nao
estruturais que estao associadas a replicagao viral (23).

A primeira variante do virus isolado em Uganda na Africa (MR 766) foi
sequenciada em 2007 (21). Depois ocorreram 0 sequenciamento de outras
linhagens como as encontradas na Republica Centro Africana, Senegal, Nigéria,

Micronésia, Malasia, Camboja, entre outras.
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No Brasil segundo estudos, foram identificadas 11 variantes do ZIKV séo elas:
ZKV/2015, BeH828305/2015, Rio-U1/2016, BeH819966/2015, SSABR1/2015,
BeH818995/2015, BeH815744/2015, BeH819015/2015, BeH823339/2015, Rio-
S1/2016 e Natal RGN/2015, como demonstrado na figura 1 (24).

Um estudo de filogenia demonstrou que existem grandes diferencas entre as
linhagens Asiaticas e Africanas, formando dois grupos. Estudos demonstraram que
existe uma maior prevaléncia da linhagem Asiatica nos surtos relatados (8, 25, 26),

sendo também a linhagem relacionada com os surtos recentes (27, 28).

0 :KU321639/ZikaSPH2015!2015/Brazil
KU509998/1225/2014/Haiti
@ KU744693/VE Ganxian/2016/Venezuela
@ KUB47676/MRS OPY M./2015/Martinique
1 @ KU820897/FLR/2016/Colombia
W KU497555/ZKV/2015/Brazil
KU729218/BeH828305/2015/Brazil
KU926309/Rio-U1/2016/Brazil *
KU501216/103344/2015/Guatemala
KUS501217/8375/2015/Guatemala
KU365779/BeH819966/2015/Brazil
KU707826/SSABR1/2015/Brazil
KU365777/BeH818995/2015/Brazil
KU365780/BeH815744/2015/Brazil
KU740184/GD01/2016/China
KU761564/GDZ16001/2016/Venezuela
KU312312/21106033/2015/Suriname
KU501215/PRVABC59/2015/Puerto Rico
KU365778/BeH819015/2015/Brazil
KU729217/BeH823339/2015/Brazil
KU926310/Rio-S1/2016/Brazil*
KU527068/Natal RGN/2015/Brazil
® KJ776791/H/PF/2013/French  Polynesia
L— @ KU820899/2J03/2016/China

® s0lado de humanos
Isolado de mosquitos
@ Isolado de Macacos

Linhagem
Asiatica

100

KU681081/SV0127/2014/Thailand

100

100 @ KF993678/PLCal ZV/2013/Thailand

@ JNB60885/FSS13025/2010/Cambodia

@ EU545988/FSM/2007/Micronesia
 E—

@ KU681082/CPC-0740/2012/Philippines

@ H0234499%6-74011966/Malaysia

@ KF383116/ArD7117/1968/Senegal
100 @ HQ234501/ArD41519/1984/Senegal
[

HQ234500/IbH 30656/1968/Nigeria
L ® KF383117/ArD128000/1997/Senegal

100 2 ® KF383119/ArD158084/2001/Senegal
—{__{— @ KF383118/ArD157995/2001/Senegal

@ LC002520/MR766/1947(Uganda

Linhagem
Africana

100

@ KF383115/ArB1362/1968/Central African Republic
@ KF268949/ARB15076/1976/Central Africa Republic
100 ¥ KF268948/ARB13565/1976/Central Africa Republic
0.01 100 100 @ KF268950/ARB7701/1976/Central Africa Republic ]

Figura 1. Linhagens do ZIKV identificadas. Os pontos em azul, laranja e preto
correspondem a linhagens encontradas em amostras de humanos, mosquitos e

macacos respectivamente. Modificada de Wang et al.2016 (24).
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