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RESUMO: O virus Zika é o foco de uma pandemia continua e emergéncia de saude publica.
Inicialmente, limitado a casos esporadicos na Africa e na Asia em 2007, no entanto, o
aparecimento do virus Zika no Brasil em 2015 anunciou uma rapida disseminagao pelo
continente americano. Em 2016, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou o
ZIKV uma emergéncia de saude publica internacional devido ao aumento desproporcional
de casos de infecgao pelo virus Zika, bem como as ligagdes entre a infecgéo pelo ZIKV
e malformagdes congénitas, incluindo microcefalia e neurolégicas condigbes como a
sindrome de Guillain-Barré (GBS). Existem diferentes métodos de diagndstico laboratorial
usados atualmente para a deteccéo do virus Zika: analise molecular, detecgcdo soroldgica
de anticorpos anti-ZIKV e isolamento viral. No entanto, existem limitacbes associadas ao
seu uso, o que dificulta o diagndstico nos sistemas de saude. Os biossensores tém se
destacado no setor comercial e de pesquisa como uma alternativa que oferece diagndsticos
rapidos e capacidade de deteccao em tempo real sendo, portanto, uma plataforma atraente
para uma variedade de aplicagdes em diagndstico clinico. O presente capitulo apresenta
uma revisao bibliografica que aborda os temas do virus Zika e os nanomateriais para
biossensores como plataformas de deteccao de doencas.

PALAVRAS-CHAVE: Doencas. Biossensores. Nanomateriais.
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ZIKA VIRUS: GENOME, PATHOGENESIS AND DIAGNOSTIC METHOD

ABSTRACT: The Zika virus is the focus of an ongoing pandemic and public health emergency.
Initially limited to sporadic cases in Africa and Asia in 2007, however, the emergence of
the Zika virus in Brazil in 2015 heralded a rapid spread across the American continent. In
2016, the World Health Organization (WHO) declared ZIKV an international public health
emergency due to the disproportionate increase in cases of Zika virus infection, as well
as the links between ZIKV infection and congenital malformations, including microcephaly,
and neurological conditions such as Guillain-Barré syndrome (GBS). There are different
laboratory diagnostic methods currently used for the detection of the Zika virus: molecular
analysis, serological detection of anti-ZIKV antibodies and viral isolation. However, there
are limitations associated with their use, which make diagnosis difficult in health systems.
Biosensors have been gaining prominence in the commercial and research sectors as an
alternative that offers rapid diagnostics and real-time detection capabilities, and are therefore
an attractive platform for a variety of clinical diagnostic applications. This chapter presents a
literature review that addresses the topics of the Zika virus and nanomaterials for biosensors
as disease detection platforms

KEYWORDS: Diseases. Biosensors. Nanomaterials.
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FUNDAMENTAGAO TEORICA

Virus Zika (ZIKV)

O virus Zika (ZIKV) é uma arbovirose que apresenta genoma de RNA de fita simples
de polaridade positiva, capaz de replicacdo imediatamente apdés a entrada celular. O
virus Zika € pertencente a familia de virus Flaviviridae, membro do género Flavivirus e,
filogeneticamente, esta relacionado a varios outros virus de importancia clinica, incluindo
o virus do Nilo Ocidental (WNV), virus da febre amarela (YFV) e virus da dengue (DENV),
todos os quais foram associados a transmissao por mosquitos (HOSSEIN, 2020).

Ao longo do surgimento do virus Zika, diferentes vias de transmissdo foram
documentadas, principalmente associadas ao mecanismo de transmissao pela picada do
mosquito Aedes infectado. O ZIKV é transmitido por varias espécies de mosquitos, incluindo
Aedes africanus, Ae. aegypti, Ae. albopictus e Ae. Hensilli (VERMISOGLOU et al., 2020).

Outras vias de transmissédo, como transfusdo de sangue, transmissdo pré-natal,
sexual ou de mée para filho do ZIKV, causaram uma taxa mais alta de disseminacao
(GORSHKOV et al.,, 2019; RASMUSSEN; JAMIESON, 2020; GIRALDO; GONZALEZ-
OROZCO; RAJSBAUM, 2023).

PESQUISAS E DEBATES SOBRE A SAUDE COLETIVA: UM INTERCAMBIO ENTRE BRASIL E PORTUGAL 908

VOL. 2 CAPITULO 97




ZIKA: Estrutura e genoma

O comprimento do genoma do ZIKV é de 10.794 kb, codificando 3.419 aminoacidos,
e compreende uma molécula de RNA de fita simples de sentido positivo que possui um
unico quadro de leitura aberta (ORF - Open Region Frame) longo flanqueado por duas
regides nao codificantes (5’ e 3’ NCR — Non Coding Region). O ORF codifica para todos
os componentes estruturais e ndo estruturais do ZIKV, incluindo uma poliproteina, que é
clivada na proteina do capsideo (C), proteina precursora (prM), proteina do envelope (E) e
7 proteinas nao estruturais (NS - Non Structural) (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B,
e NS5).

Figura 1. A) Expressao do genoma do ZIKV (ZHANG et al., 2021).
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Entre as proteinas do virion, a proteina E é a principal proteina de superficie e
desempenha um papel importante em varias caracteristicas do ciclo viral: fusdo das
membranas por meio de endocitose mediada por receptor, principalmente por meio da
familia de receptores de lectina do tipo C da célula hospedeira e na mediagcdo da uniao
(Zhang et al., 2021).

As sete proteinas n&o estruturais desempenham um papel fundamental na regulagao
da replicagédo e transcri¢do viral juntamente com a ativagdo das respostas antivirais do
hospedeiro (KAZMI et al., 2020; ZHANG et al., 2021).

Os virions do ZIKV sao envelopados, esféricos. Eles possuem aproximadamente 50
nm de didmetro e as proteinas prM/M e E de superficie estdo dispostas em uma simetria
tipo icosaédrica T = 3 (Giraldo et al., 2023).
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Patogénese do ZIKV

A capacidade de evadir a resposta imune inata e adaptativa para infectar com
eficiéncia diferentes células e tecidos faz parte das caracteristicas relevantes que o virus
Zika possui para causar patologia. Diferentes estudos tém se baseado no entendimento
dos mecanismos moleculares da interagao virus-hospedeiro, sendo estudados tanto in
vitro quanto in vivo, nos quais multiplos mecanismos de patogénese tém sido propostos
que podem envolver o ZIKV, seja por amortecimento de uma resposta antiviral efetiva que
leva ao aumento replicagao ou indiretamente induzindo imunopatologia devido a respostas
imunes desreguladas (Rasmussen & Jamieson, 2020; Jayachandran et al., 2021)and in
2016 was identified as a cause of microcephaly and other serious birth defects. Since that
time, much has been learned about the Zika virus. The virus is primarily spread by the
bite of Aedes species mosquitoes; however, other forms of transmission (e.g., sexual and
intrauterine.

Com base na transmisséo vetorial, a infecgéao pelo ZIKV comega com uma picada de
mosquito de uma pessoa infectada pelo ZIKV. A replicagdo viral ocorre nas células epiteliais
do intestino médio do mosquito e continua até as glandulas salivares. Apos um periodo de
incubagao de 10 dias, o mosquito pode transmitir o virus através da saliva infectada.

Ovirus Zika primeiro se liga areceptores celulares que sao especificos para diferentes
flavivirus. Nesse sentido, alguns receptores foram propostos em estudos de cultura de
células, incluindo membros do receptor ZIKV: DC-SIGN (molécula de adesao intracelular
especifica de células dendriticas) e proteinas receptoras de fosfatidilserina: TYRO 3, AXL,
TIM e TAM. A proteina AXL é provavelmente uma das mais estudadas em células e in vitro
e tem sido proposta como uma forte candidata a receptor para ZIKV, uma vez que parece
desempenhar um papel importante na patogénese viral (Vue & Tang, 2021; Giraldo et al.,
2023).

Esses receptores facilitam a entrada e a infecgao do ZIKV em macréfagos, mondcitos,
células progenitoras neurais (NPCs) e células fetais, desempenhando fungdes importantes
como adesao, migragao, replicagédo e evasao do sistema imunoldgico, liberagao de citocinas
e vias de sinalizagdo de antigenos.
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Manifestagoes clinicas associadas a infecgao pelo ZIKV

Os sintomas da infecgao por ZIKV se desenvolvem em 3 a 5 dias com o aumento
da temperatura do paciente infectado e, subsequentemente, desenvolvem uma erupgao
cutanea maculopapular.

Devido a rapida disseminagdo do ZIKV pelo mundo, os sintomas tornaram-se
diversos e, na epidemia em paises como a Polinésia e o Brasil, foram relatadas diferentes
manifestagdes neuroldgicas associadas ao ZIKV, incluindo Sindrome de Guillain-Barr
(GBS), mielite transversa, meningoencefalite, encefalomielite disseminada aguda (ADEM)
(Zare Mehrjardi, Keshavarz et al., 2016; Wu et al., 2018), levantando grandes preocupacoes
sobre a patogenicidade do ZIKV. GBS é uma doenga autoimune que afeta o sistema nervoso
periférico e causa fraqueza muscular e paralisia.
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Mecanismos de transmissao do ZIKV

O ZIKV é um virus transmitido principalmente pelo modo de transmissao vetorial,
através da injecao de saliva infectante por meio da picada de mosquitos do género Aedes,
principalmente o Aedes aegypti. O ZIKV também pode ser transmitido por outras espécies
do mesmo género, como Aedes hensilii, Aedes polynesiensis e Aedes albopictus.

Atransmissao nao vetorial da infecgéo pelo ZIKV pode ocorrer com a transmissao de
mae para filho, sexualmente (tanto de individuos sintomaticos quanto assintomaticos), por
transfusao, por meio de medula 6ssea ou transplante de érgaos.

Em 2017, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) apresentou o descobrimento que
o ZIKV infecta os testiculos, detectando vestigios de RNA do ZIKV no fluido seminal e, até
o0 momento, a transmissao sexual pode ser de homem para mulher (JAYACHANDRAN;
CHANDA; BALAMURALLI, 2021). Curiosamente, o ZIKV é o primeiro arbovirus detectado
no sémen humano e pode ser transmitido sexualmente. Alguns relatos indicam que o RNA
do ZIKV e a carga viral infecciosa podem ser detectados na urina e na saliva de pacientes
infectados (PATTNAIK; SAHOO; PATTNAIK, 2020).

Existem amplas evidéncias que confirmam que maes infectadas pelo ZIKV podem
transmitir o virus para seus fetos durante a gravidez. Varios estudos demonstraram a
capacidade do ZIKV de atravessar a placenta e infectar tecidos neurais de fetos, dada a
detecgao de RNA e antigenos do ZIKV na placenta, liquido amnidtico e tecidos cerebrais
de bebés (RASMUSSEN; JAMIESON, 2020)and in 2016 was identified as a cause of
microcephaly and other serious birth defects. Since that time, much has been learned
about the Zika virus. The virus is primarily spread by the bite of Aedes species mosquitoes;
however, other forms of transmission (e.g., sexual and intrauterine.

A Transmissao por fluidos corporais foi confirmada por testes de diagndstico RT-
PCR, que revelaram a presenca de RNA do ZIKV na urina, sangue, saliva e outros fluidos
corporais, indicando possivel transmissao por fluidos corporais (Yadav & Mohite, 2020;
Boeras et al., 2022).
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Diagnéstico

O diagnéstico da infeccao pelo ZIKV é desafiador, pois os sintomas se assemelham
aos de outras infecgdes por flavivirus. A Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos aprovou até o momento 5 testes soroldgicos e 14 testes moleculares para os quais
amostras de saliva, urina e soro sao coletadas de pacientes (Noorbakhsh et al., 2019;
Bhardwaj et al., 2021).

A deteccao do ZIKV pode ser realizada pela detecgao dos componentes virais do
ZIKV (proteinas virais, RNA ou isolado do virus) ou pela medi¢gdo da concentracédo de
anticorpos contra as proteinas virais do ZIKV (resposta imune do hospedeiro) por meio de
ensaios soroldgicos.

Dos testes aprovados pelo FDA, podemos citar: O teste de acido nucléico (NAT), que
€ baseado em RT-PCR que utiliza sangue total ou soro para o diagndstico de ZIKV. Isso é
feito para pacientes com inicio dos sintomas <7 dias.

Para sintomas =7 dias, imunoensaios enzimaticos (EIAs), ensaios de
imunofluorescéncia (IFAs) e ensaios de neutralizagdo, como testes de neutralizagao por
reducao de placas (PRNTs), entre outros, sdo importantes ferramentas de diagndstico
soroloégico.

Em diagnéstico in vitro, a ferramenta de diagndstico molecular padréao-ouro para
ZIKV é PCR quantitativo de transcrigao reversa (QRT-PCR), mas problemas de alto custo e
portabilidade dificultam seu uso como ponto de atendimento (POC) durante programas de
vigilancia (Silva et al., 2019).

Portanto, estratégias novas, rapidas, precisas e sensiveis para a detecgao de ZIKV
sdo urgentemente necessarias para prevenir e controlar efetivamente os surtos de ZIKV.

De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC), um
biossensor é um dispositivo que converte um biorreconhecimento (ligacdo por afinidade,
como entre um anticorpo e um antigeno) ou biocatalitico (uma reagédo enzimatica etc.) em
uma analise sinal proporcional a concentragao do alvo (IMRAN; AHMADI; KERMAN, 2021).

Os sensores sao dispositivos usados para detectar a presenga de uma substancia
especifica de interesse ou para medir uma propriedade fisica, como temperatura, massa
ou caracteristicas elétricas ou oOpticas, e produzir um sinal para registro ou processamento
subsequente (NARESH; LEE, 2021). A qualidade na operagao dos biossensores é validada
e refletida dependendo de seis propriedades: seletividade, faixa linear de resposta,
sensibilidade, limite de detecgéo, reprodutibilidade e estabilidade (LINO et al., 2022).

Os biossensores sdo baseados em varios elementos de reconhecimento,
classificados como genossensores (DNA e oligonucleotideos), aptassensores (aptameros)
imunossensores (anticorpos e antigenos) e sensores enzimaticos (enzimas, células e
tecidos) (IMRAN; AHMADI; KERMAN, 2021).

Por outro lado, os biossensores podem ser classificados de acordo com o método
de transducédo. Entre os varios tipos de biossensores, os biossensores eletroquimicos sao
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operados ha varios anos em varios campos. Alguns ja foram comercializados, pois sao
relativamente faceis de funcionalizar e relativamente baratos (LINO et al., 2022).

Do final dos anos 1990 ao inicio dos anos 2000, o uso da nanotecnologia para
pesquisa de dispositivos de monitoramento biolégico experimentou um crescimento
explosivo (OLIVEIRA et al., 2018). Os nanomateriais possuem varias caracteristicas, como
grande proporgéo de area de superficie por volume, bem como efeitos de tamanho quantico
que dominam em nanoescala (WU et al., 2020).

O termo “nanobiossensor” pode ser visto como resultado dos avangos da
nanotecnologia utilizada para fins de biossensoriamento. Em geral, os nanobiossensores
séo biossensores compostos por materiais que possuem suas dimensdes em nanoescala.
Os materiais em nanoescala apresentam propriedades Unicas e inovadoras em comparagao
com seus equivalentes em maior escala (LINO et al., 2022).

O diagndstico clinico, separacéo de amostras, amplificagdo de sinal e detecg¢ao de
elementos de reconhecimento biolégico sdo algumas das areas nas quais as qualidades
aprimoradas oferecidas pelos nanomateriais sao aplicadas com sucesso (WU et al., 2020).

As principais vantagens dos nanossensores incluem: velocidade de resposta, baixa
quantidade de amostra necessaria, robustez, capacidade de utilizagdo em pontos de
atendimento (portabilidade) e custo/beneficio atrativo. Entre os nanomateriais usados para
fabricar nanossensores, os nanomateriais a base de carbono sao promissores, pois exibem
propriedades eletrénicas excepcionais, dando-lhes a capacidade de obter melhores sinais
em varias aplicagdes de deteccdo (BAKANDRITSOS et al., 2017).

Além de sua alta area superficial, os nanomateriais a base de carbono sao materiais
biocompativeis e sdo vantajosos em termos de simplicidade, velocidade e sensibilidade
(FAHMY et al., 2022). Nanocompoésitos a base de grafeno e nanoparticulas metalicas
depositadas na superficie de eletrodos tém sido explorados para biossensores devido a
sua excelente biocompatibilidade, alta area de superficie e conjugacao seletiva de sitio com
biomoléculas (OLIVEIRA et al., 2018).

O grafeno € um material formado por uma camada de atomos de carbono,
frequentemente conhecido por sua estrutura de favo de mel 2D de camada unica, na qual
ambas as superficies estao disponiveis para adsor¢ao de moléculas.

O grafeno apresenta propriedades interessantes, pois € um material com alta
resisténcia mecanica, conducgao eletrbnica e térmica, aléem de ser quimicamente estavel,
forte e flexivel. Sua superficie & extraordinariamente grande (2630 m?/g), mesmo assim é
um material leve.

O grafeno e seus derivados, como 6xido de grafeno (GO), 6xido de grafeno reduzido
(GOr) e acido de grafeno (AG), que contém varios grupos funcionais de oxigénio (hidroxila,
carboxila e grupos funcionais epoéxi), surgiram para uso potencial em biossensores
(MATHEW et al., 2020).
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O acido de grafeno é considerado um novo membro da familia dos derivados do
grafeno, apresentando composi¢ao proxima a C1(COOH)1, sendo o produto da oxidagao
dos grupos -OH do 6xido de grafeno a grupos -COOH (REUILLARD et al., 2020). O acido
de grafeno € um material com quimica bem definida, uma vez que ambos os lados do
grafeno sdo densamente carregados por grupos carboxila (com um grau de funcionalizagao
de ~15%) de forma homogénea ao longo da rede de carbono (BAKANDRITSOS et al.,
2017; PUMERA; SOFER, 2017).

Devido ao fato de a superficie do acido de grafeno ser rica em grupos funcionais de
oxigénio (acido carboxilico, carbonila, epdxido e hidroxila) e o aumento de grupos carboxila
permitir a imobilizacao eficiente de qualquer tipo de biomoléculas, o que o expde como um
material atraente para aplicagdo em detecgao eletroquimica (FAHMY et al., 2022).

As nanoparticulas (NPs) sdo um material que apresenta todas as trés dimensdes na
faixa da nanoescala, sendo de grande interesse para pesquisa, pois formam a ligagao entre
materiais bulk e estruturas moleculares ou atdbmicas (VEIGAS et al., 2012).

O pequeno tamanho de particula, permite a presenca de muitos atomos na superficie
das nanoparticulas. Dependendo da forma e tamanho das nanoparticulas, variam
fatores como area e volume e, portanto, sensibilidade e condutividade ultravioleta-visivel
(HASSANPOUR et al., 2018).

Existem inUmeras técnicas para sintetizar NPs de metais nobres, incluindo métodos
quimicos como reducdo quimica, reducdo fotoquimica, coprecipitacdo, decomposi¢ao
térmica, hidrélise, entre outros, e métodos fisicos (deposi¢gao de vapor, ablagcédo a laser,
trituragdo etc.), a fim de obter nanoparticulas homogéneas, permitir o controle sobre o
tamanho, forma e propriedades da superficie, a fim de aproveitar melhor suas propriedades
fisico-quimicas unicas para biodeteccéo (VEIGAS et al., 2012; UKHUREBOR et al., 2022).
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CONSIDERAGOES FINAIS

Devido a doengas que podem ser causadas pelo virus Zika, como malformacgdes
congénitas, incluindo microcefalia e neuroldgicas condigcbes como a sindrome de Guillain-
Barré, torna-se importante o conhecimento do genoma, patogénese, mecanismos de
transmissao do ZIKV, manifestag¢des clinicas associadas a infecgao pelo ZIKV e metodologias
diagndsticas. Os desenvolvimentos atuais no dominio da nanobiotecnologia tém conduzido
a criagao de novas metodologias benéficas para o sistema de saude nas areas da vigilancia
da saude e do diagnostico médico. As propriedades unicas dos conjuntos atémicos e
moleculares construidos em escala nanométrica, abrem a possibilidade de manipular as
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas dessas particulas, permitindo o desenho e
uso racional de nanomateriais para diferentes finalidades. Os avangos da nanotecnologia
nos ultimos anos deram origem a novas técnicas e dispositivos de biossensoriamento.
Assim, varios nanodispositivos tém gradualmente dado lugar a monitorizagao de diferentes
elementos de interesse em diferentes areas, incluindo a biomedicina no diagndstico de
doencas, controlo de poluentes, detecgao de patdgenos.
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