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RESUMO

Objetivo: Fornecer informacdes sobre a saliva como ferramenta de diagndstico para infec¢des por ZIKV.
Revisdo bibliografica: O virus zica (ZIKV) é um arbovirus transmitido por artrépodes, principalmente pelo
mosquito Aedes. Todos o0s anos, as infec¢bes causadas por arboviroses contribuem para o aumento da
morbimortalidade humana em todo o mundo, tendo repercussdes clinicas em larga escala. Muitas areas de
pesquisa envolvem fluidos corporais como ferramenta de diagnéstico. A saliva humana através de sua
composicao, pode ser utilizada como método de diagnostico, prevencao e tratamento de algumas doencas.
A saliva humana se apresenta como uma fonte de informagéo néo invasiva e que pode ser facilmente
coletada. Nessa revisao buscou-se investigar as formas de deteccao do virus através da saliva como forma
de diagnéstico e suas possiveis alteragfes a nivel tecidual nas glandulas salivares. Consideragdes finais:
Segundo a literatura, os biomarcadores presentes na saliva se apresentam como uma ferramenta para
possivel diagnéstico do ZIKV.

Palavras-chave: Zica virus, Saliva, Glandula salivar.

ABSTRACT

Objective: Provide information on saliva as a diagnostic tool for ZIKV infections. Literature review: The
Zika virus (ZIKV) is an arbovirus transmitted by arthropods, mainly by the aedes mosquito. Each year,
infections caused by arboviruses contribute to the increase in human morbidity and mortality worldwide, with
widespread clinical repercussions. Many areas of research involve bodily fluids as a diagnostic tool. Human
saliva, due to its composition, can be used as a method for the diagnosis, prevention, and treatment of
certain diseases. Human saliva serves as a non-invasive source of information that can be easily collected.
This review aimed to investigate the methods of detecting the virus through saliva as a diagnostic tool and its
potential tissue-level alterations in salivary glands. Final considerations: According to the literature,
biomarkers present in saliva serve as a tool for the potential diagnosis of ZIKV.
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RESUMEN

Obijetivo: Proporcionar informacién sobre la saliva como herramienta de diagnostico de infecciones por
ZIKV. Revision bibliogréafica: El virus Zika (ZIKV) es un arbovirus transmitido por artrépodos,
principalmente por el mosquito Aedes. Cada afio, las infecciones causadas por arbovirus contribuyen a un
aumento de la morbilidad y mortalidad humana en todo el mundo, con repercusiones clinicas a gran escala.
Muchas areas de investigacion involucran fluidos corporales como herramienta de diagnéstico. La saliva
humana, a través de su composicién, puede utilizarse como método de diagnéstico, prevencion y
tratamiento de algunas enfermedades. La saliva humana se presenta como una fuente de informacion no
invasiva que puede recopilarse facilmente. Esta revisién buscé investigar formas de deteccion del virus a
través de la saliva como forma de diagndstico y sus posibles cambios a nivel tisular en las glandulas
salivales. Consideraciones finales: Segln la literatura, los biomarcadores presentes en la saliva se
presentan como una herramienta para el posible diagnéstico de ZIKV.

Palabras clave: Virus zica, Saliva, Glandula salival.

INTRODUCAO

Os arbovirus sdo um grupo diversificado de virus transmitidos por vetores, muitos dos quais séo a causa
de significativa morbidade e mortalidade humana. Nos ultimos 30 anos, 0 surgimento e/ou ressurgimento de
arbovirus representaram uma ameaca consideravel & saude global (YOUNG PR, 2018). Dentre as
arboviroses podemos destacar o virus Zika (ZIKV), doenga causada por um grupo de arbovirus pertencente
a familia Flaviridae do género Flavivirus, juntamente com DENVs (virus da Dengue) e WNV (virus do Nilo
ocidental), e é transmitido principalmente aos seres humanos através da picada de uma fémea infectada do
mosquito Aedes aegypti ou Aedes albopictus (CUNHA LS, et al., 2020; DIAS IKR, 2018; HALANI S, et al.,

2021).

A espécie Aedes aegypti € a mais eficiente para transmissdo das doencas arbovirais, sendo
responsavel, por exemplo, pela transmisséo da dengue, zika, chikungunya e mayaro (LETA S, et al., 2018;
LOPES N, et al., 2014). O ZIKV também pode ser transmitido por varios mosquitos Aedes, como Aedes
henselii, Aedes polynesiensis e Aedes albopictus (MUSSO D, GUBLER DJ, 2016). A fémea do mosquito é
contaminada quando se alimenta do sangue de uma pessoa infectada durante o periodo febril inicial
(viremia); o virus se aloja nas células que revestem o intestino e depois se espalha para outros tecidos do
inseto, como a glandula salivar, onde permanece até o0 momento da transmisséo. Os virus parecem nao ter
nenhum efeito adverso sobre o inseto, que permanece infectado por toda a vida sem apresentar sintomas
(AGHAIE A, et al., 2014).

A deteccdo do ZIKV foi inicialmente limitada ao soro e liquido cefalorraquidiano. Mais tarde, o foco
voltou-se para outros fluidos, incluindo urina, saliva e liquido amniético e tecidos para testes de diagnéstico
(RABE IB, et al., 2016). Individuos que apresentam infecgfes por ZIKV sao principalmente assintomaticos,
mas manifestagfes graves podem ocorrer em adultos, recém-nascidos ou fetos de mulheres gravidas
infectadas. Casos fatais associados a infec¢bes por ZIKV foram relatados principalmente em fetos,
pacientes imunossuprimidos e aqueles com comorbidades (MUSSO D, et al., 2019).

O diagnéstico do ZIKV depende principalmente da deteccao de acidos nucleicos virais no soro, deteccao
de anticorpos IgM ou, raramente, por isolamento viral realizado por laboratérios especializados (LANDRY
ML, GEORGE KST, 2017). No entanto, o diagnéstico pode ser desafiador devido a manifestacdo clinica
inespecifica e restricdes técnicas e de infraestrutura de ensaios laboratoriais (LOYOLA S, et al.; 2022). A
saliva vem sendo amplamente estudada para analise da situagdo saude-doenca nos individuos, ndo sé na
Odontologia, mas também na Medicina, para diagnéstico de diabetes mellitus, doengas autoimunes e
também o cancer; devido sua facilidade na coleta e extracéo indolor, e para detectar todas essas doencas,
primeiro faz-se necessario o mapeamento do proteoma salivar humano em condi¢des normais. (PFAFFE T,
et al.,, 2011). Durante as ultimas décadas, a saliva humana foi identificada como tendo caracteristicas
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significativas para auxiliar na avaliagdo sistémica e saude bucal. Notavelmente, a saliva humana tem sido
chamada de “espelho da saude do corpo” (PRASAD VM, et al., 2017).

A presenca de virus viaveis em amostras de fluido oral € normalmente demonstrada pela triagem de
acidos nucleicos virais. Biomoléculas especificas derivado de qualquer virus que circula na corrente
sanguinea ou presentes na mucosa provavelmente também estdo presentes em uma amostra oral
(CORSTJENS PL, 2015). Deste modo, o presente objetivo foi fornecer informacdes sobre a saliva como
ferramenta de diagnéstico para infeccdes por ZIKV.

REVISAO BIBLIOGRAFICA
Caracteristicas da infeccéo pelo virus Zika

De acordo com a Organizacdo Mundial da Salde (OMS), todos os anos, bilhdes de pessoas sao
infectadas e mais de um milhdo morrem por causa dos arbovirus (LETA S, et al., 2018). O ZIKV & um virus
de RNA fita simples e envelopado (PRASAD VM, et al.,, 2017), e seu ciclo de transmissdo inclui
principalmente vetores do género Aedes e macacos, ao passo que os humanos sao hospedeiros eventuais
(HAYES EB, 2009). As andlises filogenéticas indicaram claramente que o ZIKV pode ser agrupado em duas
linhagens distintas - linhagem asiatica e linhagem africana, com base nas sequéncias completas do genoma
obtidas do Centro Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia (NCBI) e analises usando o software
Molecular Evolutionary Genetic Analysis (MEGA).

Além disso, as linhagens evolutivas que mudam ao longo do tempo, apoiam a distribuicdo geogréafica do
ZIKV desde 1947 (Uganda) até o seu primeiro isolamento relatado como linhagem n&o africana em 1969
(Malasia) até a recente epidemia generalizada de febre Zika em 2015 (do Brasil &s Américas do Norte e do
Sul) (THAM HW, et al., 2018). A infec¢do por ZIKV em humanos foi relatada na Uganda e na Republica
Unida da Tanzénia em 1952. Surtos de ZIKV foram relatados nas llhas de Yap, Polinésia Francesa, América
e Brasil durante 2007-2016 (MUSTAFA YM, et al., 2019). O ZIKV ganhou notoriedade em escala global a
partir de seu recente ressurgimento e rapida dissemina¢do nas Américas no ano de 2015, se espalhando
para varios paises (DIAS IKR, 2018; HALANI S, et al., 2021).

No Brasil, o registro da primeira transmissédo autdctone ocorreu no Nordeste, que, devido as condicdes
socioecondmicas e climéticas, propiciou a proliferagdo de vetores nos ambientes urbanos e a disseminagao
do virus para outras regides do pais (HALANI S, et al., 2021; MARTINS MM, 2020; SAMPAIO GS, et al.,
2019). Este surgiu como uma ameaca a saude global devido ao seu potencial de gerar epidemias
explosivas e sua capacidade de causar doengas congénitas no contexto da infeccao durante a gravidez. Tal
evidéncia ficou clara apds o surto de casos no Brasil e nos Estados Unidos da América entre 2015 e 2016.
Atualmente o ZIKV continua a circular em muitas partes do mundo e é um patégeno emergente de enorme
importancia para a saude publica dos seres humanos (PIERSON TC e DIAMOND MS, 2018; KHURSHID Z,
et al., 2019).

Fatores ambientais, como a temperatura, precipitacdo e tipo de vegetacdo, restringem a distribuicdo
geogréfica dos arbovirus. Esses fatores sao limitantes para a distribuicdo dos vetores e dos vertebrados,
gue sao importantes reservatérios necessarios para a continuidade do ciclo de replicagédo do virus (LOPES
N, et al., 2014). Esta espécie de mosquito prospera tanto em agua doce como estagnada, em recipientes
gue variam de barris a tampas de garrafas, e coloniza residéncias humanas (SAMPAIO GS, et al., 2019).

O principal modo de transmisséo é vetorial, através da injecdo de saliva infecciosa através da picada de
mosquitos Aedes, especialmente Aedes aegypti. O ZIKV também pode ser transmitido por varios mosquitos
Aedes, como Aedes hensilii, Aedes polynesiensis e Aedes albopictus (MUSSO D e GUBLER DJ, 2016). A
transmisséo néo vetorial da infec¢do pelo ZIKV pode ocorrer verticalmente (transmisséo de mée para filho),
sexualmente (de individuos sintomaticos e assintomaticos), por transfuséo, via medula 6ssea ou transplante
de 6rgaos (MARBAN-CASTRO E, et al., 2021). A maioria dos arbovirus transmitidos por artrépodes com
importancia para a salde publica sdo transmitidos por mosquitos (ARCA B, et al., 1999). Ao picar um
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hospedeiro infectado, os mosquitos fémeas ingerem virus que primeiro infectam o intestino médio do
mosquito e depois se disseminam por todo o corpo do mosquito antes de finalmente atingirem as glandulas
salivares, de onde o virus é secretado durante uma picada subsequente (CHOWDHURY A, et al., 2021). A
saliva do mosquito contém um coquetel de moléculas biologicamente ativas com funcdes na hemostasia,
inflamacéo e imunidade (SCHNEIDER BS e HIGGS S, 2008).

A infeccao sintomatica com ZIKV é geralmente caracterizada por febre baixa, artralgia, mialgia, cefaléia e
conjuntivite, embora até 80% dos casos possam ser assintomaticos [50-80%]. Quando a infeccédo pelo virus
zika se manifesta clinicamente, os sintomas tipicos duram entre 4 e 7 dias (HALANI S, et al., 2021). Os
portadores da doenca podem transmitir o virus a mosquitos néo infectados ou a outros individuos por meio
de secrecdes genitais (CASTELLANOS JE, 2017).

Estrutura e funcdo das glandulas salivares

As glandulas salivares se desenvolvem em localizacdes distintas e exibem arquiteturas notavelmente
diversas, resultando na producdo de diferentes tipos de saliva. No contexto das principais glandulas
salivares, encontramos trés pares fundamentais: as glandulas parétidas, submandibulares e sublinguais. A
pesquisa das analises morfoldgicas, histoquimicas e ultra estruturais das glandulas salivares em varias
espécies de mamiferos tem sido objeto de consideravel estudo (KHOJASTEH SMB e DELASHOUB M,
2012). Estas glandulas desempenham um papel vital nos animais terrestres, provendo lubrificagdo para a
alimentacéo e vocalizacéo, auxiliando na digestéo e contribuindo para o tamponamento do pH. As glandulas
salivares em mamiferos consistem em unidades secretoras terminais e sistemas de ductos, cujas estruturas
variam ndo apenas entre diferentes tipos de glandulas salivares, mas também entre distintas espécies
(KHOJASTEH SMB e DELASHOUB M, 2012).

Em humanos, a glandula submandibular esta localizada no nivel B1 do pescoco, inferior a mandibula,
superior ao hioide e posterior ao ventre anterior do muasculo digastrico, enquanto em camundongos estéa
localizado na regido subcuténea cervical ventral (MARKEY JD, et al., 2017). Histologicamente, as glandulas
submandibulares apresentam capsula fibrosa externa que emite delicados septos dividindo a glandula em
lobos e I6bulos. As glandulas submandibulares sdo compostas por glandulas serosas e glandulas mucosas
(JAEGER RG e FREITAS VM, 2016). No septo de tecido conjuntivo, existem vasos sanguineos e nervos,
além dos ductos excretores interlobulares.

O parénquima glandular salivar consiste em estruturas secretoras terminais que se abrem em uma série
de ductos (KATCHBURIAN E e ARANA CHAVEZ VE, 2012). Os tipos de células encontradas nas glandulas
salivares séo células acinares, vérias células do sistema de ductos e células epiteliais mioepiteliais. As
células acinares, nas quais a saliva é secretada primeiro, determinam o tipo de secre¢do produzida pelas
diferentes glandulas. A secrecdo pode ser classificada como serosa, mucosa ou mista; as secrecdes
serosas sdo produzidas principalmente pela glandula parétida, as secregbes mucosas pelas glandulas
salivares menores e as secre¢des mistas pelas glandulas sublingual e submandibular (LEE YH e WONG
DT, 2009).

Presenca do virus Zika nas glandulas salivares

A saliva € um fluido bioldgico acido (pH 6-7) composto de secrec¢Bes das trés glandulas salivares
maiores (paroétida, submandibular, sublingual) e das glandulas menores (ou seja, labial, tecidos bucal,
lingual e palatino), fluido crevicular gengival, detritos celulares, placa, bactérias, secre¢cdes nasais e
brénquicas, células de revestimento, sangue e substancias exégenas (LEE YH, WONG DT, 2009). O fluxo
diario médio de saliva total varia em saude entre 1 e 1,5 L, com producédo de 20% da parétida, 65% da
submandibular, 7% a 8% da sublingual e menos de 10% de numerosas glandulas salivares menores
(EDGAR WM, 1990).

De acordo com Musso D, et al. (2015) a eliminacdo de RNA do ZIKV na saliva foi observada em 48%
dos pacientes testados durante a primeira semana apés 0 inicio dos sintomas, ou seja, com mais
frequéncia, embora ndo por mais tempo, do que no plasma. Para Zuanazzi D, et al. (2017) a origem das
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proteinas do ZIKV presentes na saliva € desconhecida, mas seu estudo sugere que o ZIKV pode estar
latente nas glandulas salivares. Se houver virus presente no epitélio da glandula salivar ou no tecido
conjuntivo circundante, prevemos que também havera RNA detectavel.

Por esta razdo tem sido proposto ha véarias décadas que a saliva poderia ser um fluido adequado para
uso em testes diagndésticos, com base na amostragem nédo invasiva, na facil coleta e na possibilidade de
multiplas amostras subsequentes colhidas sem a necessidade de treinamento extensivo (CASTELLANOS
YE, 2017). A frequéncia do uso de testes orais para doencas virais e bacterianas estdo aumentando onde
as principais vantagens desses testes sdo o baixo custo, facil aceitacdo do paciente, equivaléncia aos
exames de sangue e a possibilidade de realizagao dos testes em casa (CORSTJENS PL, 2015). O virus
derivado da saliva parece ter um titulo mais elevado do que o do soro ou da urina, conforme determinado
pelo efeito citopatico nas culturas de células vivas (CASTELLANOS YE, 2017).

Desde a sua descoberta, o ZIKV foi identificado em diferentes amostras bioldgicas como saliva, urina,
sangue, leite materno, liquido cefalorraquidiano, sémen, dentre outros tecidos (DIAS IKR, 2018; MARTINS
MM, 2020; LOBKOWICZ ZL, 2020; HALANI S, et al., 2021). Além da presenca de carga de RNA do ZIKV no
encéfalo de fetos, a presenca do ZIKV no sangue, sémen, urina e saliva, sugere que a transmissao poderia
ser também por esses fluidos corporais (MARTINES RB, et al., 2016). O RNA do ZIKV foi encontrado no
sémen de homens com infec¢do sintomatica e assintomética e Mansuy JM, et al. (2016) descreveram, em
seu estudo, a presenca de carga viral elevada para o0 mesmo material biolégico citado acima. De acordo
com alguns estudos, a excrecao do virus no sémen pode ocorrer por um longo periodo, sendo: 62 dias apos
o inicio da doencga; 80 dias e até 141 dias, sendo este mais longo que o periodo descrito no sangue ou
urina, sugerindo a possibilidade de transmissé@o sexual durante meses apés a resolugdo sintomética da
doenga.

A presenca do RNA do ZIKV foi detectada em esfregacos faringeos limitado a dois casos: uma mordida
por macaco infectado e 0 outro um viajante canadense. Estudos experimentais recentes sugeriram que o
ZIKV se replica e produz particulas infecciosas em células respiratérias superiores humanas e que a
orofaringe e a mucosa oral eram rotas potenciais de infeccdo (LEUNG GHY, et al., 2015). Atualmente, o uso
de esfregacos faringeos néo faz parte da amostragem recomendada para o diagndstico laboratorial da
infeccdo pelo ZIKV. No entanto, esses achados sugeriram que swabs faringeos poderiam ser usados como
amostra complementar em casos suspeitos de infec¢do pelo ZIKV com resultados laboratoriais negativos
em outras amostras usadas como soro (LOYOLA S, et al., 2022).

No estudo de Loyola S, et al. (2022), os resultados sugerem fortemente que o ZIKV pode ser detectado
por meio de swabs orofaringeos coletados de pacientes com sintomas clinicos sugestivos de doencas febris
agudas (febre, dor de cabeca, mal-estar/dores no corpo, dor de garganta e dificuldade respiratéria) que
foram negativos para ZIKV em suas amostras de soro agudo e para multiplos virus testado por uma
variedade de abordagens de diagnéstico laboratorial. A detec¢do do ZIKV em swabs faringeos é consistente
com casos relatados por Leung GHY, et al. (2015) com experimentos que sugerem a presenca de
replicacé@o e detecgéo do ZIKV na mucosa orofaringea.

O uso da saliva, como ferramenta diagnostico nos oferece uma oportunidade para andlises/ diagndsticos
moleculares e protedmicos mais simples e eficientes do ZIKV (KHURSHIDA D, et al., 2019). Durante as
Ultimas décadas, a saliva humana foi identificada como tendo caracteristicas significativas para auxiliar na
avaliacdo sistémica e saude bucal. Quando realizamos a coleta de saliva, junto com os componentes
salivares, vemos também a presenca de compostos presentes na cavidade bucal, como: células derivadas
da descamacéo epitelial oral, produtos microbianos e proteinas presentes no sangue que chegam por meio
da difuséo, transporte ativo e filtragdo (HUMPHREY SP e WILLIAMSON RT, 2001).

Na secrecgédo salivar, pequenas moléculas podem entrar na saliva a partir do soro sanguineo, passando
pelas barreiras capilares, espagos intersticiais e membranas das células acinares / ductais até que a saliva
seja excretada pelos ductos excretores. Essas rotas complexas e a composi¢cdo dindmica da saliva
contribuem como um meio de diagnostico ativo (SIQUEIRA WL, et al., 2008). Os biomarcadores presentes
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na saliva tém emergido como uma opcdo atrativa para a deteccdo precoce de doencas sistémicas.
Biomarcadores sdo moléculas presentes nos fluidos dos seres humanos que podem indicar uma doencga ou
condicao bioldgica normal. Varios biomarcadores podem ser encontrados na saliva humana, de metais
pesados até proteinas, que nos Ultimos anos tem gerado um grande nimero de pesquisas para o
diagnostico de diversas doencas, despertando a curiosidade de pesquisadores cientificos (SOO-QUEE KD
e CHOON-HUAT KG, 2007).

A saliva é um fluido biolégico dinamico composto principalmente por cerca de 98% de agua, enquanto os
2% restantes consistem em uma variedade de componentes organicos e inorganicos, incluindo eletrélitos,
muco, enzimas, proteinas/peptideos, acidos nucleicos e uma diversidade de microrganismos, incluindo
virus. Isso aponta para uma notavel estabilidade bioquimica do RNA e das proteinas presentes na saliva.
Um fendmeno interessante € observado no equilibrio entre a degradacdo do RNA e das proteinas
(KHURSHIDA D, et al., 2019). Musso D, et al. (2015) investigaram o uso da saliva como uma amostra
alternativa para a deteccdo rotineira do RNA do ZIKV. Seus resultados demonstraram que o ZIKV foi
detectado com mais frequéncia na saliva do que no sangue.

Para os 182 pacientes analisados no experimento, com ambas as amostras coletadas, os testes foram
positivos para 35 (19,2%) na saliva, enquanto negativos no sangue e os testes foram positivos para 16
(8,8%) no sangue, enquanto negativos na saliva. O uso de amostra de saliva aumentou a taxa de deteccéo
molecular do ZIKV na fase aguda da doenca, mas ndo ampliou a janela de detec¢do do RNA do ZIKV. A
saliva era de particular interesse quando o sangue era dificil de coletar (especialmente criangcas e
neonatos). Nesse contexto, as nucleases demonstram uma maior eficiéncia na degradacdo do RNA do que
as proteases na degradacéo de proteinas. Como resultado, as proteinas/peptideos do ZIKV podem persistir
por um periodo mais prolongado em comparacdo com o RNA do ZIKV na saliva, mesmo durante a fase de
recuperacao da infeccéo.

Isso tem o potencial de simplificar o diagndstico da doenca. E importante destacar que a degradagéo de
proteinas na saliva é influenciada por um processo de protedlise, o qual é causado pela presenca de
bactérias e enzimas provenientes do hospedeiro que estéo presentes na cavidade oral (ZUANAZZI D, et al.,
2017; KHURSHID D, et al., 2019). Dessa forma, a utilizacdo das secrec¢des glandulares do corpo humano,
particularmente da saliva, como ferramenta de diagndstico fornece uma oportunidade para solucdes
eficientes na andlise protedmica/diagndstico de ZIKV. Esses resultados serdo benéficos para o estudo da
tecnologia de ponto de atendimento (POC) e de desenvolvimento de biossensores.

CONSIDERACOES FINAIS

O estudo dos arbovirus, especificamente o ZIKV evidencia a complexidade e importancia de um
diagnostico eficaz para o controle e manejo das infec¢des. A transmissdo do ZIKV, principalmente por
mosquitos do género Aedes, e sua capacidade de persistir em diversos fluidos corporais, incluindo saliva,
sublinham a necessidade de métodos de deteccdo precisos e acessiveis. A literatura nos mostra que a
saliva pode ser uma ferramenta promissora para o diagnostico ndo invasivo do ZIKV devido a sua facilidade
de coleta e alta frequéncia de deteccdo de RNA viral em comparacao ao sangue. Este método de coleta
ndo so melhoraria a resposta a surtos epidémicos, mas também podendo ser integrado em estratégias de
controle de doencas, especialmente em regifes com infraestrutura limitada. Desta forma, mais estudos e
pesquisas nesta area podem consolidar a saliva como um fluido biolégico chave para o diagnéstico nao
invasivo e investigar a possivel transmisséo do virus através desse liquido corpéreo.
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