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“Tradicionalmente, alguém se torna biólogo ou por formação 
na área médica ou por ter sido um jovem naturalista. Hoje, é 
comum para um jovem se empolgar com as ciências da vida 
através dos meios de comunicação, sobretudo por filmes 
sobre a natureza na televisão, de visitas a um museu, 
(geralmente à sala dos dinossauros) ou de um professor 
inspirador. Há também milhares de jovens observadores de 
pássaros, alguns dos quais acabarão se tornando biólogos 
profissionais (como foi o meu caso). O ingrediente mais 
importante é a fascinação diante das maravilhas das criaturas 
vivas. E isso permanece com a maioria dos biólogos para o 
resto da vida. Eles nunca perdem a empolgação com a 
descoberta científica, seja ela empírica ou teórica, nem o 
amor pela perseguição de novas ideias, novos vislumbres, 
novos organismos. E muita coisa na biologia tem uma relação 
direta com as circunstâncias e com os valores pessoais do 
biólogo. Ser um biólogo não significa ter um emprego; 
significa escolher um estilo de vida.” (MAYR; ANGELO, 2008) 

 
 
 



 
 

 

RESUMO  
 

O Zika vírus (ZIKV) é um arbovírus da família Flaviviridae que foi isolado pela 

primeira vez em 1947 e tornou-se uma preocupação de saúde pública após um surto 

em 2015 relacionado a outras manifestações clínicas graves: Síndrome de Guillain-

Barré e Síndrome Congênita de o vírus Zika. Transmitido principalmente pela picada 

do mosquito Aedes, o ZIKV é mantido em dois ciclos de transmissão: urbano e 

silvestre. Embora a passagem alternada entre diferentes hospedeiros equilibre sua 

sequência consenso conservada na natureza, devido à falta de atividade de 

correção da RNA polimerase dependente de RNA, o ZIKV exibe uma alta taxa de 

mutação e circula como quasiespecies com mutações pontuais. O objetivo deste 

estudo foi avaliar as mutações que surgiram no genoma viral da cepa africana do 

Zika vírus após infecções alternadas entre dois tipos celulares capazes de mimetizar 

o ciclo urbano (HEK-293 e C6/36) e o ciclo semi-silvestre (LLC-MK2 e C6/36) em 

dez passagens. O estoque do vírus foi produzido em células C6/36 e titulado a cada 

passagem através do ensaio de formação de placa em células Vero E6, de modo 

que sempre a mesma quantidade de vírus foi utilizada em cada infecção. O genoma 

completo do vírus estoque e do vírus da última passagem de cada ciclo foi 

sequenciado pela técnica de Sanger. No ciclo semi-silvestre, todas as dez 

passagens previstas foram realizadas e seus títulos virais demonstraram 

estabilidade. O ciclo urbano, no entanto, foi interrompidio na terceira passagem e 

não pôde ser titulado. Esses resultados vão ao encontro do que já é visto na 

literatura e na natureza: um ciclo bem estabelecido entre primatas não-humanos e 

baixa capacidade de circulação em humanos. Em ambos ciclos, mutações 

sinônimas apareceram nas regiões NS3 e NS5 e podem estar relacionadas ao viés 

de códon e adaptação do hospedeiro. Curiosamente, a mesma inserção de citosina 

foi observada na mesma posição 10697 na UTR 3' em ambos ciclos, uma 

possibilidade é que esta seja uma mutação adaptativa relacionada às células do 

vetor, utilizada em ambos. No ciclo semi-silvestre, uma das seis mutações que 

surgiram era não-sinônima na região NS2A, sem relação com nenhum dado da 

literatura. Mais estudos são necessários para elucidar os mecanismos de evolução 

viral, se as mutações identificadas podem realmente ser adaptações do hospedeiro 

e quais são seus impactos na aptidão viral. 

Palavras–chave: ZIKV africano; Mutações virais; Alternância de hospedeiros in vitro. 



 
 

 

ABSTRACT 
 

Zika virus (ZIKV) is an arbovirus of the family Flaviviridae which was isolated for the 

first time in 1947 and became a public health concern after an outbreak in 2015, 

related to serious clinical manifestations: Guillain-Barré Syndrome and Congenital 

Syndrome of the Zika Virus. Transmitted mainly through the bite of the Aedes 

mosquito, the ZIKV is maintained in two transmission cycles: urban and sylvatic. 

Although the alternating passages between different hosts balances the viral 

consensus sequence conserved in nature, due to the lack of proofreading activity by 

the RNA-dependent RNA polymerase, ZIKV exhibits a high mutation rate and 

circulates as quasispecies with pontual mutations. The aim of this study was to 

evaluate mutations that appeared in the viral genome of African strain of the Zika 

virus after alternating infections between two cell types capable of mimicking the 

urban cycle (HEK-293 and C6/36) and semi-sylvatic cycle (LLC-MK2 and C6/36) for 

ten passages. The stock virus was produced in C6 / 36 cells and titrated at each 

passage through plaque assay in Vero E6 the same amount of virus was used in 

each infection. The complete genome of the stock virus and the virus from the last 

passage of each cycle was sequenced by the Sanger technique. In the semi-sylvatic 

cycle, all ten predicted passages were performed and their viral titers demonstrated 

stability. The urban cycle, however, was abrogated in the third passage which and 

could not be titered. These results are in line with what is already seen in the 

literature and in nature: a well-established cycle between non-human primates and 

low capacity of circulating in humans. In both cycles, synonymous mutations 

appeared in the NS3 and NS5 regions and may be related to codon-bias and host 

adaptation. Interestingly, the same cytosine insertion was observed at the same 

position 10697 in the 3’ UTR in both cycles, one possibility is that this is an adaptive 

mutation related to the vector cells, used in both cycles. In the semi-sylvatic cycle, 

one of the six mutations that emerged was non-synonymous in the NS2A region, 

unrelated to any data in the literature. Further studies are needed to elucidate the 

mechanisms of viral evolution, whether the mutations identified may actually be 

adaptations of the host and what are their impacts on viral fitness. 

Keywords: African ZIKV strain; Viral mutations; Alternation in vitro of hosts. 
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1.1 INTRODUÇÃO 

Os arbovírus são vírus transmitidos por vetores artrópodes para hospedeiros 

vertebrados a partir da picada da fêmea de mosquito infectada (YOUNG, 2018). 

Cinco famílias virais Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e 

Rhabdoviridae são comumente descritas como sendo capazes de causar doenças 

em humanos e em outros animais (CLETON et al., 2012).  

As arboviroses geram preocupações nas mais diversas regiões do globo. Em 

regiões tropicais, por exemplo, temos uma visão clara do efeito das rápidas 

mudanças climáticas, desmatamentos, migração populacional, ocupação 

desordenada de áreas urbanas, precariedade das condições sanitárias. Nesse 

contexto, ocorre o favorecimento de um local adequado para a existência do vetor e, 

consequentemente, transmissão de diversas arboviroses. Os principais vetores são 

carrapatos e mosquitos (RUST, 2012; VASCONCELOS; CALISHER, 2016). 

O Brasil está situado em uma área com predominância tropical com grandes 

regiões florestais, o que o torna um local adequado para a existência e proliferação 

de vetores que sabidamente são transmissores de arboviroses como Dengue 

(DENV), Mayaro (MAYV), West Nile (WNV), Oropouche (OROV), Vírus do Complexo 

da Encefalite Japonesa como Rocio (ROCV), Chikungunya (CHIKV) e, mais 

recentemente, Zika (ZIKV) (COSTA et al., 2018; FIGUEIREDO, 2000, 2007; “IBGE | 

Projeção da população”, [s.d.]; NAYARA LOPES; CARLOS NOZAWA; ROSA ELISA 

CARVALHO LINHARES, 2014). 

Identificado pela primeira vez na floresta Zika, em Uganda em 1947 durante 

um estudo sobre o vírus da Febre Amarela a partir de um macaco Rhesus sentinela 

(DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952b), o ZIKV era conhecido por causar infecções 

humanas esporádicas na África e na Ásia. Em 2007, surgiram casos da doença na 

Ilha de Yap, nos Estados Federados da Micronésia, infectando uma grande parcela 

da população. Em 2013 houve um grande surto nas ilhas da Polinésia Francesa e, 

posteriormente em 2015, o vírus chegou ao Brasil causando cerca de 1,3 milhão de 

infecções naquele ano. Em 2016 a Organização Mundial da Saúde declarou o ZIKV 

uma emergência de saúde pública a níveis globais (BEST, 2016; DUFFY et al., 

2009a; LIU; SHI; QIN, 2019)(IOOS et al., 2014); (DICK; KITCHEN; HADDOW, 

1952a)(PAYNE; PAYNE, 2017).  

Os sintomas clínicos associados a infecção pelo vírus Zika são leves 

caracterizados por febre, dor de cabeça, erupções cutâneas, conjuntivite, vômitos, 
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cefaleia, dor retro orbital, artralgia e mialgia (PETERSEN et al., 2016b; WEAVER et 

al., 2016). Em casos mais graves em adultos, pode causar a Síndrome de Guillain-

Barré (SGB), uma neuropatologia que afeta a bainha de mielina, causando sua 

destruição, levando a um mau funcionamento dos nervos periféricos e, em casos 

ainda mais severos, pode ocasionar paralisia da musculatura esquelética e até 

mesmo parada respiratória. Até 2013, não haviam relatos que relacionavam a SGB 

com o Zika, que até então era relacionado apenas a casos leves ou assintomáticos.  

Os primeiros casos foram descritos na Polinésia Francesa, com um total de 42 

notificações feitas na época e associados à infecção primária de ZIKV. (WANG; 

WANG; AN, 2016; CAO-LORMEAU et al., 2016; (ANDERSON; THOMAS; ENDY, 

2016; SAMPATHKUMAR; SANCHEZ, 2016). 

Além dos sintomas já descritos e da sua relação com a SGB no último grande 

surto, o Zika também foi relacionado com outros casos clínicos. O ZIKV é capaz de 

atravessar a barreira placentária e afetar células do embrião ou feto, podendo 

causar má-formação neonatal caracterizada por um perímetro cefálico até três 

desvios-padrão menor do que outros bebês da mesma idade e sexo: a 

microcefalia. (LIANG et al., 2016; YOON et al., 2017, LIU; SHI; QIN, [s.d.]). Além 

da microcefalia, o Zika também pode causar calcificações intracranianas, 

anomalias cerebrais graves, anomalias oculares, distúrbios psicomotores dentre 

outras condições clínicas. Diante disso, passou-se a relacionar essas condições 

como Síndrome Congênita pelo Zika vírus (TEIXEIRA et al., 2020). 

Até o momento, não há vacina contra o vírus Zika, portanto, a prevenção é 

feita com o controle do vetor por meio de uso de telas em janelas, eliminação de 

criadouros, uso de inseticidas, larvicidas, uso de repelentes e de preservativos 

durante as relações sexuais.  Não há tratamento específico para a doença, 

portanto, este consiste no alívio dos sintomas à medida que eles surgem 

(BRUNKARD et al., 2007; PAYNE, 2017; PETERSEN et al., 2016a; REITER et al., 

2003; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018). 

 O ZIKV possui ciclo enzoótico, doença que é peculiar de uma localidade ou 

grupo de espécies, e circula entre primatas, isso inclui humanos. Também pode 

infectar ovelhas, cabras e alguns roedores. Os insetos vetores são mosquitos do 

gênero Aedes, especialmente Aedes albopictus e Aedes aegypti podendo haver 

ciclos urbanos e silvestres. A transmissão pode também ocorrer via perinatal, 

transfusão de sangue e sexualmente (LIGIA FERNANDES ABDALLA, 2018; 
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PETERSEN et al., 2016c; SOLOMON; MILNER; FOLKERTH, 2016; MUSSO et al., 

2014; PAYNE, 2017). 

O vírus Zika pertence à família Flaviviridae que possui quatro gêneros 

atualmente: Flavivirus, Hepacivirus, Pegivirus e Pestivirus (SIMMONDS et al., 2017); 

além do Zika, esta família conta com outros exemplares de grande importância na 

saúde, filogeneticamente relacionados com o ZIKV, como Dengue (DENV), Hepatite 

C (HCV) e Febre Amarela (YFV - do inglês Yellow Fever Virus) (NAYARA LOPES; 

CARLOS NOZAWA; ROSA ELISA CARVALHO LINHARES, 2014; SIMMONDS et 

al., 2017).  

O vírus Zika é um vírus que apresenta capsídeo de geometria icosaédrica e 

envelopada (Figura 1), características estruturais comuns à família Flavivirus. A 

partícula viral possui aproximadamente 50 nm de diâmetro (FREED; MARTIN, 2013, 

cap. Flaviviridae). 

 

Figura 1 Representação do vírus Zika.  

 

Adaptado de EXPASY - VIRALZONE, [s.d.]. 

 

Este arbovírus possui um genoma de RNA fita simples de senso positivo de 

aproximadamente 10,8 Kb (Figura 2) que é traduzido em uma única poliproteína, 

flanqueada por duas regiões não traduzidas (UTR – Untranslated Region) nas 

extremidades. Em seu genoma há três proteínas estruturais, C (capsídeo), prM (pré-

membrana) ou M (membrana) e E (envelope), e sete não estruturais, NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), responsáveis pela replicação do genoma viral e 
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modificação das funções celulares e respostas imunes do hospedeiro  (LIU; SHI; 

QIN, 2019).  

 

Figura 2 Genoma viral do Vírus Zika.  

 

Adaptado de LIU; SHI; QIN, 2019. 

 

A proteína do capsídeo, ou proteína C, tem a importante função de se ligar ao 

genoma viral e compor o nucleocapsídeo do vírion, participando, portanto, do 

processo de formação de partículas virais. A proteína precursora de membrana, 

abreviada com a sigla prM, atua como uma chaperona no dobramento da proteína 

do envelope durante os processos de montagem e maturação do vírus (OLIVEIRA et 

al., 2017; SAMPATHKUMAR; SANCHEZ, 2016; SILVA, 2019)  

Outra importante proteína é a proteína do envelope (E), cuja função é mediar 

a entrada do vírus na célula por intermédio da ligação e fusão com as membranas 

do hospedeiro, e apresenta 53 kDa quando dimerizada com três domínios distintos: 

domínio I, domínio II e domínio III.  O domínio I é responsável pela comunicação 

pelos domínios II e III; o domínio II tem atuação no processo de fusão de 

membranas; por fim, o domínio III é uma estrutura de ligação a imunoglobulinas 

(CHÁVEZ et al., 2010; LI et al., 2008; SAMPATHKUMAR; SANCHEZ, 2016; SILVA, 

2019).  

As proteínas não estruturais NS1, NS2 (a e b), NS4 (a e b) e NS5 atuam nos 

processos replicativos da partícula viral: replicação (NS1, NS2, NS4 e NS4), 
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cofatores de enzimas virais (NS2B e NS4A), atividade proteolítica (NS3), síntese do 

RNA viral (NS5).  (JAVED et al., 2018; SILVA, 2019; SIROHI; KUHN, 2017).  

De acordo com alguns estudos genéticos obtidos a partir de sequenciamento 

viral, foi possível revelar padrões da evolução e movimento deste vírus pelo mundo. 

Avaliando os dados moleculares, é provável que o vírus tenha se originado na África 

Oriental e se espalhado para a África Ocidental e depois para a Ásia, o que resultou 

em três linhagens distintas (MR766 Cluster, Nigerian Cluster e Asian Cluster). Até o 

momento, todas as cepas associadas ao surto nas Américas são associadas à 

linhagem Asiática, filogeneticamente relacionadas com as cepas de Yap, Camboja, 

Tailândia e Polinésia Francesa (FAYE et al., 2014; LANCIOTTI et al., 2016).  

A linhagem asiática é a responsável pelos surtos mais recentes da doença no 

ciclo urbano e é relacionada com a apresentação clínica mais grave da doença, no 

entanto, in vitro, a cepa africana é mais virulenta como demonstrado por placas de 

lise maiores devido a seu efeito citopático mais intenso. Além disso, a cepa africana 

possui uma vantagem vetorial já que consegue ser transmitida de maneira mais 

eficiente pelo mosquito Aedes ae. Por outro lado, a intensa virulência da cepa 

africana poderia induzir respostas imunes mais eficientes e, portanto, uma infecção 

rapidamente eliminada (MOSER et al., 2018; SHERIDAN et al., 2017, 2018); 

(WEGER-LUCARELLI et al., 2016). 

Não se sabe com clareza a causa de linhagem africana não ter provocado um 

surto de larga escala, sugere-se que isto se deva a múltiplos fatores. Estudos 

demonstram que a infecção pela cepa africana resulta em uma maior replicação viral 

e lise celular, o que pode indicar que, ao atravessar a barreira placentária, poderia 

ocasionar a interrupção da gestação, o que não é vantajoso; a cepa asiática, em 

contrapartida é capaz de atravessar esta barreira sem causar a interrupção da 

gravidez, o que indica que esta estirpe é menos virulenta e, portanto, mais crônica, 

levando ao desenvolvimento de má formações (LIN et al., 2011); (SHERIDAN et al., 

2017); (LIU; SHI; QIN, 2019) (SIMONIN et al., 2017).  

Além de diferenças intrínsecas na patogenicidade entre as cepas Africana e 

Asiática, a comparação de diversas sequências obtidas no Genbank de isolados de 

ambas as linhagens revelam um total de 19 modificações localizadas em regiões 

codificadoras de proteínas estruturais e 47 em regiões codificadoras de proteínas 

não-estruturais. Dentre essas modificações na região estrutural, várias delas se 

encontram em domínios importantes do gene que codifica a proteína do envelope, o 
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que poderia influenciar na eficiência da ligação do vírus na membrana do hospedeiro 

e montagem de novos vírions, além de contribuir com patogenicidade, aptidão e 

transmissão. (FRITZ et al., 2011; YE et al., 2016).  

Como é próprio dos vírus de RNA, a RNA polimerase dependente de RNA 

(RdRp) do ZIKV não possui atividade de correção, o que pode acarretar no 

acúmulo de mutações no genoma deste vírus, apesar de seu genoma ser 

considerado conservado apresentando mutações em baixa frequência. Essas, no 

entanto, podem ocasionar mudanças importantes no genoma viral e podem atuar 

de diversas maneiras: serem deletérias, neutras ou, ainda, serem positivas. Além 

disso, o Zika é capaz de circular como um pool de variantes conhecidas como 

quasiespecies. Essa característica confere a possibilidade de que alguma dessas 

variantes apresentem características que possibilitem a adaptação a novos 

hospedeiros. (ABDALLA, 2018; ARIAS-GOETA et al., 2014; LIGIA FERNANDES 

ABDALLA, 2018; MOSER et al., 2018; SILVEIRA et al., 2016). 

Sendo o ZIKV um arbovírus, ele possui dificuldades a serem enfrentadas: 

ele deve estar adaptado a dois hospedeiros com características diferentes, o 

hospedeiro artrópode e o vertebrado. Assim, mutações que surjam em um 

hospedeiro serão eliminadas por seleção purificadora caso alterem o fitness viral 

no outro hospedeiro. Provavelmente, no início, o ZIKV circulava somente entre 

mosquitos Aedes africanus e primatas não humanos, ou seja, um ciclo silvestre; 

no decorrer do tempo, devido a condições favoráveis para tal, surge um novo 

ciclo, o ciclo urbano, onde passa a incluir o ser humano e outros mosquitos como 

vetores (Aedes ae., A. hesilii), o que corrobora a capacidade de adaptação a 

novos hospedeiros que as arboviroses possuem (CIOTA; KRAMER, 2010; DUFFY 

et al., 2009b; GRARD et al., 2014; MOSER et al., 2018; MUSSO; GUBLER, 2016; 

SALVADOR; FUJITA, 2016; SANJUAN et al., 2010; WEAVER, 2005).  

Mutações como a S139N (Ser139→Asn139 na proteína prM), por exemplo, 

encontrada em uma cepa isolada do Camboja em estudos feitos em ratos neonatais, 

resulta em uma maior neurovirulência do vírus Zika, ou seja, as mutações podem 

ocasionar mudanças nas conformações proteicas resultando em cepas mais 

agressivas. O contrário (N139S), porém, resulta em diminuição da neurovirulência 

(YUAN et al., 2017) .    

Assim, a circulação do Zika vírus em ciclos urbanos e silvestres pode 

resultar na seleção de mutações que conferem características próprias aos vírus 
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3 CAPÍTULO 3 – Conclusão 
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3. Conclusão 
 

O ciclo semi-silvestre foi realizado com as dez passagens alternadas previstas e 

seus títulos virais demonstraram estabilidade entre as passagens. O ciclo urbano, no 

entando, transcorreu até a terceira passagem possível de ser titulada, em duas 

tentativas distintas a fim de confirmar o resultado. O trabalho foi, portanto, concluído 

com resultados que reforçam o que já é visto na literatura por outros autores e 

também na natureza: o vírus Zika da linhagem africana apresenta um ciclo silvestre 

estável entre vetor e primata não-humano e, quanto ao ciclo urbano, pouca 

habilidade em circular entre primatas humanos. Sobre as análises do genoma 

sequenciado do vírus adaptado em comparação com o genoma inicial, mutações 

sinônimas e não-sinônimas puderam ser observadas. No ciclo semi-silvestre, uma 

mutação não-sinônima foi vista na região NS2A e outra mutação com pico-duplo na 

NS5 que, se fixada, também resultaria em alteração de aminoácido. Outras três 

mutações não-sinônimas, sendo duas na NS3 e mais uma NS5, também surgiram. 

No ciclo urbano, duas mutações não-sinônimas na região NS3, na mesma posição 

do ciclo semi-silvestre, também surgiram. A grande maioria das mutações deste 

estudo apareceram em pico-duplo no cromatograma, indicando a existência de duas 

populações virais no sequenciamento e evidenciando um talvez um possível viés de 

códon. Se alguma dessas mutações não-sinônimas for fixada na população viral, 

pode impor mudanças positivas ou negativas na aptidão viral (se não neutras), ainda 

a serem determinadas. Uma curiosa inserção surgiu na mesma posição em ambos 

ciclos adaptados na 3’ UTR, uma região importante na atenuação viral em outros 

flavivírus como a Febre Amarela. Tal inserção pode ter sido resultado do único fator 

comum entre os ciclos: a linhagem celular utilizada como vetor, que pode ter 

ocasionado uma pressão seletiva. Por fim, mais estudos sobre as mutações 

encontradas aqui neste trabalho são necessários a fim de elucidar os mecanismos 

evolutivos envolvidos e até avaliar qual poderia ser o impacto dessas mutações no 

fitness viral. 




