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RESUMO
O Zika virus (ZIKV) foi isolado pela primeira vez em 1947, mas se tornou uma
preocupacdo mundial apenas apds as epidemias de 2015, relacionado a
manifestacfes clinicas severas como a Sindrome Congénita pelo virus Zika e a
Sindrome de Guillain-Barré. Transmitido principalmente pela picada de mosquitos
Aedes sp., o0 ZIKV é mantido em dois ciclos de transmissao: urbano e silvestre, que
envolvem humanos e macacos respectivamente. Ainda que a infeccao alternada
entre hospedeiros diferentes balanceie sua sequéncia consenso conservada na
natureza, devido a auséncia de atividade corretiva da RNA-polimerase dependente
de RNA viral, o ZIKV possui alta taxa mutacional e circula em pools de
guasiespécies com mutacdes pontuais que podem possibilitar adaptacdo a novos
nichos e hospedeiros. O objetivo do presente estudo foi investigar mutacdes virais
gue surgiram apos infeccdes alternadas em diferentes tipos celulares capazes de
mimetizar os ciclos urbano (CUr) e semi-silvestre (CSi). Para isso, foram realizadas
dez passagens alternadas para cada ciclo. Tanto o inéculo inicial quanto os virus
resultantes das décimas passagens de CSi e CUr tiveram seus genomas completos
sequenciados pelo método de Sanger. Foram identificadas mutacfes sinénimas e
nao-sinbnimas ao final das passagens de ambos os ciclos, sendo todas
apresentadas como ambiguidades no eletroferograma. Substituicdes ndo-sinbnimas
foram encontradas nas proteinas E, NS1, NS2A, NS2B, NS3 e NS4B, em especial
no residuo 1263 (NS2A) que foi o Unico que apresentou mutacdes em ambos os
ciclos, sendo que no CUr dois nucleotideos do cdédon apresentaram variacdes
resultando em quatro possiveis aminoacidos na populacéo viral (V/A1263T/M/A/V).
A conclusdo das dez passagens alternadas do CSi demonstra a habilidade do
ZIKVBR de infectar células de primatas ndo-humanos e chama atencdo para a
possibilidade de spillback. Além disso, os titulos alcangados no CSi sugerem que o
virus ainda nao esteja bem adaptado ao hospedeiro mamifero ndo-humano visto que
seguiram padrao de “alto-e-baixo” no decorrer das passagens, sendo 0os mais altos
nas ceélulas de mosquito e mais baixos nas de macaco. Enquanto isso, os titulos de
CUr mostraram maior estabilidade, reforcando o sucesso do ciclo urbano bem
estabelecido e com rapida disseminagdo no mundo todo. Mais estudos sé&o
necessarios para elucidar os mecanismos de evolugcdo viral, se as mutacdes
identificadas séo adaptativas aos hospedeiros e quais seus impactos no fitness viral.

Palavras chave: ZIKV. Alternancia de hospedeiro. Mutagdes virais.



ABSTRACT

Zika virus (ZIKV) was first isolated in 1947 but became a public global concern only
after the 2015 outbreak being related to more severe clinical manifestations, such as
Congenital Zika Syndrome and Guillain-Barré Syndrome. Mainly transmitted through
Aedes sp. mosquito bites, ZIKV is maintained in two transmission cycles: urban and
sylvatic, which involves humans and monkeys respectively. Although alternate
passage between distinct hosts balances its conserved consensus sequence in
nature, due to the lack of proofreading activity from the RNA-dependent RNA
polymerase, ZIKV exhibits high mutational rate and circulates as quasispecies with
point mutations that may enable successful adaptation to new niches and hosts. The
aim of this study was to investigate viral mutations that emerged after alternate
infections of different cell types capable to mimic ZIKV urban (UC) and sylvatic cycles
(SC). To this end, ten alternate passages were performed in each cycle. The initial
inoculum and the resulting viruses from the tenth passage of each cycle had their
complete genome sequenced using Sanger method. Synonymous and non-
synonymous mutations were identified at the end of the ten passages of both cycles,
all appeared as ambiguities in the electropherogram. Non-synonymous substitutions
were found at the E protein, NS1, NS2A, NS2B, NS3 and NS4B, especially in residue
1263 (NS2A) — which was the only one that showed mutations in both cycles and in
UC two codon nucleotides exhibited variations resulting in four possible amino acids
at that position in viral population (V/A1263T/M/A/V). The completion of the ten SC
alternating passages with ZIKV Brazilian strain demonstrates its ability to infect non-
human primate cells and draws attention to the possibility of spillback. In addition,
the SC titers suggest the virus is not yet well adapted to the mammalian non-human
host as they followed a “high-and-low” pattern through the passages, the highest in
mosquito cells and lowest in monkey cells. Meanwhile, UC titers showed more
stability along the passages, reinforcing the establishent of a successful urban cycle
with rapid spread all over the world. Further studies are needed to elucidate the viral
evolution mechanisms, whether the identified mutations are host adaptations and

what are their impacts in viral fitness.

Keywords: ZIKV. Host alternation. Viral mutations.
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1. INTRODUCAO

A febre Zika é uma doenca viral transmitida por mosquitos que geralmente
apresenta manifestagbes mais brandas muitas vezes similares aos sintomas
causados pela infeccéo pelo virus da dengue (DENV) e a partir de 2015 passou a
ser associada a consequéncias clinicas mais graves, agora conhecida como
Sindrome Congénita pelo virus Zika (SCZ), que tem a microcefalia como principal
quadro clinico em bebés (MITTAL et al., 2017; FRANCA et al., 2018; PAHO, 2019).
Ainda, em 2013 na Polinésia Francesa passou a ser relacionada a sindrome de
Guillain-Barré (SGB) em adultos (HIGGS; VANLANDINGHAM, 2016).

No inicio de 2018, a OMS liberou a lista atualizada das doencgas consideradas
prioritarias para pesquisa e desenvolvimento estando presente entre elas Zika,
Ebola e SARS (WHO, 2018). Ha a crescente necessidade de desenvolvimento de
pesquisas por serem doengas que representam risco para a saude publica de
acordo com seu potencial epidémico e que ndo possuem tratamentos ou vacinas
eficazes (WHO, 2018).

1.1 Histéria e disseminacéo global do ZIKV

O Zika virus (ZIKV) foi descoberto em 1947 como resultado de um programa
de pesquisas sobre febre amarela patrocinado pela Fundacdo Rockefeller na
Uganda (Yellow Fever Research Institute) (DICK;KITCHEN; HADDOW, 1952; DICK,
1953) (Figura 1). Nesse ano, o virus foi isolado da amostra de sangue de um
macaco Rhesus sentinela (cepa MR766 do ZIKV) e foi nomeado “Zika virus” de
acordo com o local em que o macaco habitou: a floresta Zika na Uganda
(DICK;KITCHEN; HADDOW, 1952; DICK, 1953). Em 1948 o virus foi encontrado em
mosquitos Aedes africanus coletados na floresta Zika (DICK;KITCHEN; HADDOW,
1952). O primeiro isolado de humanos ocorreu em 1954 decorrente da infeccéo de
uma garota de 10 anos na Nigéria, sendo reportados outros dois casos no mesmo
ano (MACNAMARA, 1954).

Na década de 1960, o ZIKV foi identificado em locais fora da Africa, em
algumas regibes da Asia, e andlises filogenéticas demonstraram a existéncia de
duas principais cepas do virus: africana e asiatica (PETTERSSON et al., 2016;
WANG, L. et al.,, 2016; DUONG;DUSSART; BUCHY, 2017). Na Asia o ZIKV foi
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isolado pela primeira vez de mosquitos Aedes aegypti coletados na Malasia em 1969
(MARCHETTE;GARCIA; RUDNICK, 1969). A primeira suspeita de surto de ZIVK
causado pela cepa asiatica em humanos ocorreu na ilha de Java (Indonésia) em
1977, no qual os sete casos apresentaram sintomas leves (OLSON et al., 1981).
Posteriores testes feitos com soro revelaram alta taxa de seroprevaléncia e
indicaram que o ZIKV pode ter circulado pela Africa, pelo Sudeste e Sul asiatico sem
ser detectado por causar infeccfes assintomaticas (MUSSO; GUBLER, 2016;
LIU;SHI; QIN, 2019).

Apbés cerca de sessenta anos da presumida circulacdo de infeccao
assintomatica de ZIKV, a doenca atingiu o Pacifico, mais precisamente a ilha de Yap
(Micronésia), na qual ocorreu o primeiro grande surto de Zika em 2007 com 49
casos confirmados e testes sorologicos sugeriram a infeccdo de cerca de 2/3 da
populacdo (R DUFFY et al.,, 2009). Em 2013 houve um surto ainda maior da cepa
asiatica no Pacifico: na Polinésia Francesa foram confirmados 396 casos, sendo
estipulado que 29 mil pessoas tenham sido infectadas. Esta foi a primeira vez que
houve associacdo da Sindrome de Guillain-Barré com a infeccado pelo virus Zika
(CAO-LORMEAU et al., 2014; CAO-LORMEAU, V. M. et al., 2016).

O ZIKV continuou se propagando pelo Pacifico, causando surtos nas ilhas
Cook, ilha de Pascoa e da Nova Caledonia, os primeiros casos nas Américas foram
reportados em maio de 2015 no Brasil, se espalhando para Ameérica Central e
Estados Unidos rapidamente, sendo que no final de 2016 pelo menos 48 paises e
territérios das Américas haviam sido afetados (ZANLUCA et al., 2015; GRUBAUGH
et al., 2017; IKEJEZIE et al., 2017; METSKY et al., 2017).

Andlises filogenéticas sugerem que o virus tenha sido introduzido no Brasil
cerca de um ano antes de ser confirmado o primeiro caso humano no pais entre
maio e dezembro de 2013 (FARIA et al., 2017; LIU;SHI; QIN, 2019). A epidemia de
Zika que ocorreu no Brasil (2015-2016) teve o maior niumero de casos até o
momento: 215.319 casos provaveis até a ultima semana de 2016, sendo 130.701
confirmados; em relacdo as gestantes houve confirmacdo de mais de 11.000 casos
(BRASIL, 2017; FARIA et al., 2017). De acordo com a ONU, até fevereiro de 2017
houve 2656 notificagbes de casos da SCZ, sendo 2366 relatos apenas no Brasil, que
constituiu o “epicentro da epidemia” (WHO, 2017; LIU;SHI; QIN, 2019). A partir do

ano de 2017 o numero de casos notificados de Zika no Brasil comecou a diminuir,
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sendo notificados 17.593 casos neste ano, 8.680 em 2018 (BRASIL, 2019), 10.768
em 2019 (BRASIL, 2020a) e 5.334 provaveis casos até de julho de 2020 (BRASIL,
2020b).

Todas as cepas epidémicas encontradas na regido do Pacifico e das
Américas desde 2007 pertencem a cepa asiatica por apresentarem maior grau de
similaridade com a sequéncia isolada do mosquito asiatico (P6-740), que ancora a
linhagem asiatica (ZANLUCA et al., 2015; WANG, L. et al., 2016; LIU;SHI; QIN,
2019). As cepas isoladas da América Central e do Sul mostraram maior e mais
rapida divergéncia genética e, considerando suas rapidas propagacdes, sugere-se
gue tenha funcionado como um novo agente infeccioso em uma populagao
imunologicamente virgem (ZAMMARCHI;SPINICCI; BARTOLONI, 2016).

Figura 1. Disseminagédo global do ZIKV ao longo dos anos. A linhagem Africana é composta pelos

isolados no continente Africano, enquanto a Asiatica é representada por todos os isolados apés 1969
apresentados no mapa. Fonte: autoria propria.
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1.2 Arbovirose

O virus Zika (ZIKV) é classificado como um arbovirus, ou seja, € um virus
mantido na natureza através de transmissao biolégica entre um hospedeiro
vertebrado e um artropode hematéfago, no caso os mosquitos (MUSSO; GUBLER,
2016). O género de mosquitos Aedes € responsavel pela rota primaria de
transmissdo do ZIKV, sendo as espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus os
principais vetores dos virus Zika, Dengue, Chikungunya e Febre amarela (CHEN;
TANG, 2016; MITTAL et al., 2017).



14

Nas ultimas quatro décadas houve a reemergéncia de um grande numero de
arboviroses epidémicas ja conhecidas (GUBLER, 2002; MUSSO; GUBLER, 2016). O
virus da dengue (DENV), por exemplo, passou a ser considerado epidémico em
todas as regides tropicais do mundo (GUBLER, 2011); a situacdo do virus
Chikungunya (CHIKV) passou de “incomum” e “pouco documentado” para causador
de “doenca epidémica urgente” a saude publica mundial (NHAN; MUSSO, 2015); o
virus da Febre do Nilo Ocidental (WNV) migrou do Hemisfério Oriental para o
Ocidental no ano de 1999 e sua rapida disseminacdo nos dois continentes é
conhecida por ser um dos eventos de maior destaque da arbovirologia nos ultimos
vinte anos (ROEHRIG, 2013). As epidemias de ZIKV, como ja abordado, também se
iniciaram com a reemergéncia do virus que foi descoberto em 1947, e permaneceu
silencioso até o primeiro surto ocorrido em 2007, e dispersao para outras regides
onde até entdo nédo circulava (LIU;SHI; QIN, 2019).

Ha fortes evidéncias de que a ressurgéncia dessas arboviroses epidémicas
esta associada a novos modos de transmissao e diferentes manifestacdes clinicas, o
gue em muitos casos é resultante de modificacdes genéticas (MUSSO; GUBLER,
2016). Ainda, diversos fatores estdo associados ao reaparecimento dessas doencas
de forma epidémica, como: crescimento da populacdo global e urbanizagao,
aumento das viagens, globalizacdo, adaptacéo a novos tipos de hospedeiro, falta de
controle efetivo do vetor, expansao da distribuicdo geogréafica de vetores mosquitos
e mudancas climéaticas (GUBLER, 2002; GUBLER, 2011; MUSSO; GUBLER, 2016;
MATYSIAK; ROESS, 2017).

1.3 Transmissao

A principal e melhor descrita rota de transmisséo do ZIKV é através do vetor —
majoritariamente os mosquitos do género Aedes, que sdo mais ativos durante o dia
e se reproduzem facilmente em reservatdrios domésticos de agua (CHEN; TANG,
2016; RUNGE-RANZINGER et al., 2019). De maneira geral o Zika possui dois ciclos
ecologicos de transmisséo: o ciclo silvestre ou enzootico e o ciclo urbano. O silvestre
envolve mosquitos como hospedeiro artropode e o0s hospedeiros vertebrados,
geralmente primatas ndao-humanos. Contudo alguns estudos apontam que outros
animais vertebrados nao primatas também podem fazer parte desse ciclo
(DARWISH et al., 1983; OLSON et al., 1983; ALTHOUSE et al., 2016; MUSSO;
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GUBLER, 2016). O ciclo urbano também envolve o vetor artropode, mas tem como
hospedeiro o ser humano: o mosquito se infecta picando uma pessoa infectada e
espalha o virus para outras pessoas atraves de sua picada (CHEN; TANG, 2016). O
ZIKV demonstrou um ciclo urbano bem estabelecido no Brasil com base na
magnitude da epidemia de 2015-2016 e por derivar das linhagens asiaticas
contemporaneas que também foram responsaveis por surtos locais. Apesar da
deteccdo do virus em primatas ndo humanos, ainda n&o é possivel comprovar a
existéncia de um ciclo silvestre no pais, que caso ocorra dificultaria muito os
esforcos de erradicacdo da doenca e ocasionaria maior exposicdo humana a
infeccao por ZIKV (TERZIAN, ANA CAROLINA B. et al., 2018; VANCHIERE et al.,
2018).

Além disso, existem as rotas de transmissdo da mae para o filho
(transplacental) e a rota sexual de transmissao (geralmente ocorre de um homem
para uma mulher) (RUNGE-RANZINGER et al., 2019). Ainda ha possiveis rotas que
necessitam mais estudos para que sejam comprovadas, como: amamentagao,
transmissao perinatal e por transfusdo sanguinea (RUNGE-RANZINGER et al.,
2019).

1.4 Sintomatologia, progndstico e tratamento

Geralmente a infeccéo por Zika resulta em sintomas relativamente leves como
febre baixa, cefaleia, erup¢cdes cutaneas, mialgia, artralgia e astenia (PAHO, 2019).
Apesar disso, 0s sintomas aparecem em apenas uma de cinco pessoas, sendo a
taxa de mortalidade baixa (CHEN; TANG, 2016). As manifestacdes ocorrem de dois
a doze dias apés a picada do mosquito infectado e podem durar até uma semana
(CHEN; TANG, 2016). Apesar disso, a infeccdo por ZIKV também é associada a
condi¢des severas em adultos e recém-nascidos (MITTAL et al., 2017; FRANCA et
al., 2018). Por ter a habilidade de invadir e ultrapassar a membrana placentéria, a
infeccao pelo virus pode resultar na Sindrome Congénita pelo virus Zika (SCZ), que
inclui microcefalia, calcificacbes intracranianas, anormalidades no corpo caloso,
perda auditiva, lesdes retinianas e disturbio craniofacial em recém-nascidos (MITTAL
et al., 2017). Em adultos é associada a sindrome de Guillain-Barré (SGB), que é
uma neuropatologia autoimune grave na qual o sistema imune ataca 0s nervos

periféricos, levando a uma paralisia parcial ou total, sendo a taxa de letalidade da
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doenca de 3% a 5% principalmente nos casos em que h& paralisia na musculatura
responsavel pela respiracado (WHO, 2016; LIU;SHI; QIN, 2019). A SGB também ja foi
relacionada a infeccbes por outros arbovirus como DENV, CHIKV, virus da
Encefalite Japonesa (JEV) e WNV (CAO-LORMEAU, V.-M. et al., 2016). O
tratamento atual para Zika € direcionado ao tratamento dos sintomas e inclui
liguidos, repouso, analgésicos e antipiréticos, visto que ainda ndo ha antivirais
disponiveis, mas grandes esforcos tém se aplicado ao desenvolvimento destes e de
uma vacina (CHEN; TANG, 2016; SHREVE et al., 2019).

1.5 O Genoma do ZIKV

O ZIKV é um virus envelopado esférico de aproximadamente 50 nm de
didmetro que pertence a familia Flaviviridae, género Flavivirus (Figura 2A)
(WEAVER et al.,, 2016; LIU;SHI; QIN, 2019; VIRALZONE, 2019). Seu genoma
consiste em uma molécula de RNA fita simples sentido positivo de 10.8 kb de
comprimento e é organizado em uma Unica fase de leitura aberta (ORF — do inglés,
Open Reading Frame) flanqueada por regides ndo traduziveis (UTR), 5UTR e
3'UTR (LIU;SHI; QIN, 2019) que codifica uma Unica poliproteina. A poliproteina
gerada é processada por proteases virais e do hospedeiro em trés proteinas
estruturais que formam o virion (capsideo C, pré-membrana prM e envelope E —
Figura 2B) e sete proteinas ndo estruturais que sdo responsaveis por diversas
funcdes, dentre elas a replicagdo viral e modificacdo das respostas do hospedeiro
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Figura 2C) (KUNO; CHANG, 2007;
LIU;SHI; QIN, 2019).

A proteina C compbe o capsideo viral, € a menor proteina do genoma do
ZIKV, composta por 122 amino&cidos, e € o primeiro gene a ser traduzido da
poliproteina. Sabe-se que interage com o RNA viral para auxiliar o empacotamento

do genoma na particula que esta se formando (TAN et al., 2020).

A proteina precursora de membrana (prM) apresenta papel importante na
montagem de virions maduros por interagir com a proteina E formando o complexo
prM-E na bicamada lipidica, que juntamente de C encapsula o genoma viral
(PIERSON; DIAMOND, 2012; LIN et al., 2018). A clivagem de prM em M atua na
maturacgdo viral, estando presente no virus maduro apenas a proteina M (NAMBALA;
SU, 2018).
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Figura 2. Organizacdo da particula e do genoma do Zika virus. A) Microscopia crioeletrdnica da
estrutura do ZIKV — proteinas E em amarelo e vermelho com glicosilagbes em azul; proteina M em
magenta. Fonte: The RCSB PDB — Molecule of the Month. B) Estrutura interna do ZIKV — corte
transversal da molécula mostra o arranjo das proteinas estruturais indicadas respectivamente na
figura. Fonte: Luciano Cosmo - VectorStock - image ID 31980033. C) Poliproteina viral — proteinas
nao estruturais em cinza e estruturais coloridas. Fonte: autoria prépria.

Proteina C — Genoma

de RNA

Proteina E Proteina M

cCpM E NS1 2A 2B NS3  4A 4B NS5

A proteina do envelope (E) é o principal componente da superficie do ZIKV e
da maioria dos Flavivirus (VALENTE; MORAES, 2019). Formada por 504
aminoacidos, € a maior proteina estrutural do genoma e consiste em quatro
dominios: um dominio transmembrana e trés ectodominios externos & membrana —
dominio amino-terminal (DI), dominio de dimerizacdo (DIl) e o dominio carboxi-
terminal tipo imunoglobulina (DIIl) (HASAN et al., 2018). No virus maduro a proteina
E forma dimeros arranjados de forma compacta que torna a bicamada lipidica
extremamente protegida, estando a proteina M localizada logo abaixo (SIROHI;
KUHN, 2017; HASAN et al., 2018). Suas principais funcdes estdo envolvidas na
entrada do virus na célula hospedeira a partir do reconhecimento de receptores no
hospedeiro e fusdo das membranas viral e do endossomo da célula hospedeira,
além da montagem da particula viral (CRUZ-OLIVEIRA et al., 2014; VALENTE;
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MORAES, 2019). Ainda, é alvo da resposta imune adaptativa por ser o principal foco

de anticorpos neutralizantes (DAl et al., 2016).

A NS1 apresenta peso molecular variavel por conta dos diferentes niveis de
glicosilagéo, tendo em média aproximadamente 48 kDa (BROWN et al.,, 2016;
VALENTE; MORAES, 2019). Possui papéis importantes na replicacao, patogénese e
resposta imune do hospedeiro (BROWN et al., 2016). Organizada em trés dominios,
N-terminal, C-terminal e regido intermediaria rica em epitopos, a NS1 pode se
apresentar sob a forma de mondmeros, dimeros (MNS1) ou hexametros (sSNS1)
(JAVED et al., 2018; SILVA, 2019).

Classificada como uma proteina multifuncional entre os Flavivirus, a NS2A
atua na montagem do virion, replicacdo viral, permeabilizacdo da membrana e
disseminacdo a partir dos mosquitos (CHANG et al., 1999; KUMMERER; RICE,
2002; MCELROY et al., 2006; ROSSI et al.,, 2007). A NS2A recruta o0 RNA
gendmico, e os complexos prM/E e NS2B/NS3 para montagem do virion e coordena
a morfogénese (ZHANG et al.,, 2019). Além disso, também interfere na resposta
imune inata antagonizando a resposta de interferon tipo | (THI THUY NGAN et al.,
2019).

A proteina NS3 participa do complexo de replicagdo do ZIKV (VALENTE;
MORAES, 2019). Uma de suas funcdes na replicacdo € relacionada a atividade
enzimatica de helicase em sua porcao C-terminal; enquanto sua porcao N-terminal
localiza-se dominio com atividade proteolitica (serino-protease) que atua junto da
proteina NS2B, que é seu cofator, clivando alguns pontos da poliproteina e
individualizando proteinas virais (JAIN et al., 2016; VALENTE; MORAES, 2019).

A NS4A também atua como cofator da principal protease viral NS3; cofator
para ativacdo da NS4B e estd associada a replicacdo viral por auxiliar na
estabilizacdo de RNAs dupla-fita intermediarios do processo de replicacdo (HASAN
et al., 2018; SILVA, 2019).

A NS5 é a maior proteina codificada e representa a RNA polimerase
dependente de RNA (RpRd) viral. De acordo com sua fungdo, é a proteina mais
conservada, sendo sua sequéncia 94% idéntica entre as linhagens Africana e
Asiatica do ZIKV (WANG et al., 2017). Na extremidade N-terminal existe o dominio

de metiltransferase e na porcdo C-terminal a RpRd: compreendem-se o0s
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subdominios palma, dedos e polegar, sendo que a palma funciona como o centro
catalitico da polimerase com o Motif C localizado nela e o sitio catalitico também
(WANG et al.,, 2018). Além de participar da replicacdo do genoma, atua no
antagonismo da resposta de interferon e também pode participar da modulacdo da
atividade do splicessomo celular (DE MAIO et al., 2016; WANG et al., 2018).

1.6 Adaptacédo a diferentes hospedeiros

A capacidade de adaptacdo a novos vetores € comum a maioria dos
arbovirus, tendo grande impacto na expansao geografica das arboviroses (MUSSO;
GUBLER, 2016). O ZIKV foi identificado primeiramente em mosquitos Aedes aegypti
e passou a ser encontrado também em Aedes albopictus (nas ilhas Yap) e Aedes
hensilii (em Gabdo) (R DUFFY et al.,, 2009; GRARD et al., 2014). Além disso,
arbovirus também séo capazes de adaptarem-se a novos hospedeiros/reservatorios
para amplificacdo (WEAVER, 2005). O ZIKV muito provavelmente adaptou-se de um
ciclo ancestral silvestre, que envolvia primatas ndo-humanos como hospedeiro
vertebrado e mosquitos que habitam os dosséis das florestas como vetores, para um
novo ciclo urbano/periurbano que envolve humanos e mosquitos do género Aedes
como vetores (ALTHOUSE et al., 2016; MUSSO; GUBLER, 2016).

As manifestacfes clinicas mais severas do ZIKV tornaram-se evidentes e a
propagagdo geografica atingida pelo virus resultou de adaptacdo a novos
hospedeiros, novos vetores, novas rotas de transmisséo e imp0s diversos efeitos de
gargalo na populagéo viral (JUN et al., 2017). De acordo com a alta taxa mutacional
dos virus de RNA, assume-se gue algumas das novas caracteristicas do ZIKV tém

base genética direcionada por presséao seletiva (JUN et al., 2017).

Essa constante alternancia entre hospedeiros a qual estao sujeitos balanceia
a sequéncia consenso conservada dos arbovirus na natureza quando comparados
aos outros virus de RNA, visto que as habilidades de transmissédo e replicacédo
nesses diferentes hospedeiros estdo sob diferentes pressdes (JENKINS et al., 2002;
CIOTA; KRAMER, 2010; MOSER et al., 2018). De maneira geral, as popula¢des dos
arbovirus sdo mantidas com fitness viral ligeiramente abaixo do ideal dentro de cada
espécie com a finalidade de permitir que a replicacdo seja eficiente em todos seus
hospedeiros; caso haja alguma selecdo que aumente o fitness viral através de

infec¢des repetidas do virus em uma Unica espécie, muito provavelmente seu fitness
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usage (RSCU) between ZIKV and hosts indicate the virus tends to develop codon
usage pattern similar to those of its hosts (WANG, H. et al., 2016). According to
Wang and collaborators (2016), the codon usage bias of the two major ZIKV lineages
IS relatively low and it is supported that translational selection and mutation pressure
plays important roles in shaping ZIKV’s codon usage pattern.

6. CONCLUSION

Even though performing the same adaptation experiments with the same
cellular lineages, the distinct ZIKV strains behaved differently in each cycle. The
completion of the ten alternate passages of the semi-sylvatic cycle with the ZIKVER
strain draws attention to its potential to establish an enzootic cycle, while the
interruption of the ZIKVAF urban cycle at the third passage might be a sign of inability
to adapt to human host and maintain the urban transmission. Both strains ZIKVER
and ZIKVAF had mutations at nucleotide and amino acid level, never at the same
position. The greater number of variations found at the ZIKVBR genomes when
compared to the ZIKVAF might be related to the ability of contemporary Asian strains
to adapt more easily to few passages, which reinforces the genetic and phenotypic
characteristics intrinsic to each lineage. Further studies are needed to elucidate the
viral evolution mechanisms, whether the identified mutations are host adaptations

and what are their impacts in viral fitness.
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1. CONCLUSAO

A realizacdo das dez passagens alternadas do CUr com pouca variacdo nos
titulos virais reforca o que pode ser visto a partir dos surtos recentes de Zika virus,
gue a transmissao da linhagem Asiatica contemporanea entre humanos e mosquitos
€ bem estabelecida e sucedida, com rapida disseminacéo global. Contrastante com
os “altos e baixos” dos titulos ao longo das passagens do CSi, sendo os maiores
titulos alcancados nas infeccBes feitas em células de mosquito, sugerindo que o
virus ainda ndo esta muito bem adaptado ao hospedeiro mamifero ndo-humano.
Ainda, a conclusdo das dez infecgcdes do CSi demonstra capacidade da cepa
brasileira de infectar células de macaco, o que chama atencédo para a eventual
ocorréncia do fenbmeno spillback. Os genomas virais dos ciclos urbano e semi-
silvestre apresentaram mutagbes sinbnimas e ndo sindnimas distintas,
demonstrando que a mesma cepa do ZIKV se comporta de maneira diferente
dependendo do hospedeiro. Somente o residuo 1263 (NS2A) apresentou mutacdes
em ambos 0s genomas e destacou-se pela grande variacdo de aminoacidos
encontrada no CUr. As substituicbes sinGnimas encontradas no presente estudo
podem estar relacionadas a utilizacéo preferencial de codons e também a adaptagéo
ao hospedeiro. Mais estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos de
evolucdo viral, se as mutacOes identificadas sdo adaptativas aos hospedeiros e

guais séo seus impactos no fitness viral.





