
RESSALVA 

Atendendo solicitação da 
autora, o texto completo 

desta dissertação será 
disponibilizado somente a 

partir de 13/04/2023.



Bárbara Floriano Molina 

Investigação de mutações no genoma do ZIKVBR após 

passagens in vitro em células de hospedeiro humano e 

símio

São José do Rio Preto 

2021 



Bárbara Floriano Molina  
 

 

 

 

 

 

 

Investigação de mutações no genoma do ZIKVBR após passagens in 

vitro em células de hospedeiro humano e símio  

 
Dissertação apresentada como parte dos 
requisitos para obtenção do título de Mestre em 
Microbiologia, junto ao Programa de Pós-
Graduação em Microbiologia, do Instituto de 
Biociências, Letras e Ciências Exatas da 
Universidade Estadual Paulista “Júlio de 
Mesquita Filho”, Campus de São José do Rio 
Preto. 

 

Financiadora: CAPES 

 

Orientadora: Profa. Dra. Paula Rahal 

Coorientadoras: Dra. Mariana Nogueira Batista e 
Dra. Cíntia Bittar Oliva 

 

 

 

 

 

 

São José do Rio Preto 

2021 



M722i
Molina, Bárbara Floriano

    Investigação de mutações no genoma do ZIKVBR após

passagens in vitro em células de hospedeiro humano e símio /

Bárbara Floriano Molina. -- São José do Rio Preto, 2021

    61 f. : il., tabs., mapas

    Dissertação (mestrado) - Universidade Estadual Paulista

(Unesp), Instituto de Biociências Letras e Ciências Exatas, São

José do Rio Preto

    Orientadora: Paula Rahal

    1. Microbiologia molecular. 2. Virologia. 3. Arbovírus. 4.

Mutação. I. Título.

Sistema de geração automática de fichas catalográficas da Unesp. Biblioteca do
Instituto de Biociências Letras e Ciências Exatas, São José do Rio Preto. Dados

fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha não pode ser modificada.



 

Bárbara Floriano Molina  
 

  

 

 

Investigação de mutações no genoma do ZIKVBR após passagens in 

vitro em células de hospedeiro humano e símio  

Dissertação apresentada como parte dos 
requisitos para obtenção do título de Mestre em 
Microbiologia, junto ao Programa de Pós-
Graduação em Microbiologia, do Instituto de 
Biociências, Letras e Ciências Exatas da 
Universidade Estadual Paulista “Júlio de 
Mesquita Filho”, Campus de São José do Rio 
Preto. 

Financiadora: CAPES 

 

 

 

Comissão Examinadora 

Profa. Dra. Cíntia Bittar Oliva 

UNESP – Câmpus de São José do Rio Preto 

Coorientadora 

 
Prof. Dr. Bruno Moreira Carneiro 

UFR – Universidade Federal de Rondonópolis 

 
Profa. Dra. Isabel Maria Vicente Guedes de Carvalho 
IB – Instituto Butantan São Paulo  

 

 

 
São José do Rio Preto 

13 de Abril de 2021 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Aos meus pais e avós que sempre me 
incentivaram e fortaleceram para seguir 

em direção ao que acredito. 
 



 

AGRADECIMENTOS 

 

Agradeço aos meus pais que foram responsáveis pela formação do meu 

caráter e me deram a base para tudo na vida. Minha mãe, Elaine, que sempre me 

incentivou a ir atrás dos meus sonhos e que garante tudo de melhor para nossa 

família. Meu maior exemplo de um ser iluminado, dedicado e a mulher mais forte 

que conheço. Agradeço ao meu pai, Glauco, que se faz presente em tudo o que sou 

mesmo não estando mais ao nosso lado e que me ensinou a ver as coisas mais 

belas da vida. Espero estar conseguindo orgulhar os dois, sei que em breve 

estaremos todos juntos novamente. 

Agradeço à minha irmã Rebeca que é a melhor amiga que alguém pode ter, 

dona de um coração de ouro. Obrigada por sempre me ensinar a ser bondosa, 

amorosa e por cuidar de mim! Seguimos evoluindo juntas sempre. 

Agradeço ao meu namorado Gustavo que me ajuda a ser minha melhor 

versão todos os dias. Faz meus dias mais felizes mesmo que ainda de longe, 

transbordando amor, carinho e cuidado. Obrigada por topar compartilhar essa 

jornada comigo e fazer dela mais leve, bonita e feliz! 

Aos meus avós Luiza e Fernando e Therezinha e João, que agora está em 

nossa memória, eu só tenho a agradecer por toda a vida de dedicação e amor que 

vocês têm por nossa família. Obrigada por nos lembrarem da importância das coisas 

mais simples e de ensinarem a valorizar a vida.  

Aos amigos Patrícia, Gabriela, Sofia, Matheus e Augusto que estão comigo ao 

longo dos anos alegrando e apoiando em todos os momentos. 

Agradeço em especial à Nayara que, além de amiga da graduação, é também 

parceira de laboratório há mais de três anos e é minha irmã do coração. Obrigada 

por todo apoio, conselhos, ensinamentos e aprendizados que construímos juntas até 

agora e que venham os próximos! 

A toda a equipe do Laboratório de Estudos Genômicos que me acolheu desde 

2018 com muitos ensinamentos nos âmbitos profissional e pessoal. Foram três anos 

de compartilhamento de conhecimentos, conselhos, responsabilidades e diversões. 

Agradeço a cada um de vocês que são capazes de transformar um ambiente de 

trabalho em uma atmosfera familiar e de apoio. Para mim vocês são família. 

Obrigada por tudo! 

Especialmente à minha orientadora Profa. Dra. Paula Rahal que abriu as 

portas de seu laboratório e apostou no meu potencial. Agradeço por todas as 

contribuições pessoais e profissionais, por me mostrar a beleza do universo da 

virologia, por todos as trocas de conhecimento e orientações. Obrigada por todas as 

oportunidades que me ofereceu ao longo dos anos, por fazer parte do meu 

crescimento e por confiar no meu trabalho.  

Agradeço grandemente às minhas coorientadoras Dra. Cíntia Bittar e Dra. 

Mariana Nogueira Batista por me ensinarem com excelência, além de ouvirem, 



 

serem pacientes, compreensivas, me guiarem, direcionarem e apoiarem em todas as 

fases do mestrado. Obrigada por todos os aprendizados e trocas que tivemos.  

Agradeço também a todos os profissionais da saúde que estão no combate à 

pandemia do COVID-19 diariamente e encontram-se desgastados frente à situação 

que resiste há mais de um ano. Agradeço grandemente pela dedidação e esforço de 

todos os envolvidos. À equipe LEGO-COVID, minha sincera gratidão por tudo o que 

fizeram no diagnóstico, suporte, aconselhamento e divulgação científica. 

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) - Código de 

Financiamento 001, à qual agradeço. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Tudo depende do tipo de lente que você utiliza para ver as coisas” 

 O Mundo de Sofia – Jostein Gaarder 



 

RESUMO 

O Zika vírus (ZIKV) foi isolado pela primeira vez em 1947, mas se tornou uma 

preocupação mundial apenas após as epidemias de 2015, relacionado a 

manifestações clínicas severas como a Síndrome Congênita pelo vírus Zika e a 

Síndrome de Guillain-Barré. Transmitido principalmente pela picada de mosquitos 

Aedes sp., o ZIKV é mantido em dois ciclos de transmissão: urbano e silvestre, que 

envolvem humanos e macacos respectivamente. Ainda que a infecção alternada 

entre hospedeiros diferentes balanceie sua sequência consenso conservada na 

natureza, devido a ausência de atividade corretiva da RNA-polimerase dependente 

de RNA viral, o ZIKV possui alta taxa mutacional e circula em pools de 

quasiespécies com mutações pontuais que podem possibilitar adaptação a novos 

nichos e hospedeiros. O objetivo do presente estudo foi investigar mutações virais 

que surgiram após infecções 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 inóculo inicial quanto os vírus 

resultantes das décimas passagens de CSi e CUr tiveram seus genomas completos 

sequenciados pelo método de Sanger. Foram identificadas mutações sinônimas e 

não-sinônimas ao final das passagens de ambos os ciclos, sendo todas 

apresentadas como ambiguidades no eletroferograma. Substituições não-sinônimas 

foram encontradas nas proteínas E, NS1, NS2A, NS2B, NS3 e NS4B, em especial 

no resíduo 1263 (NS2A) que foi o único que apresentou mutações em ambos os 

ciclos, sendo que no CUr dois nucleotídeos do códon apresentaram variações 

resultando em quatro possíveis aminoácidos na população viral (V/A1263T/M/A/V). 

A conclusão das dez passagens alternadas do CSi demonstra a habilidade do 

ZIKVBR de infectar células de primatas não-humanos e chama atenção para a 

possibilidade de spillback. Além disso, os títulos alcançados no CSi sugerem que o 

vírus ainda não esteja bem adaptado ao hospedeiro mamífero não-humano visto que 

seguiram padrão de “alto-e-baixo” no decorrer das passagens, sendo os mais altos 

nas células de mosquito e mais baixos nas de macaco. Enquanto isso, os títulos de 

CUr mostraram maior estabilidade, reforçando o sucesso do ciclo urbano bem 

estabelecido e com rápida disseminação no mundo todo. Mais estudos são 

necessários para elucidar os mecanismos de evolução viral, se as mutações 

identificadas são adaptativas aos hospedeiros e quais seus impactos no fitness viral. 

Palavras chave: ZIKV. Alternância de hospedeiro. Mutações 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. INTRODUÇÃO 

 

A febre Zika é uma doença viral transmitida por mosquitos que geralmente 

apresenta manifestações mais brandas muitas vezes similares aos sintomas 

causados pela infecção pelo vírus da dengue (DENV) e a partir de 2015 passou a 

ser associada a consequências clínicas mais graves, agora conhecida como 

Síndrome Congênita pelo vírus Zika (SCZ), que tem a microcefalia como principal 

quadro clínico em bebês (MITTAL et al., 2017; FRANÇA et al., 2018; PAHO, 2019). 

Ainda, em 2013 na Polinésia Francesa passou a ser relacionada a síndrome de 

Guillain-Barré (SGB) em adultos (HIGGS; VANLANDINGHAM, 2016). 

No início de 2018, a OMS liberou a lista atualizada das doenças consideradas 

prioritárias para pesquisa e desenvolvimento estando presente entre elas Zika, 

Ebola e SARS (WHO, 2018). Há a crescente necessidade de desenvolvimento de 

pesquisas por serem doenças que representam risco para a saúde pública de 

acordo com seu potencial epidêmico e que não possuem tratamentos ou vacinas 

eficazes (WHO, 2018). 

1.1 História e disseminação global do ZIKV 

 O Zika vírus (ZIKV) foi descoberto em 1947 como resultado de um programa 

de pesquisas sobre febre amarela patrocinado pela Fundação Rockefeller na 

Uganda (Yellow Fever Research Institute) (DICK;KITCHEN; HADDOW, 1952; DICK, 

1953) (Figura 1). Nesse ano, o vírus foi isolado da amostra de sangue de um 

macaco Rhesus sentinela (cepa MR766 do ZIKV) e foi nomeado “Zika vírus” de 

acordo com o local em que o macaco habitou: a floresta Zika na Uganda 

(DICK;KITCHEN; HADDOW, 1952; DICK, 1953). Em 1948 o vírus foi encontrado em 

mosquitos Aedes africanus coletados na floresta Zika (DICK;KITCHEN; HADDOW, 

1952). O primeiro isolado de humanos ocorreu em 1954 decorrente da infecção 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 África, em 

algumas regiões da Ásia, e análises filogenéticas demonstraram a existência de 

duas principais cepas do vírus: africana e asiática (PETTERSSON et al., 2016; 

WANG, L. et al., 2016; DUONG;DUSSART; BUCHY, 2017). Na Ásia o ZIKV foi 
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isolado pela primeira vez de mosquitos Aedes aegypti coletados na Malásia em 1969 

(MARCHETTE;GARCIA; RUDNICK, 1969). A primeira suspeita de surto de ZIVK 

causado pela cepa asiática 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 seroprevalência e 

indicaram que o ZIKV pode ter circulado pela África, pelo Sudeste e Sul asiático sem 

ser detectado por causar infecções assintomáticas (MUSSO; GUBLER, 2016; 

LIU;SHI; QIN, 2019).  

Após cerca de sessenta anos da presumida circulação de infecção 

assintomática de ZIKV, a doença atingiu o Pacífico, mais precisamente a ilha de Yap 

(Micronésia), na qual ocorreu o primeiro grande surto de Zika em 2007 com 49 

casos confirmados e testes sorológicos sugeriram a infecção de cerca de 2/3 da 

população (R DUFFY et al., 2009). Em 2013 houve um surto ainda maior da cepa 

asiática no Pacífico: na Polinésia Francesa foram confirmados 396 casos, sendo 

estipulado que 29 mil pessoas tenham sido infectadas. Esta foi a primeira vez que 

houve associação da Síndrome de Guillain-Barré com a infecção pelo vírus Zika 

(CAO-LORMEAU et al., 2014; CAO-LORMEAU, V. M. et al., 2016). 

O ZIKV continuou se propagando pelo Pacífico, causando surtos nas ilhas 

Cook, ilha de Páscoa e da Nova Caledônia, os primeiros casos nas Américas foram 

reportados em maio de 2015 no Brasil, se espalhando para América Central e 

Estados Unidos rapidamente, sendo que no final de 2016 pelo menos 48 países e 

territórios das Américas haviam sido afetados (ZANLUCA et al., 2015; GRUBAUGH 

et al., 2017; IKEJEZIE et al., 2017; METSKY et al., 2017).  

Análises filogenéticas sugerem que o vírus tenha sido introduzido no Brasil 

cerca de um ano antes de ser confirmado o primeiro caso humano no país 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 número de casos até o 

momento: 215.319 casos prováveis até a última semana de 2016, sendo 130.701 

confirmados; em relação às gestantes houve confirmação de mais de 11.000 casos 

(BRASIL, 2017; FARIA et al., 2017). De acordo com a ONU, até fevereiro de 2017 

houve 2656 notificações 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 número de casos notificados de Zika no Brasil começou 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 prováveis casos até de julho de 2020 (BRASIL, 

2020b). 

Todas as cepas epidêmicas encontradas na região do Pacífico e das 

Américas desde 2007 pertencem à cepa asiática por apresentarem maior grau de 

similaridade com a sequência isolada do mosquito asiático (P6-740), que ancora a 

linhagem asiática (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 

rápida divergência genética e, considerando suas rápidas propagações, sugere-se 

que tenha funcionado como um novo agente infeccioso em uma população 

imunologicamente virgem (ZAMMARCHI;SPINICCI; BARTOLONI, 2016). 

Figura 1. Disseminação global do ZIKV ao longo dos anos. A linhagem Africana é composta pelos 
isolados no continente Africano, enquanto a Asiática é representada por todos os isolados após 1969 
apresentados no mapa. Fonte: autoria própria. 

 

1.2 Arbovirose 

O vírus Zika (ZIKV) é classificado como um arbovírus, ou seja, é um vírus 

mantido na natureza através de transmissão biológica entre um hospedeiro 

vertebrado e um artrópode hematófago, no caso os mosquitos (MUSSO; GUBLER, 

2016). O gênero de mosquitos Aedes é responsável pela rota primária de 

transmissão do ZIKV, sendo as espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus os 

principais vetores dos vírus  Zika, Dengue, Chikungunya e Febre amarela (CHEN; 

TANG, 2016; MITTAL et al., 2017).  
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Nas últimas quatro décadas houve a reemergência de um grande número de 

arboviroses epidêmicas já conhecidas (GUBLER, 2002; MUSSO; GUBLER, 2016). O 

vírus da dengue (DENV), por exemplo, passou a ser considerado epidêmico em 

todas as regiões tropicais do mundo (GUBLER, 2011); a situação do vírus 

Chikungunya (CHIKV) passou de “incomum” e “pouco documentado” para causador 

de “doença epidêmica urgente” à saúde pública mundial (NHAN; MUSSO, 2015); o 

vírus da Febre do Nilo Ocidental (WNV) migrou do Hemisfério Oriental para o 

Ocidental no ano de 1999 e sua rápida disseminação nos dois continentes é 

conhecida por ser um dos eventos de maior destaque da arbovirologia nos últimos 

vinte anos (ROEHRIG, 2013). As epidemias de ZIKV, como já abordado, também se 

iniciaram com a reemergência do vírus que foi descoberto em 1947, e permaneceu 

silencioso até o primeiro surto ocorrido em 2007, e dispersão para outras regiões 

onde até então não circulava (LIU;SHI; QIN, 2019). 

Há fortes evidências de que a ressurgência dessas arboviroses epidêmicas 

está associada a novos modos de transmissão e diferentes manifestações clínicas, o 

que em muitos casos é resultante de modificações genéticas (MUSSO; GUBLER, 

2016). Ainda, diversos fatores estão associados ao reaparecimento dessas doenças 

de forma epidêmica, como: crescimento da população global e urbanização, 

aumento das viagens, globalização, adaptação a novos tipos de hospedeiro, falta de 

controle efetivo do vetor, expansão da distribuição geográfica de vetores mosquitos 

e mudanças climáticas (GUBLER, 2002; GUBLER, 2011; MUSSO; GUBLER, 2016; 

MATYSIAK; ROESS, 2017). 

1.3 Transmissão 

A principal e melhor descrita rota de transmissão do ZIKV é através do vetor – 

majoritariamente os mosquitos do gênero Aedes, que são mais ativos durante o dia 

e se reproduzem facilmente em reservatórios domésticos de água (CHEN; TANG, 

2016; RUNGE-RANZINGER et al., 2019). De maneira geral o Zika possui dois ciclos 

ecológicos de transmissão: o ciclo silvestre ou enzoótico e o ciclo urbano. O silvestre 

envolve mosquitos como hospedeiro artrópode e os hospedeiros vertebrados, 

geralmente primatas não-humanos. Contudo alguns estudos apontam que outros 

animais vertebrados não 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 artrópode, mas tem como 

hospedeiro o ser humano: o mosquito se infecta picando uma pessoa infectada e 

espalha o vírus para outras pessoas através 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 asiáticas 

contemporâneas que também foram responsáveis por surtos locais. Apesar da 

detecção do vírus em primatas não humanos, ainda não é possível comprovar a 

existência de um ciclo silvestre no país, que caso ocorra dificultaria muito os 

esforços de erradicação da doença e ocasionaria maior exposição humana à 

infecção por ZIKV (TERZIAN, ANA CAROLINA B. et al., 2018; VANCHIERE et al., 

2018).  

Além disso, existem as rotas de transmissão da mãe para o filho 

(transplacental) e a rota sexual de transmissão (geralmente ocorre de um homem 

para uma mulher) (RUNGE-RANZINGER et al., 2019). Ainda há possíveis rotas que 

necessitam mais estudos para que sejam comprovadas, como: amamentação, 

transmissão perinatal e por transfusão sanguínea (RUNGE-RANZINGER et al., 

2019).  

1.4 Sintomatologia, prognóstico e tratamento 

Geralmente a infecção por Zika resulta em sintomas relativamente leves como 

febre baixa, cefaleia, erupções cutâneas, mialgia, artralgia e astenia (PAHO, 2019). 

Apesar disso, os sintomas aparecem em apenas uma de cinco pessoas, sendo a 

taxa de mortalidade baixa (CHEN; TANG, 2016). As manifestações ocorrem de dois 

a doze dias após a picada do mosquito infectado e podem durar até uma semana 

(CHEN; TANG, 2016). Apesar disso, a infecção por ZIKV também é associada a 

condições severas em adultos e recém-nascidos (MITTAL et al., 2017; FRANÇA et 

al., 2018). Por ter a habilidade de invadir e ultrapassar a membrana placentária, a 

infecção pelo vírus pode resultar na Síndrome Congênita pelo vírus Zika (SCZ), que 

inclui microcefalia, calcificações intracranianas, anormalidades no corpo caloso, 

perda auditiva, lesões retinianas e distúrbio craniofacial em recém-nascidos (MITTAL 

et al., 2017). Em adultos é associada à síndrome de Guillain-Barré (SGB), que é 

uma neuropatologia autoimune grave na qual o sistema imune ataca os nervos 

periféricos, levando a uma paralisia parcial ou total, sendo a taxa de letalidade da 
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doença de 3% a 5% principalmente nos casos em que há paralisia na musculatura 

responsável pela respiração (WHO, 2016; LIU;SHI; QIN, 2019). A SGB também já foi 

relacionada a infecções por outros arbovírus como DENV, CHIKV, vírus da 

Encefalite Japonesa (JEV) e WNV (CAO-LORMEAU, V.-M. et al., 2016). O 

tratamento atual para Zika é direcionado ao tratamento dos sintomas e inclui 

líquidos, repouso, analgésicos e antipiréticos, visto que ainda não há antivirais 

disponíveis, mas grandes esforços têm 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 vírus envelopado esférico de aproximadamente 50 nm de 

diâmetro que pertence à família Flaviviridae, gênero 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 única fase de leitura aberta (ORF – do inglês, 

Open Reading Frame) flanqueada por regiões não traduzíveis (UTR), 5’UTR e 

3’UTR (LIU;SHI; QIN, 2019) que codifica uma única poliproteína. A poliproteína 

gerada é processada por proteases virais e do hospedeiro em três proteínas 

estruturais que formam o vírion (capsídeo C, pré-membrana prM e envelope E – 

Figura 2B) e sete proteínas não estruturais que são responsáveis por diversas 

funções, dentre elas a replicação viral e modificação das respostas do hospedeiro 

(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (Figura 2C) (KUNO; CHANG, 2007; 

LIU;SHI; QIN, 2019).  

 A proteína C compõe o capsídeo viral, é a menor proteína do genoma do 

ZIKV, composta por 122 aminoácidos, e é o primeiro gene a ser traduzido da 

poliproteína. Sabe-se que interage com o RNA viral para auxiliar o empacotamento 

do genoma na partícula que está se formando (TAN et al., 2020). 

 A proteína precursora de membrana (prM) apresenta papel importante na 

montagem de vírions maduros por interagir com a proteína E formando o complexo 

prM-E na bicamada lipídica, que juntamente de C encapsula o genoma viral 

(PIERSON; DIAMOND, 2012; LIN et al., 2018). A clivagem de prM em M atua na 

maturação viral, estando presente no vírus maduro apenas a proteína M (NAMBALA; 

SU, 2018).  
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Figura 2. Organização da partícula e do genoma do Zika vírus. A) Microscopia crioeletrônica da 

estrutura do ZIKV – proteínas E em amarelo e vermelho com glicosilações em azul; proteína M em 
magenta. Fonte: The RCSB PDB – Molecule of the Month. B) Estrutura interna do ZIKV – corte 

transversal da molécula mostra o arranjo das proteínas estruturais indicadas respectivamente na 
figura. Fonte: Luciano Cosmo - VectorStock - image ID 31980033. C) Poliproteína viral – proteínas 

não estruturais em cinza e estruturais coloridas. Fonte: autoria própria. 

 

 

 

A proteína do envelope (E) é o principal componente da superfície do ZIKV e 

da maioria dos Flavivirus (VALENTE; MORAES, 2019). Formada por 504 

aminoácidos, é a maior proteína estrutural do genoma e consiste em quatro 

domínios: um domínio transmembrana e três ectodomínios externos à membrana – 

domínio amino-terminal (DI), domínio de dimerização (DII) e o domínio carboxi-

terminal tipo imunoglobulina (DIII) (HASAN et al., 2018). No vírus maduro a proteína 

E forma dímeros arranjados de forma compacta que torna a bicamada lipídica 

extremamente protegida, estando a proteína M localizada logo abaixo (SIROHI; 

KUHN, 2017; HASAN et al., 2018). Suas principais funções estão envolvidas na 

entrada do vírus na célula hospedeira a partir do reconhecimento de receptores no 

hospedeiro e fusão das membranas viral e do endossomo da célula hospedeira, 

além da montagem da partícula 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 (DAI et al., 2016). 

 A NS1 apresenta peso molecular variável por conta dos diferentes níveis de 

glicosilação, tendo em média aproximadamente 48 kDa (BROWN et al., 2016; 

VALENTE; MORAES, 2019). Possui papéis importantes na replicação, patogênese e 

resposta imune do hospedeiro (BROWN et al., 2016). Organizada em três domínios, 

N-terminal, C-terminal e região intermediária rica em epítopos, a NS1 pode se 

apresentar sob a forma de monômeros, dímeros (mNS1) ou hexâmetros (sNS1) 

(JAVED et al., 2018; SILVA, 2019). 

 Classificada como uma proteína multifuncional entre os Flavivirus, a NS2A 

atua na montagem do vírion, replicação viral, permeabilização da membrana e 

disseminação a partir dos mosquitos (CHANG et al., 1999; KÜMMERER; RICE, 

2002; MCELROY et al., 2006; ROSSI et al., 2007). A NS2A recruta o RNA 

genômico, e os complexos prM/E e NS2B/NS3 para montagem do vírion e coordena 

a morfogênese (ZHANG et al., 2019). Além disso, também interfere na resposta 

imune inata antagonizando a resposta de interferon tipo I (THI THUY NGAN et al., 

2019). 

 A proteína NS3 participa do complexo de replicação do ZIKV (VALENTE; 

MORAES, 2019). Uma de suas funções na replicação é relacionada à atividade 

enzimática de helicase em sua porção C-terminal; enquanto sua porção N-terminal 

localiza-se domínio com atividade proteolítica (serino-protease) que atua junto da 

proteína NS2B, que é seu cofator, clivando alguns pontos da poliproteína e 

individualizando proteínas virais (JAIN et al., 2016; VALENTE; MORAES, 2019). 

 A NS4A também atua como cofator da principal protease viral NS3; cofator 

para ativação da NS4B e está associada à replicação viral por auxiliar na 

estabilização de RNAs dupla-fita intermediários do processo de replicação (HASAN 

et al., 2018; SILVA, 2019).  

 A NS5 é a maior proteína codificada e representa a RNA polimerase 

dependente de RNA (RpRd) viral. De acordo com sua função, é a proteína mais 

conservada, sendo sua sequência 94% idêntica entre as linhagens Africana e 

Asiática do ZIKV (WANG et al., 2017). Na extremidade N-terminal existe o domínio 

de metiltransferase e na porção C-terminal a RpRd: compreendem-se os 



19 
 

 

subdomínios palma, dedos e polegar, sendo que a palma funciona como o centro 

catalítico da polimerase com o Motif C localizado nela e o sítio catalítico também 

(WANG et al., 2018). Além de participar da replicação do genoma, atua no 

antagonismo da resposta de interferon e também pode participar da modulação da 

atividade do splicessomo celular (DE MAIO et al., 2016; WANG et al., 2018). 

1.6 Adaptação a diferentes hospedeiros 

A capacidade de adaptação a novos vetores é comum à maioria dos 

arbovírus, tendo grande impacto na expansão geográfica 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 Gabão) (R DUFFY et al., 2009; GRARD et al., 2014). Além disso, 

arbovírus também são capazes de adaptarem-se a novos hospedeiros/reservatórios 

para amplificação (WEAVER, 2005). O ZIKV muito provavelmente adaptou-se de um 

ciclo ancestral silvestre, que envolvia primatas não-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 gênero Aedes 

como vetores (ALTHOUSE et al., 2016; MUSSO; GUBLER, 2016). 

As manifestações clínicas mais severas do ZIKV tornaram-se evidentes e a 

propagação geográfica atingida pelo vírus resultou de adaptação a novos 

hospedeiros, novos vetores, novas rotas de transmissão e impôs diversos efeitos de 

gargalo na população viral (JUN et al., 2017). De acordo com a alta taxa mutacional 

dos vírus de RNA, assume-se que algumas das novas características do ZIKV têm 

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

Essa constante alternância entre hospedeiros a qual estão sujeitos balanceia 

a sequência consenso conservada dos arbovírus na natureza quando comparados 

aos outros vírus de RNA, visto que as habilidades de transmissão e replicação 

nesses diferentes hospedeiros estão sob diferentes pressões (JENKINS et al., 2002; 

CIOTA; KRAMER, 2010; MOSER et al., 2018). De maneira geral, as populações dos 

arbovírus são mantidas com fitness viral ligeiramente abaixo do ideal dentro de cada 

espécie com a finalidade de permitir que a replicação seja eficiente em todos seus 

hospedeiros; caso haja alguma seleção que aumente o fitness viral através de 

infecções repetidas do vírus em uma única 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 ZIKVBR 

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 ZIKVBR 

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. CONCLUSÃO

A realização das dez passagens alternadas do CUr com pouca variação nos 

títulos virais reforça o que pode ser visto a partir dos surtos recentes de Zika vírus, 

que a transmissão da linhagem Asiática contemporânea entre humanos e mosquitos 

é bem estabelecida e sucedida, com rápida disseminação global. Contrastante com 

os “altos e baixos” dos títulos ao longo das passagens do CSi, sendo os maiores 

títulos alcançados nas infecções feitas em células de mosquito, sugerindo que o 

vírus ainda não está muito bem adaptado ao hospedeiro mamífero não-humano. 

Ainda, a conclusão das dez infecções do CSi demonstra capacidade da cepa 

brasileira de infectar células de macaco, o que chama atenção para a eventual 

ocorrência do fenômeno spillback. Os genomas virais dos ciclos urbano e semi-

silvestre apresentaram mutações sinônimas e não sinônimas distintas, 

demonstrando que a mesma cepa do ZIKV se comporta de maneira diferente 

dependendo do hospedeiro. Somente o resíduo 1263 (NS2A) apresentou mutações 

em ambos os genomas e destacou-se pela grande variação de aminoácidos 

encontrada no CUr. As substituições sinônimas encontradas no presente estudo 

podem estar relacionadas a utilização preferencial de códons e também a adaptação 

ao hospedeiro. Mais estudos são necessários para elucidar os mecanismos de 

evolução viral, se as mutações identificadas são adaptativas aos hospedeiros e 

quais são seus impactos no fitness viral. 




